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RESUMO

Introducgéo: A prevaléncia da obesidade vem crescendo de forma alarmante em todo
o0 mundo. Sabe-se que o0 acumulo excessivo de gordura leva a inflamacéao sistémica,
comprometendo inclusive o funcionamento do sistema nervoso central. Assim,
dificuldades no tratamento da obesidade mostram a necessidade da investigacdo de
outras abordagens terapéuticas. Devido a suas propriedades anti-inflamatorias, o uso
de Cannabis sativa pode ser uma estratégia promissora.

Objetivo: Avaliar os efeitos do extrato de Cannabis sativa rico em THC (ECS) sobre
0s parametros bioquimicos no cérebro de camundongos submetidos a obesidade.
Metodologia: Os animais foram pareados em 4 grupos: controle + veiculo, controle +
ECS, obesidade + veiculo, obesidade + ECS. Foram administrados 1mL/kg/dia de
ECS ou 6leo de oliva até o fim do estudo. O peso corporal foi mensurado
semanalmente. Os animais foram mortos, a gordura mesentérica removida e pesada
e as estruturas cerebrais coletados para analise dos complexos | e Il da cadeia
respiratoria mitocondrial e o cortex para analise de dano ao DNA.

Resultados: Os animais do grupo obesidade apresentaram ganho de peso, maior
peso da gordura mesentérica, reducao da atividade dos complexos | e || em todas as
estruturas estudadas e dano ao DNA. O ECS nao foi capaz de reverter o ganho de
peso corporal e da gordura mesentérica causados pela obesidade. Entretanto,
normalizou a atividade dos complexos | e Il em todas as estruturas, e aumentou de
fato a atividade do complexo | no hipotalamo e complexo Il no cortex pré-frontal. O
ECS tambeém foi capaz de reverter o dano ao DNA causado pela obesidade no cortex
dos camundongos.

Concluséao: Conclui-se que apesar da necessidade de mais estudos que explorem
tempo, via de administracéo e posologias diferentes, o ECS pode ser uma alternativa

promissora para o tratamento da obesidade e suas alteracdes.

Descritores: Cannabis sativa; Obesidade; Cadeia respiratoria; THC



ABSTRACT

Introduction: The prevalence of obesity has been growing at an alarming rate
worldwide. It is known that the excessive accumulation of fat leads to systemic
inflammation, even compromising the functioning of the central nervous system. Thus,
difficulties in the treatment of obesity show the need to investigate other therapeutic
approaches. Due to its anti-inflammatory properties, the use of Cannabis sativa can be
a promising strategy.

Objective: To evaluate the effects of THC-rich Cannabis sativa extract (ECS) on
biochemical parameters in the brain of mice subjected to obesity.

Methods: The animals were paired into 4 groups: control + vehicle, control + ECS,
obesity + vehicle, obesity + ECS. 1mL/kg/day of ECS or olive oil were administered
until the end of the study. Body weight was measured weekly. The animals were killed,
the mesenteric fat removed and weighed and the brain structures collected for analysis
of complexes | and Il of the mitochondrial respiratory chain and the cortex for analysis
of DNA damage.

Results: The animals in the obesity group showed weight gain, greater weight of
mesenteric fat, reduced activity of complexes | and Il in all structures studied and DNA
damage. ECS was not able to reverse body weight and mesenteric fat gain caused by
obesity. However, it normalized complex | and Il activity in all structures, and indeed
increased complex | activity in the hypothalamus and complex Il activity in the
prefrontal cortex. ECS was also able to reverse the DNA damage caused by obesity
in the cortex of mice.

Conclusion: It is concluded that despite the need for more studies that explore time,
route of administration and different dosages, ECS can be a promising alternative for

the treatment of obesity and its alterations.

Keywords: Cannabis sativa; Obesity; Respiratory chain; THC
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1. INTRODUCAO

A Obesidade é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
um acimulo anormal de gordura que pode ser prejudicial ao individuo?!. Esta doenca
tem aumentado cada vez mais nos ultimos anos, demostrando estado de alerta aos
profissionais e 6rgdos publicos responsaveis’?.

Classificada como uma doenca inflamatéria crénica de baixo grau, a obesidade
tem como principal causa, o desequilibrio entre o alto consumo energético e o gasto
do mesmo!3-6, A energia em excesso é armazenada em forma de triglicerideos no
tecido adiposo, desenvolvendo um acumulo dessas substancias nos adipdcitos,
ocasionando a hipertrofia das células e hiperplasia do tecido®"2,

O aumento da massa adipocitaria desencadeia um processo inflamatério local
pelo recrutamento de células imunolégicas e secrecéo de citocinas pro-inflamatorias,
ativadas principalmente pela hipoxia localizada. Esse processo torna-se generalizado
e cronico durante o desenvolvimento da doenga®%%19, A inflamacédo decorrente da
obesidade proporciona o desequilibrio no funcionamento e sinalizacdo de hormdnios
moduladores do metabolismo energético, tais como insulina, leptina e grelina''-15,

Com isso, ocorre o desencadeamento da desregulacdo no consumo alimentar,
controle da saciedade e armazenamento energético, além de associar-se com uma
neuroinflamacéo, principalmente a nivel hipotalamico®81315-17 Toda essa disfuncéo
na obesidade esta relacionada a diversos déficits metabdlicos como o desequilibrio
no sistema de recompensa (SR)%-20, estresse oxidativo?!, disfuncdo mitocondrial??,
dano ao acido desoxirribonucleico (DNA), entre outras disfuncdes metabdlicas?3.

Essas e outras alteracOes presentes na obesidade necessitam de tratamentos
especificos, pois muitas vezes séo refratarias a primeira linha de tratamento (reducéo
do consumo caldrico e atividade fisica) sugerida pela Associagdo Brasileira de
Estudos sobre Sindrome Metabolica e Obesidade (ABESO) e OMS. Assim, farmacos
sdo associados a mudanca de habito de vida e tem como principal objetivo a perda
de peso. Entretanto, os medicamentos disponiveis para tratamento da obesidade,
além de poucos, sdo conhecidos por causar importantes efeitos adversos e néo ter
recomendacdo de uso prolongado por mais de dois anos3?4-26, Portanto, faz-se

necessaria a implementacdo de novas opc¢des farmacoldgicas que ndo s6 sejam
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capazes de ocasionar a perda de peso, mas também reestabeleca, de forma eficiente,
as alterac6es metabdlicas.

Nesse cenario, a Cannabis sativa e seus canabinoides podem se apresentar
como uma opgao de tratamento para a obesidade. Os canabinoides mais amplamente
estudados sdo o Tetrahidrocanabidiol (THC) e o Canabidiol (CBD), que interagem com
0s receptores canabinoides CB1 e CB2, demonstrando efeito anti-inflamatério e
antioxidante?’.

