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RESUMO

NASCIMENTO, Lidiane S. Avaliagao do perfil toxicolégico e antimicrobiano (in
vitro) dos canabinoides Canabidiol (CBD) e ©&-9-tetrahidrocanabinol (THC)
derivados da Cannabis sativa L. 107p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos — Area de Concentracdo: Farmacologia) —
Universidade Federal da Paraiba, UFPB, Jodo Pessoa, 2023.

Esta pesquisa visa contribuir com os esforgos cientificos que buscam compreender
de forma robusta as propriedades da C. sativa L. no contexto farmacoldgico. Os
experimentos tiveram como objetivo avaliar aspectos toxicologicos e atividades
farmacolégicas dos canabinoides CBD e THC. Foram realizadas avaliagbes
toxicologicas para examinar o potencial hemolitico e oxidativo de 6leos ricos em
canabinoides, utilizando eritrécitos humanos dos tipos A-, B+ e O+. Os dleos foram
testados nas concentragbes de 50, 100, 200, 300 e 400 pg/mL. A hemdlise foi
quantificada através da detecgao da hemoglobina liberada pelas hemacias, medida
a 540 nm por espectrofotometria. Os resultados indicaram que os 6leos CBD, THC e
CBD+THC nao causaram agao hemolitica acima de 8% em todas as concentragdes
e tipos sanguineos testados. O potencial oxidante dos canabinoides revelou que o
CBD e o THC nao foram capazes de promover niveis significativamente elevados de
oxidagdo da hemoglobina, embora os valores de metemoglobina tendessem a
aumentar com a concentracdo da substancia, estas diferencas nao foram
estatisticamente significativas. Em relacdo a fragilidade osmoética dos glébulos
vermelhos, os canabinoides CBD e THC foram avaliados para determinar se
protegem contra a hemodlise em células enfraquecidas por solugéo hipoténica. Os
resultados indicaram que, embora as porcentagens de hemdlise tenham sido
reduzidas em alguns casos, a protegcdao foi de baixa eficacia, mesmo nas
concentracbes mais elevadas. Quanto a atividade antioxidante, os canabinoides
CBD e THC apresentaram resultados limitados na protecédo contra a oxidacdo da
hemoglobina pela fenilhidrazina. No entanto, a mistura dos dois canabinoides
apresentou uma dinamica mais potente na protecdo contra a oxidacido. A atividade
antimicrobiana foi avaliada em 34 cepas bacterianas, sendo 17 gram-positivas e 17
gram-negativas. Ambos os canabinoides demonstraram a capacidade de inibir o
crescimento bacteriano, com o CBD revelando maior eficacia ao inibir 11 cepas
gram-positivas e 4 gram-negativas. O THC inibiu o crescimento de 8 cepas
gram-positivas e 1 gram-negativa. No entanto, é importante notar