Diante disso, esse trabalho tem por justificativa, a sua contribuicdo para o
entendimento e esclarecimento dos efeitos do extrato de Cannabis sativa ricoem THC

em parametros bioquimicos alterados no cérebro de individuos com obesidade.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Obesidade: Definicdo e epidemiologia

A OMS define a obesidade como uma doenga provocada por um acumulo
anormal ou excessivo de gordura que apresenta risco a saude do individuo. Esta
condicdo tem sido vista como um alarmante problema a nivel mundial, que vem
crescendo e alertando as entidades de saude pelo mundo'?. Com o aumento
importante da sua incidéncia nos ultimos anos, esta patologia € considerada uma
epidemia, que tem como causa principal o consumo de calorias maior que o gasto
energético, provocando um alto armazenamento de energia na forma de gordura,
principalmente na regido abdominal, associada a disfuncées metabdlicas importantes
que levam a comorbidades®?8. Dentre os principais distlrbios presentes na obesidade
estdo a resisténcia a insulina®®, hipertensdo®®, problemas respiratérios®,
dislipidemias®?, doencas cardiovasculares®3, fatores psicolégicos3* e esta condicdo
ainda pode estar associada ao desenvolvimento de alguns canceres®.

A obesidade & uma condi¢cdo que apresenta alta incidéncia e prevaléncia
mundial nos ultimos anos. Diante disso, a OMS divulgou, em 2016, que mais de 1,9
bilhdes de adultos apresentavam sobrepeso (39% dos adultos), e destes, mais de 650
milhdes tinham algum grau de obesidade (13% dos adultos), ja demonstrando um
namero consideravelmente alto em todo planeta. Nesse mesmo ano, verificou-se que
mais de 340 milhdes de criancas e adolescentes no mundo, entre 5 e 19 anos,

mostravam-se acima do peso ou apresentavam algum grau de obesidade, assim
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como em 2020, que 39 milhdes de criancas menores de 5 anos, mostravam-se na
mesma condigdo?.

Ja no Brasil, a média de frequéncia da obesidade nas 26 capitais nacionais
mais o Distrito Federal foi de 20,3% da populagdo adulta (= 18 anos), em 2019,
variando de 17,2% em Sé&o Luiz a 23,4% em Manaus, sendo que Florianopolis
apresentou 16,8% dos adultos com algum grau de obesidade. A faixa etaria mais
acometida pela doenca foi de 45 a 54 anos, ndo apresentando interferéncia do sexo?.
Em relacdo a obesidade infantil, 12,9% das criancas e adolescentes do Brasil entre 5
e 19 anos e cerca de 7% dos adolescentes entres 12 e 17 anos apresentam
obesidade®’.

Diante desses numeros, a OMS afirma que a obesidade e o sobrepeso, apesar
de evitaveis e reversiveis, sdo condi¢cdes que causam mais mortes do que o baixo
peso. Além disso, a prevaléncia de obesidade quase triplicou de 1975 até 2016, em
todo o mundo. No Brasil a porcentagem de adultos (= 18 anos) com obesidade
aumentou de 19,8% em 2017 para 20,3% em 2019. Se 0s casos seguirem com a
mesma frequéncia, a ABESO estima que em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos
tenham sobrepeso, 700 milhdes tenham obesidade e 75 milhdes de criancas
mostrem-se acima do peso ou com alguma classificacdo de obesidade?”.

Os dados expostos comprovam ainda mais a gravidade e importancia
alarmante da obesidade. Nesse sentido, o diagnostico e acompanhamento dos
pacientes é de extrema importancia e decisivo. A primeira técnica escolhida para a
deteccdo da obesidade é o indice de massa corporal (IMC). Entretanto, os critérios
definidos para a deteccédo da doenca variam entre as regiées do mundo . Na América
do Sul, um individuo é diagnosticado com obesidade, quando apresenta indice de
massa corporal = 30 (divisdo do peso em kg pelo quadrado da altura do paciente em
metros) e a circunferéncia abdominal = 90 para homens e = 80 para mulheres. Além
dos métodos tradicionais, existem outras alternativas pra tornar o diagndstico mais
completo e preciso, como a bioimpedancia, que mede a adiposidade através da
resisténcia da passagem de uma corrente elétrica, aléem de ressonancia, pregas

cutaneas e calorimetria3.

1.1.2 Fisiopatologia da obesidade
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A taxa de obesidade atual € um reflexo de um habito pré-histérico de
alimentacéo hipercalorica na intencdo de armazenamento energético para sobreviver
a longos jejuns diante de um periodo de cacada ou em um momento de comida
escassa. A soma desse historico com o processo evolutivo resultou em um fenémeno
chamado “gene parcimonioso”, que nao esta relacionado a um gendtipo especifico
mas sim a selecéo natural de individuos com o poder de armazenar maior quantidade
de energia®. Portanto, o fen6tipo da obesidade pode sofrer influéncia de mais de 100
fatores genéticos relacionados a codificacao da distribuicdo de gordura pelo corpo, a
transcricdo e funcionamento de diversos receptores relacionados ao metabolismo
energético ou até mesmo ao sistema de recompensa3®-4L,

Essa pré-disposicdo genética pode contribuir em até 70% para o
desenvolvimento da obesidade. Entretanto, os fatores comportamentais e ambientais
também exercem grande influéncia no fenétipo desta doenga®®42. O habito do
consumo de alimentos processados, acessiveis, extremamente palataveis e ricos em
calorias e o sedentarismo, foram implementados principalmente pela revolucao
industrial, e se tornaram cultura, especialmente nos paises desenvolvidos*3842, Esses
fatos expbem a obesidade como uma doenca multifatorial que € resultado do alto
consumo de calorias em contraste com o baixo gasto energético, potencializada por
pré-disposicdo genética e influéncia ambiental®438-4L,

As calorias ingeridas néo gastas séo depositadas em sua maior parte na forma
de triglicérides, ocupando as células do tecido adiposo, denominadas adipécitos. O
tecido adiposo participa de 20 a 28% da composicdo corporal em um individuo
saudavel, podendo aumentar em até 80% em um individuo com obesidade. Além
disso, o tecido adiposo pode ser distribuido por todo corpo, exercer funcdes diferentes,
organizar-se e armazenar gordura de formas distintas. Essas caracteristicas
contribuem para a classificacdo deste tecido em dois tipos: Tecido adiposo marrom
(TAM) e Tecido adiposo branco (TAB)143,

O TAM é composto de adipdcitos que comportam gordura na forma de
pequenas goticulas, sdo encontrados na sua maior parte em bebés, estdo em menor
quantidade em adultos e uma das suas principais funcdes é a regulacdo termogénica.
A fracdo marrom adipocitaria é rica em mitocéndrias, por isso apresentam uma grande
concentracdo da enzima citocromo oxidase proveniente da cadeia respiratoria, 0 que

da o aspecto escurecido ao tecido43,
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Ja o TAB armazena gordura em uma sO gota que ocupa a maior parte do seu
citoplasma, esse tem maior funcionalidade em relagcdo ao armazenamento energético
e é conhecido pela sua capacidade de secretar substancias denominadas adipocinas.
As adipocinas sdo peptideos com funcdo hormonal, normalmente relacionadas a
modulacdo do metabolismo alimentar, energético e imunolégicolt#344, Umas das
principais adipocinas secretadas € a leptina. A leptina tem como funcdo fundamental
a sinalizacao relacionada ao aumento do estoque de gordura no tecido adiposo. Essa
substancia é capaz de suprimir neurénios que produzem neuropeptidio Y (NPY) e
peptideo relacionado a cepa agouti (AGRP) que possuem efeito orexigeno (estimulam
o apetite). E ainda, aumenta a atividade de neurdnios produtores de pro-
opiomelanocorticotropina (POMC) e cocaina-anfetamina dependente (CART), que
sdo anorexigenos (inibem o apetite), regulando a alimentacdo quando o0s niveis
energéticos estocados sdo suficientes!'2. Sua producéo é proporcional ao aumento
da massa adiposa, portanto, na obesidade seus niveis séricos estdo elevados, sendo
observado também, uma resisténcia dos receptores hipotalamicos, ocasionando um
importante desequilibrio na interpretacdo deste em relacdo a saciedade e estoques
energéticos*°:46,

Uma outra adipocina associada ao metabolismo energético é a adiponectina.
Uma das principais funcdes desta substancia é a atividade de regular o metabolismo
da insulina. Diante disso, a adiponectina interage com seus receptores AdipoR1 e R2
e assim promove uma acdo moduladora relacionada a B-oxidacdo, reabsorcdo de
glicose e aumento da sensibilidade a insulina, principalmente no figado. Portanto, a
adiponectina otimiza e potencializa os efeitos metabdlicos proporcionados pela
insulina®’.

Assim como a leptina, a insulina exerce um importante papel diante do
metabolismo energético. Este € um horménio produzido por células B-pancreaticas e
liga-se em receptores especificos que proporcionam a entrada da glicose sérica nas
células, que servem de substrato para a respiracéo celular e formacao de adenosina
trifosfato (ATP). Na obesidade ocorre uma resisténcia dos receptores de insulina,
diminuindo seu efeito e aumentando a glicose na corrente sanguinea, ocasionando
uma dificuldade na utilizacéo desta pelas células, favorecendo o desenvolvimento de
diabetes tipo Il nos obesos?3.

E ainda, a grelina também € um hormdnio que apresenta niveis elevados na

obesidade. A mesma € naturalmente secretada por células do estbmago e age no
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ndcleo arqueado do hipotalamo, com o intuito de sinalizar a necessidade de
nutrientes, principalmente em estados pré-prandiais e de jejum prolongado. Atua
ativando neurénios orexigenos, principalmente os produtores de NPY, induzindo a
fome, com efeito oposto a leptina. Quando aumentada, a grelina pode ser um
importante fator no desequilibrio do sistema de recompensa!# -,

Neste sentido, 0 aumento gradativo dos adipocitos decorrente da alta demanda
energeética enviada pela alimentacdo leva a um processo chamado hipertrofia. Por
outro lado, quando a capacidade de armazenamento € saturada, os adipécitos se
replicam a fim de gerar maior area para estoque, gerando um aumento de células
locais, chamado de hiperplasia. Esse fenbmeno pode comprometer o metabolismo,
como um todo, prejudicando a acdo e funcionamento de hormdénios e outras
substancias relacionadas a obesidade® "2,

A hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo desenvolvidas na obesidade,
comprometem a irrigacado sanguinea local, originando uma consequente hipdxia. A
falta de oxigenagcdo decorrente do baixo fornecimento sanguineo ao tecido,
desencadeia uma necrose das ceélulas e o decorrente rompimento celular. O
rompimento e a falta de oxigenac¢éao no tecido adiposo, o estimula a liberar substancias
sinalizadoras capazes de ativar respostas imunes inatas, inicialmente, recrutando
células imunolégicas, principalmente macréfagos, para o local®®.

O recrutamento e ativagdo dos macrofagos, influenciado principalmente pelo
fator nuclear kappa-B (NF-kB), d& inicio a uma resposta inflamatoria local que é
caracterizada pela organizacéao diferenciada dos macrofagos no tecido (Figura 1). Os
macrofagos organizam-se em forma de coroa em torno do adipdcito, e essa formacao,
por sua vez, permite a secrecdo de mediadores pro-inflamatorios pelos adipdcitos e
macrofagos, como fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 1 beta (IL-1B) e adipocinas, em tal propor¢cdo que alcangam a grande

circulagcdo®69:10,
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Figura 1: Representacao da organizacdo dos macréfagos no tecido adiposo na obesidade.
Fonte: Adaptado de Patel et al.10

Portanto, a obesidade € caracterizada como uma inflamagé&o cronica de baixo
grau, de caréter persistente, com proporcdes sistémicas que desencadeiam diversas
doencas metabdlicas associadas®®%1017, Nesse contexto, os acidos graxos sdo as
principais substancias originadas da alimentacdo e da lipolise capazes de ativar
respostas inflamatérias importantes através da interacdo com receptores de
reconhecimento padrao do tipo Toll-like (TLR), desenvolvendo um importante dano no
Sistema nervoso central (SNC) proveniente da inflamacéo ativada pela interagdo com

este receptor?®.

1.1.2.1 Sistema nervoso central e obesidade

A alimentagéo rica em calorias e gordura saturada & habitual na vida dos
individuos com obesidade e uma das principais causas de neuroinflamacdo. Uma vez
gue sera armazenada no tecido adiposo, a gordura, desencadeia todo 0 mecanismo
inflamatorio da obesidade, causando danos importantes nas estruturas cerebrais
como o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE). Este evento,
abre espaco para maior penetracdo de células imunoldgicas na por¢cdo central do
sistema nervoso, provocando importantes alteragoes®64849,

A BHE é uma membrada composta por células endoteliais intimamente
justapostas que envolvem todo o SNC. Esta, por sua vez, controla a penetracao e a

selecdo da entrada e interacdo de qualquer substancia com os tecidos. Quando
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exposta a substancias nocivas, como a alta concentracdo de substancias
inflamatorias, no caso da obesidade, a barreira sofre rupturas importantes que
facilitam a entrada de acidos graxos, citocinas pro-inflamatérias e células
imunolégicas ativadas, principalmente na regido do hipotalamo?8:°0,

Os acidos graxos provenientes da dieta e da lipllise comunicam-se
naturalmente com o hipotalamo, trazendo informacdes do metabolismo energético.
Esses, acessam o SNC através de regifes onde a BHE néo esta presente (exemplo:
orgaos circunventriculares). Na obesidade é descrito um acumulo dos acidos graxos
no hipotalamo, devido a lesdo na BHE, 0 que ocasiona uma inflamacao local através
da estimulacdo da producéo de substancias pro-inflamatorias pela sua interacdo com
o0 receptor de reconhecimento padrdao TLR. Substancias como TNF-a, IL-1(,
Interleucina 6 (IL-6), e fator nuclear NF-kB, além do recrutamento e ativagéo de células
imunologicas inatas, principalmente microgliais e astrocitarias, estdo presentes na
neuroinflamacéao descrita no hipotalamo?'6.17.23:48,51,

O aumento na expressao de fatores pro-inflamatorios refletem em alteracbes
celulares, especialmente nos receptores hipotalamicos de leptina e insulina, o que
influencia diretamente no prejuizo do metabolismo energético natural causado pela
desprogramacdo no controle do armazenamento energético, sintese de ATP e
controle da saciedade?®. Portanto, pode-se perceber que o hipotadlamo é uma estrutura
encefalica extremamente prejudicada pela neuroinflamacédo, sendo uma das
principais estruturas onde consegue-se observar o0s sinais de atividades
comprometidas em animais expostos a modelos de obesidade!”>3. Nessa linha,
Schraiber e colaboradores!’ mostraram a relacdo entre a obesidade, disfuncédo
mitocondrial, aumento de marcadores inflamatorios, lesdo celular no hipotalamo e
ganho de peso em camundongos Swiss induzidos a obesidade.

Além do hipotalamo, outras estruturas podem ser lesionadas devido ao aumento de
citocinas inflamatoria e respostas intercelulares, e a maioria dessas estruturas tem
importante papel na fisiopatologia da obesidade®>-54. Entre as principais estruturas
acometidas estado o hipocampo, relacionado com cogni¢cdo, memoria, aprendizagem
e emocoes®>7; e cortex pré-frontal e estriado, que estdo relacionados ao sistema de
recompensa (SR):%8. Um estudo de revisdo de Mazon e colaboradores®® relaciona a
disfuncdo hormonal na obesidade e o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson (DP) e Alzheimer. Ja um trabalho

mais recente de Mazon e colaboradores®® sugere que a obesidade esta associada a
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danos cognitivos, podendo resultar em doencas neurodegenerativas e transtornos
neuropsiquiatricos como ansiedade e depressao.

Ademais, o quadro de neuroinflamagdo também esta associado a uma
disfuncdo mitocondrial, comprometimento da respiracéo celular e dano a estrutura do
DNA.

1.1.2.2 Obesidade, disfuncdo mitocondrial e dano ao DNA

A respiracdo celular ocorre na mitocondria localizada no interior das células.
Esse processo acontece com 0 objetivo de converter a energia liberada pela quebra
de ligacdes quimicas em ATP. O ATP é a molécula responsavel por transportar e
fornecer energia para 0s mecanismos biolégicos homeostaticos. O inicio do
mecanismo de geracdo desta molécula se d& pela digestdo através da quebra de
macromoléculas em moléculas menores, como os carboidratos que sao hidrolisados
e quebrados em glicose, lipideos em acido graxos e proteinas em aminoacidos. Essas
moléculas resultantes da digestdo séo transportadas pela corrente sanguinea,
distribuida e direcionadas para o interior das células, onde sofrem, ainda no
citoplasma, reacdes que desencadeiam o processo ativo de respiragdo celular??6,

A molécula, preferencialmente e naturalmente, utilizada como substrato para a
respiracao celular é a glicose, que alcanca o citoplasma das células, na maioria das
vezes, com auxilio da sinalizac¢é@o da insulina. Ja no interior das células, a glicose sofre
a quebra de alguns carbonos e deste processo ocorre a liberacao de elétrons, reducao
de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e formacédo de ATP. Essas quebras
iniciais da glicose resultam em 2 moléculas de piruvato que, por sua vez, adentram a
mitocondria e sofrem novas reagdes que 0s convertem em 2 moléculas de acetil-
Coenzima A (Acetil Coa). Em seguida, a Acetil-Coa € submetida ao ciclo de Krebs,
onde passa por uma sequéncia de adicbes e quebras de ligagbes quimica,
promovidas por uma série de substancias que tem por objetivo oxidar completamente
a molécula. Ao final da cascata de reacdes proporcionadas pelo ciclo de Krebs, a
molécula de glicose esta completamente oxidada e quebrada e substancias como gas
carbonico (C0O2), NADH, ATP e Dinucleotideo de flavina e adeninas (FADH2) séo
liberadas na matriz mitocondrial. Enquanto o CO2 ¢ liberado na expiracdo pulmonar e

o ATP é direcionado para as proximas partes do organismo que o utilizardo, os NADH
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e FADH2 sdo encaminhados para a cadeia respiratOria, onde participardo de um
processo de fosforilacdo oxidativa??:62.63,

A cadeia respiratoria, também conhecida como cadeia transportadora de
elétrons, é a Ultima parte da respiracao celular, e é ela quem efetivamente transforma
os elétrons carregados pela NADH e FADH2, em ATP (Figura 2). Esta estrutura é
composta por 5 proteinas, sendo 4 delas denominadas como complexos, e a ultima
ATP-sintase ou complexo 5. Essas enzimas encontram-se enfileiradas na crista
mitocondrial e tem por objetivo principal transportar os elétrons trazidos do ciclo de
Krebs até as moléculas de oxigénio, gerar um gradiente de protons H+ e assim formar
ATP. Esse processo inicia-se com a entrada de elétrons pelos complexos | e Il da
cadeia, sendo que os elétrons trazidos pelo NADH entram através do complexo | e 0s
trazidos pelo FADH2 adentram a estrutura pelo complexo Il. Conforme inseridos na
cadeia respiratéria, os elétrons séo atraidos pelo oxigénio e migram em direcdo a ele
através dos complexos I, II, lll e IV, fornecendo energia para que as proteinas possam
bombear prétons H+ da matriz mitocondrial para o espago intermembrana, formando
um gradiente. Esses elétrons transportados séo librados pelo complexo IV onde
reagem com o oxigénio e formam &gua. Ja os prétons H+ bombeados no espaco
intermembrana retornam a matriz mitocondrial através da enzima ATP-sintase, que se
utiliza desse processo para produzir uma fosforilagdo em moléculas de Adenosina
difosfato (ADP), convertendo-as em ATP?26364, Diante do mecanismo de respiracéo
celular, principalmente na etapa da cadeia respiratdria, ocorre escapamento de alguns
elétrons que favorecem formacfes de EROs, que séo imediatamente neutralizadas
por mecanismos de defesa antioxidante biolégicos, como a atuacdo das enzimas

Superdxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPx)%°66,
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Figura 2: Cadeia respiratéria. ADP: adenosina difosfato; ATP: adenosina trifosfato; C:
citocromo c; CAT: catalase; e-: elétrons; FADH2: flavina adenina dinucleotideo reduzida;GPx:
glutationa peroxidase; H+: ion hidrogénio; H20: agua; H202: peréxido de hidrogénio;
IMM:membrana mitocondrial interna; NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida;
O2: oxigénio; O2+:anion superdxido; SOD: superdxido dismutase; Ub: ubiquinona

Fonte: Adaptado de Yu e Benedet®’.

Entretanto, na obesidade, o mecanismo de respiracdo celular encontra-se
comprometido. O aumento do fornecimento de substrato através do aumento do
consumo alimentar, a presenca de citocinas pro-inflamatorias, a producdo de EROs
provenientes dos mecanismos pro-inflamatérios, a sensibilidade a insulina, o
comprometimento do fornecimento de oxigénio e de transcricdo e biogénese de
mitocbndrias, resultam na disfuncdo mitocondrial, na obesidade. Essa disfuncao é
decorrente da queda da atividade dos complexos da cadeia respiratéria, causando
producao insuficiente de ATPs e maior produgédo de EROs, que comprometem ainda
mais 0 mecanismo respiratorio. Com isso, a disfungdo mitocondrial tem como
consequéncia o fornecimento insuficiente de energia, comprometendo outros
mecanismos homeostaticos, e ainda induz as células a apoptose por mecanismos
intrinsecos, desencadeando desregulacédo geral dos tecidos??2:6%.68:69,

Portanto, a disfungdo mitocondrial resulta em um aumento da producao de
EROS, que combinada com a atividade insuficiente do sistema de defesa antioxidante

para neutraliza-las, contribui ainda mais para o0 estresse oxidativo presente na
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obesidade. Este estresse oxidativo tem como consequéncia o dano estrutural a
lipideos, proteinas e ao DNA das células?1:22.69,

As EROs provenientes dos processos inflamatérios e disfun¢cdo mitocondrial
interagem com a cadeia de DNA, causando lesfes através de oxidac¢ao, alquilagéo,
metilacdo, nitracdo, desaminacdo e até quebra das cadeias podendo resultar em
desconfiguracdo da sequéncia genética. Este comprometimento esta associado a um
distarbio dos processos de transcricdo e traducdo génica para regulacdo metabdlica,
e até mesmo contribuir para o desenvolvimento de células tumorais?3°,

Nesse sentido, um estudo de Soares e colaboradores de 20167°, feito em
mulheres com sobrepeso/obesidade e sindrome do ovario policistico, demonstrou que
essas mulheres apresentaram dano no DNA em uma analise por eletroforese. Ainda
nessa linha, Ibero-Baraibar e colaboradores’, em 2015, demonstraram que uma dieta
hipercalorica foi capaz de aumentar o dano no DNA de voluntarios com sobrepeso ou
obesidade.

Portanto, a obesidade como uma doenca inflamatéria associada a diversas
condicdes patoldgicas necessita ndo s6 de um diagndéstico preciso, como também de
um tratamento efetivo. Nesse sentido, 0 manejo da obesidade deve focar em reversao

de toda a fisiopatologia da doenca e suas consequéncias.

1.1.3 Tratamento da obesidade

A obesidade como uma doenca inflamatéria aguca a curiosidade e o interesse
para seu manejo terapéutico®’273, O tratamento de primeira escolha consiste em
planos dietoterapicos que visam a reducdo caldrica associada a atividade fisica.
Porém, o tratamento ndo deve focar somente na perda de peso, mas também na
recuperacdo da homeostase metabdlica. Por isso, na maioria das vezes, o tratamento
convencional de primeira escolha é associado com medidas farmacolégicas
coadjuvantes?#25, Entretanto, as op¢des farmacoldgicas disponiveis tém demonstrado
desvantagens importantes, como efeitos adversos graves e relagéo risco-beneficio
desfavoraveis?4-26.

De acordo com as diretrizes de obesidade publicadas pela ABESO em 2016,
no Brasil, existem trés principais op¢des farmacoldgicas recomendadas a pacientes
com obesidade que ndo respondem a primeira linha de tratamento: Sibutramina,

Orlistate e liraglutida®. A Sibutramina é um medicamento controlado por retengdo de
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receita. Bloqueador da recaptacao de serotonina e noradrenalina, atua diminuindo o
apetite e, consequentemente, reduzindo a ingestdo de alimentos e causando perda
de peso, sendo entdo, uma droga psicotropica anorexigena que tem como principal
efeito colateral o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e aumento da
pressdo arterial. O Orlistate € um analogo da lipistatina, seu efeito se da pelo
impedimento da digestdo de um terco dos triglicerideos provenientes da dieta,
eliminando-os intactos nas fezes. Este medicamento esti associado a eventos
gastrointestinais importantes, além de frequente deficiéncia de vitaminas lipossollveis
(A, D, E, K)). Ja aliraglutida € um agonista do peptideo semelhante ao glucagon (GLP-
1) que tem acao no hipotadlamo, modulando neurénios e sinalizacdes envolvidas no
consumo alimentar e balanco energético. Seu uso esta relacionado com eventos
gastrointestinais (vomito, diarreia, nauseas), desenvolvimento de pancreatites e
colelitiase®.

Além dos medicamentos farmacoldgicos citados, ainda podem ocorrer
substituicdes ou associacdes com medicamentos off label (medicamentos prescritos
para fins diferentes dos preconizados em bula), como fluoxetina e sertralina
(receptadores de serotonina), topiramato (efeitos inibitérios de receptores GABA),
associacdo de bupropiona (ansiolitico) e naltrexona (antagonista opioide) e
lisdexanfetamina (receptador de noradrenalina e dopamina). No entanto, todos esses
medicamentos causam perda de peso consideravel, porém nao tém maiores estudos
em utilizacdes a longo prazo. Muitas vezes a sua administragdo esta associada a
efeitos colaterais como doencas vasculares, vémitos, cefaleias, perda de memoria e
confuséo, por exemplo374.

Nessa mesma perspectiva, podem ser indicados medicamentos fitoterapicos
(que apresentam um ou mais componentes provenientes de plantas). A ABESO
apresenta diversas possibilidades de substancias de uso comum, porém a maioria
nao apresenta dados cientificos suficientes para serem recomendadas. A Gnica planta
gue se destaca € a Ephedra sinica, também conhecida como ‘Ma Huang'. Essa planta
contém efedrina na sua composicao e € associada com cafeina e outros compostos
para perda de peso. Entretanto, estudos cientificos demonstram baixa perda de peso,
além de causar eventos psiquiatricos, cardiovasculares e gastrointestinais®.

Devido as dificuldades no tratamento da obesidade, principalmente quando se
diz respeito ao reestabelecimento metabdlico, faz-se necessario o estudo e

implementacgéo de novas opgOes de tratamento. Nesse contexto, a Cannabis sativa
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pode ser uma nova opg¢ao, uma vez que tem sido investigado pelo seu potencial anti-

inflamatorio e antioxidante.

1.1.4 Sistema endocanabinoide

O Sistema endocanabinoide (SEC) foi descoberto pela identificacdo de seus
receptores entre as décadas de 1980 e 1990, enquanto se estudava 0s componentes
da planta Cannabis sativa (fitocanabinoides) e seus efeitos no organismo’®. Baseado
na localizacéo e efeito pds-ativacdo, classificou-se os receptores endocanabinoides
descobertos em CB1 e CB27%77. Ambos os receptores tém o mecanismo de acéo
associados ao acoplamento a proteina G, apresentam um N-terminal extracelular e
um C-terminal intracelular, entretanto, mostram distribuicdo e efeitos distintos”™:78,

O receptor CB1 est& localizado em maior quantidade no SNC e posicionado
em porcdes pré-singpticas e, por isso, sua ativacdo esta envolvida com efeitos
psicoativos e na modulacdo de processos neurocomportamentais como controle da
dor cronica’®, epilepsia®®, ansiedade®!, depresséo®? e comportamento alimentar®. No
entanto, a atividade deste receptor ndo esta limitada ao cérebro e este receptor pode
ser encontrado em outros tecidos do corpo em menor quantidade. Nesse sentido,
evidéncias demonstram a relacdo da ativacdo dos receptores CB1 em processos
inflamatérios tanto no SNC quanto periférico®3-25,

J& o receptor CB2 se encontra, em maior parte, nos tecidos periféricos,
especialmente nas células do sistema imunoldgico, como macréfagos, mastécitos,
mondcitos, neutrofilos, basofilos, eosinodfilos, células natural-killer e células T. Diante
disso, a ativagdo do CB2 patrticipa da reducédo da migracdo e adesdo dessas células
imunologicas, bem como da modulacdo da liberagcdo de citocinas pré e anti-
inflamatorias®. No que diz respeito ao SNC, os receptores CB2 aparecem em menor
guantidade neste sistema quando comparado aos receptores CB1l. Contudo, na
presenca de neuroinflamacéo, observa-se maior expressdo desses receptores CB2
na microglia reativa e nos astrocitos ativados®7-2°,

Ap0s a descoberta e clonagem dos receptores endocanabinoides,
principalmente o CB1, passou-se a estudar este sistema profundamente, e entdo, no
inicio da década de 1990, identificou-se a participacdo de substancias enddgenas
capazes de interagirem direta e indiretamente com 0s receptores canabinoides, assim

como os fitocanabinoides. E, por esse motivo, essas substancias foram denominadas
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endocanabinoides’. Os principais endocanabinoides estudados ainda hoje sdo os
lipideos ligantes: N -araquidonoil-etanolamina (AEA; anandamida), agonista parcial de
CB1 e CB2; e o 2-araquidonailglicerol (2-AG), agonista CB1 e CB2 mais potente %2092,

A sintese dos endocanabinoides € ativada intracelularmente, conforme
demanda, pelo influxo de calcio (Ca*) na porcéo pré-sinaptica, e tem como substrato
principal fosfolipidios de membrana. Este processo de sintese, quando relacionado a
AEA, é efetuado pelas enzimas N-aciltransferase (NAT) e fosfolipase D especifica de
Nacil-fosfatidiletanolaminas (NAPE-PLD). Ja o 2-AG é sintetizado pela fosfolipase C
e diacilglicerol lipases alfa e beta (DAGLa/f). Quando produzidos, os
endocanabinoides sao liberados através de enzimas transportadoras de membrana e
podem atuar diretamente nos receptores na propria fenda singptica, mas também
podem ser transportados, através de mecanismos e agentes pouco elucidados, pela
corrente sanguinea para atuar em outros tecidos. Apos interacdo com 0s receptores
e efetivacéo de seus efeitos, os endocanabinoides sdo degradados através da reacao
de hidrdlise pelas enzimas amida hidrolase de acido graxos (FAAH), responsavel pela
metabolizacdo da AEA, e monoacilglicerol lipase (MAGL), degradante de 2-AG7>7891,

No que diz respeito a atividade do ECS no processo inflamatério, sabe-se que
substancias capazes de ativar os receptores canabinoides, especialmente o0s
receptores CB2, podem demonstrar atividade anti-inflamatoria. Este efeito ocorre
devido a atenuacdo das interacdes endoteliais com os leucécitos, controle da
migracdo e proliferacdo das células imunologicas, reducdo da producdo de
mediadores pro-inflamatdorios como TNF- a, IL-6 e IL-12, diminuicdo da producédo de
EROs e 6xido nitrico (ON), além da contencdo dos estimulos indutores de
apoptose®92-%5 Embora os efeitos descritos anteriormente  estejam
comprovadamente associados a ativacao dos receptores CB2, o mecanismo pelo qual

ocorrem estes processos ainda é pouco elucidado®® (Figura 3).
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Figura 3: Sistema endocanabinoide. CB1l: Receptor canabinoide 1; CB2: Receptor

canabinoide 2; EROs: Espécies reativas de oxigénio. ON: Oxido nitrico.

Complementando as informacdes expostas anteriormente, um estudo de
Chang, Lee e Lin% de 2001, demonstrou que a AEA minimizou o processo inflamatério
através da reducdo da producdo de IL-6 e ON por macréfagos ativados por
lipopolissacarideos in vitro. Esse efeito pode ser explicado pelo agonismo do receptor
CB2 por este endocanabinoide. Assim como em um estudo de 2014, de Sardinha e
colaboradores®, percebeu-se a reducdo da producdo de prostaglandinas e
leucotrienos, e ainda a reducao da aderéncia de leucécitos nas vénulas submucosas.
Esse efeito foi observado com o agonismo CB2 indireto através do bloqueio das
enzimas MAGL e FAAH, inibindo assim a degradacdo de 2-AG e AEA,
respectivamente. Além disso, também se observou os efeitos do antagonismo direto,
através da substancia AM630, que manteve o numero de leucocitos aderentes.
Embora a interacdo dos endocanabinoides com seus receptores venha sendo
amplamente explorada e esclarecida, os efeitos ndo sdo explicados somente pela
interacdo com receptores canabinoides. O 2-AG e a AEA mostram-se importantes
moduladores de outros receptores, muitos deles sem agonistas endogenos
especificos’> 7891, Os membros da familia de receptores de potencial transitério (TRP)
sao algumas das estruturas moduladas pelos endocanabinoides e estao intimamente
envolvidos com a modulacédo da dor e analgesia, especialmente quando se trata da

ativacdo da subclasse vaniloide do tipo | (TRPV1)°7%,  Além disso, o0s
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endocanabinoides também interagem com o receptor nuclear ativado por proliferador
de peroxissomo (PPARYy), que sao receptores responsaveis pela regulacdo de

transcricdes genicas associadas a modulacdo do metabolismo energético 7599100,

1.1.5 Cannabis sativa

A planta Cannabis sativa, popularmente conhecida no Brasil como maconha, &
uma planta amplamente testada para varias situacfes como: ansiedade, epilepsia,
crise epiléptica, dor e outras finalidade medicinais. Além disso, devido a suas
substancias, é uma planta capaz de causar diversos efeitos como euforia, disforia e
sedacéo. Por isso, no século XX houve uma diminuicdo no uso da Cannabis para fins
medicinais, devido ao conhecimento limitado de ativos ndo isolados%1:192,

Na década de 1960, iniciaram-se estudos relacionados ao isolamento das
substancias presentes na maconha, que permitiram a descoberta de receptores
especificos para canabinoides, encontrados no SNC (CB1) e no sistema nervoso
periférico (CB2), além da descoberta de canabinoides completamente enddgenos.
Com isso, houve uma abertura para iniciar novos estudos!®,

A maconha conhecidamente apresenta mais 400 substancias em sua
composicdo, sendo 140 delas do tipo canabinoides, dentre eles, dois tem maior
relevancia diante dos estudos: THC e o CBD. O THC é uma substancia que apresenta
alto tropismo pelo SNC, sendo um composto cristalino altamente lipofilico, o que
facilita sua entrada no organismo e sua passagem pela BHE tornando seu efeito
psicoativo mais rapido %4, Além de ter um acesso livre ao SNC, o THC apresenta alto
potencial antioxidante, devido a poder de se ligar e neutralizar radicais livrest:

Além de seu potencial antioxidante, a literatura mostra o THC com alguns
efeitos anti-inflamatérios. Como em um estudo de Kaddour e colaboradores (2022)
gue mostrou que o THC foi capaz de reduzir a expressdo de RNAs associados a
inflamacéo e ativacdo microglial‘®®.

Entretanto, o THC isolado ndo apresenta muitos efeitos satisfatorios, por isso,
a utilizacdo do extrato € mais indicada. Existe esta indicagdo devido o “Efeito em
comitiva”?’, que se trata da acédo dos endocanabinoides em conjunto, uma vez que o
THC associado ao CBD pode potencializar seus efeitos desejados e reduzir seus

efeitos adversos107:.108
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do extrato de Cannabis sativa rico em THC (ECS) sobre

parametros bioquimicos em camundongos submetidos a obesidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do ECS sobre o peso corporal e 0 peso da gordura mesentérica de
camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica;

Avaliar o efeito do ECS sobre a atividade dos complexos | e Il da cadeia respiratoria
mitocondrial no cérebro de camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta

hiperlipidica;

Avaliar o efeito do ECS sobre o dano ao DNA no cérebro de camundongos

submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Esse trabalho € um estudo experimental pré-clinico com modelo animal de

obesidade induzida por dieta hiperlipidica e tratamento com ECS.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

As racdes foram obtidas da empresa PragSolucdes Biociéncias—PragSolucdes
Comércio e Servicos Ltda, SP, Brasil.

Para as andlises inflamatorias e bioquimicas foram utilizados os seguintes
reagentes: Fosfato de potassio, fosfato de sodio, albumina bovina, hidroxido de sddio,
carbonato de sodio, sulfato de cobre, tartarato de sédio e potéssio, folin, sacarose,
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), trizma base, heparina, acido cloridrico,
ferrocianeto, B-nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido, rotenona, etanol,
succinato de sodio, azida sédica e 2,6-dicloroindofenol (DCIP) e agarose.

O ECS foi doado por uma associacgéao parceira de Floriandpolis, Santa Catarina,
Brasil. Para a administracao, o ECS foi diluido em azeite de oliva extravirgem (veiculo)
em proporcado de 1% de ECS para 99% de azeite em banho-maria na temperatura de
30 a 35°C.0O teor de CBD e THC foi quantificado através do método de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC). As quantidades obtidas foram de 3,6 mg/mL de CBD
e 50,2 mg/mL de THC (dados nao publicados).

Em relacdo aos equipamentos, foi utilizado homogeneizador, freezer,
geladeira, balanga analitica, pHmetro, centrifuga, banho-maria, espectrofotémetro e

microscopio de fluorescéncia.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados um total de 48 camundongos machos da raga Swiss (espécie
Mus musculus) com 40 dias de vida, pesando em torno de 30 a 40g. Os animais
tiveram livre acesso a agua e racao e foram mantidos em ciclos de claro-escuro de 12

horas e temperatura de 23+1°C. Os camundongos foram acomodados em gaiolas com
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3 a 5 animais, sendo todos provenientes da mesma linhagem a fim de evitar lesdes

por agressividade, que possam comprometer o estudo.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Inicialmente os animais foram pesados e pareados em grupo controle (dieta
normolipidica, n=24) e grupo obeso (dieta hiperlipidica, n=24), e assim permaneceram
por dez semanas de experimento, sendo induzidos a obesidade mediante protocolo
baseado Kalupahana e colaboradores (2010)1%° e Cintra e colaboradores (2012)10,
Para acompanhamento do processo, o peso corporal foi verificado semanalmente. No
inicio da oitava semana os animais foram divididos novamente em 4 grupos (n=12 por
grupo): Grupo controle + veiculo, Grupo controle + ECS, Grupo obeso + veiculo,
Grupo obeso + ECS. Os animais receberam ECS ou azeite de oliva com a dosagem
de 1 mL/kg/dia, via oral, por gavagem. Ao final do experimento os animais foram
submetidos a morte indolor assistida, a gordura mesentérica foi removida e pesada,
bem como as estruturas cerebrais (hipotdlamo, hipocampo, coértex pré-frontal e
estriado) retiradas para as analises bioquimicas e o cortex cerebral foi isolado para a

analise de dano ao DNA (Figura 1).

Inducao a obesidade (semanas)
Grupo controle Sal ou ECS
Grupo obeso
\IHEH\E*@-Q%\*

Camundongos
Swiss Machos
— 4 Morte
40 (n=12) < Remocio da gordura
g Grupo controle+ECS 4 Pesagem da gordura
Grupo controle+Vei 4 Remocdo das estruturas
Grupo obeso+ECS cerebrais
» Peso corporal avaliado \ Grupo obeso+Vei z ‘E:'g';?,f ‘,’:'{’m':‘;tj" mplexo e I

1x/semana.
« Consumo alimentar
avaliado 3x/semana.

Figura 4: Desenho experimental. ECS: Extrato de Cannabis sativa.

3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS
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Peso corporal

O peso corporal dos animais foi verificado semanalmente através da pesagem

individual dos animais e o peso foi expresso em gramas.

Remocéo e armazenamento dos tecidos

Apods a morte dos animais, a cavidade abdominal foi aberta e o tecido adiposo
da regido mesentérica, localizado ao longo do trato intestinal, foi retirado e pesado. O
cérebro dos animais também foi rapidamente removido e, na sequéncia, as estruturas
cerebrais hipotdlamo, hipocampo, cértex pré-frontal e estriado foram isoladas. Apos,

as amostras foram armazenadas a -80°C até serem utilizados na analise bioquimica.

Peso da gordura mesentérica

A gordura mesentérica foi mensurada através da pesagem do tecido em
balanca de alta precisdo. Os resultados da massa de tecido adiposo extraido foram

expressos em gramas.

Atividade do Complexo | e Il da cadeia respiratoria mitocondrial

A atividade dos complexos da cadeia respiratdria foi medida no hipotalamo,
hipocampo, cortex pré-frontal e estriado. A atividade do complexo | foi avaliada pelo
método descrito por Cassina e Radi'!! pela taxa de NADH-dependente da reducéo do
ferricianeto. Em meio de reacdo foi adicionado tampé&o fosfato de potassio 100 mM,
ferricianeto 10 mM, NADH 14 mM, rotenona 2 mM e amostra. Apos a adigdo de todos
0S reagentes e da amostra, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro de 1 em 1
min, durante 3 min, em 420 nm.

A atividade do complexo Il foi mensurada pelo método descrito por Fischer e
colaboradores!? pela diminuicdo da absorbancia do 2,6-DCIP. A amostra foi
adicionada a um meio de incubacéo contendo tampéao fosfato de potassio 62,5 mM,
succinato de sodio 250 mM e 2,6-DCIP 0,5 mM. Foi realizada incubacdo por 20

minutos a 30°C em banho-maria. ApOs a incubacao foi adicionada azida sédica 100
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60 mM, rotenona 2 mM e novamente 2,6-DCIP 0,5 mM, para entao ser realizada leitura
em espectrofotdbmetro de 1 em 1 min, por 5 min, em 600 nm.

Todas as andlises de atividade dos complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial foram normalizadas pelo conteudo de proteinas, determinadas conforme
descrito por Lowry e colaboradores!'3. Os resultados da atividade dos complexos da

cadeia respiratéria mitocondrial foram expressos em nmol/min X mg proteina.

Ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado em parceria com a Universiadade do extremo sul
catarinense (UNESC). Para realizacdo do ensaio cometa foi utilizado o cortex
cerebral. Sendo assim, seguindo descrito em estudo préviol!4. As amostras de cortex
cerebral foram dissecadas e imersas em tampao PBS refrigerado. Em seguida, o
cortex cerebral foi individualmente homogeneizado com o auxilio de uma seringa,
através do movimento de vai e vem, a fim de obter uma suspensao celular. As
suspensdes celulares (aliquotas de 70 uL) foram embebidas em agarose de baixo
ponto de fusdo (lowmelting) e em seguida distribuidas em dois pocos (aliquotas de 70
UL) em laminas pré-revestidas com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%, w/v) e
cobertas com duas laminulas. Apos solidificadas, as laminulas foram removidas e
colocadas em solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10,0-10,5,
com adicdo na hora de Triton X — 100 e 10% de DMSO) por no minimo 1 hora,
protegidas da luz e incubadas em tampé&o alcalino novo (pH 12,6) durante 30 minutos
para o desnovelamento do DNA. As células foram submetidas a uma corrida de
eletroforese, com o0 mesmo tampé&o, durante 20 minutos a 30 volts e uma corrente de
300 miliamperes e posteriormente foram neutralizadas com solu¢do neutralizadora.
Para avaliacdo dos danos, as laminas foram coradas com Syber Gold por 30 minutos
e visualizadas em microscopio de fluorescéncia com ampliacdo de 200x.

Foram avaliadas 100 células por animal (50 células em cada lamina duplicada),
essas células foram avaliadas individualmente, sendo categorizadas em cinco
classes, de acordo com o tamanho da cauda, sendo a classificacdo 0 para auséncia
de cauda, até 4 para o comprimento maximo de caudal?®. Através disso tem-se um
indice de Danos (ID) e uma Frequéncia de Danos (FD em %) para cada animal, sendo

que o ID varia de zero (100 x 0= 0; 100 células observadas completamente sem danos)
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a 400 (100 x 4= 400; 100 células observadas com dano maximo) e o FD foi calculado
com base no numero de células com cauda versus o numero de células sem cauda.
As diretrizes internacionais e recomendacdes para o Ensaio Cometa consideraram
que o visual de 100 cometas é um método de avaliacdo bem validado que tem alta
correlacdo com a andlise de imagem por computador®. foram utilizados controles
negativos e positivos para cada teste de eletroforese com a finalidade de assegurar a
confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram codificadas para anélise as
cegas.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo.

Variaveis Tipo Proposta de utilizagéo Natureza
Obesidade Independente | (g) Média e desvio padrao Quant_ltatlva
continua
Peso corporal Dependente | (g) Média e desvio padrao Quant_ltatlva
continua
Peso da g}ordura Dependente (g/pog de peso corpo~ral) Quant_ltatlva
mesentérica Média e desvio padrao continua
Atividade do (nmol/min x mg) Média Quantitativa
Dependente . ~ )
complexo | desvio padréao continua
Atividade do (nmol/min x mg) Média Quantitativa
Dependente . ~ .
complexo Il desvio padréao continua
Dano ao DNA Dependente (%) Média desvio padrao Quant_ltatlva
continua
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3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

As andlises de dados foram realizadas utilizando InStat Statistical Software
(GraphPad, La Jolla, CA, EUA). As comparacgdes entre 0s grupos experimentais foram
realizadas utilizando analise de variancia (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey.
Os resultados foram apresentados em média + desvio padrdo e a significancia

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

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

A utilizac&o de animais foi submetida e aprovada pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina sob o niumero do
protocolo 13.007.4.01. IV. Foram seguidos os Principios de Cuidados de Animais de
Laboratério (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos
EUA, NIH), assim como a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacao de Animais
em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica — DBCA (2016), do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
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RESUMO

Introducédo: Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a prevaléncia da obesidade
vem crescendo de forma alarmante em todo o mundo. Sabe-se que o acumulo
excessivo de gordura leva a inflamacdo sistémica, comprometendo inclusive o
funcionamento do sistema nervoso central. Assim, dificuldades no tratamento da
obesidade mostram a necessidade da investigacdo de outras abordagens
terapéuticas. Devido a suas propriedades anti-inflamatorias, o uso de Cannabis sativa
pode ser uma estratégia promissora. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os
efeitos do extrato de Cannabis sativa rico em THC (ECS) sobre os parametros
bioguimicos no cérebro de camundongos submetidos a obesidade. Metodologia: O
experimento apresentou duracdo de 10 semanas, e no inicio da oitava semana de
estudo foram pareados em 4 grupos: controle + veiculo, controle + ECS, obesidade +
veiculo, obesidade + ECS. Foram administrados 1mL/kg/dia de ECS ou 6leo de oliva
até o fim do estudo. O peso corporal foi mensurado semanalmente. Ao final do
experimento os animais foram mortos, a gordura mesentérica removida e pesada e o
hipotalamo, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado foram coletados para anélise dos
complexos | e Il da cadeia respiratoria mitocondrial e o cértex para analise de dano ao
DNA por ensaio cometa. Resultados: Os animais do grupo obesidade apresentaram
ganho de peso, maior peso da gordura mesentérica, reducdo da atividade dos
complexos | e Il em todas as estruturas estudadas e dano ao DNA. Com isso, O ECS
nao foi capaz de reverter o ganho de peso corporal e da gordura mesentérica
causados pela obesidade. Entretanto, levou a normalidade a atividade dos complexos
| e Il em todas as estruturas, e aumentou de fato a atividade do complexo | no
hipotalamo e complexo Il no cértex pré-frontal. O ECS também foi capaz de reverter
o dano ao DNA causado pela obesidade no cortex dos camundongos. Conclusao:
Conclui-se que apesar da necessidade de mais estudos que explorem tempo, via de
administragao e posologias diferentes, o ECS pode ser uma alternativa promissora
para o tratamento da obesidade e suas alteracdes.

Palavras-chave: Cannabis sativa; Obesidade; Cadeia respiratoria
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo demonstraram que o ECS néo foi capaz de
reverter o ganho de peso corporal e gordura mesentérica causados pela obesidade.
No entanto, teve resultados positivos nos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial e dano ao DNA dos animais.

Entendemos como limitagdo deste estudo o fato de ndo termos dosado outros
fitocanabinoides e substancias que podem ter influenciado nesses resultados, e
assim, explorar ainda mais o efeito comitiva.

Apesar dos achados nesse estudo serem extremamente importantes para
comunidade cientifica, eles servem apenas para impulsionar e embasar novos
estudos que correlacionem o THC e outros componentes da Cannabis sativa ao
tratamento da obesidade.

Com esses resultados, também foi possivel levantar novos dados que possam
relacionar o sistema endocanabinoide e a Cannabis satica com o tratamento efetivo
da obesidade, ndo sé refletindo na perda de peso, como auxiliando no controle
metabdlico, principalmente, relacionado a neuroinflamacéo. E assim, contribuir para a
comunidade cientifica de forma inicial, com o intuito de embasar novos estudos
associados a temética e avancar no conhecimento sobre um possivel novo tratamento
que auxilie na reducdo dos danos causados pela obesidade no sistema nervoso

central.
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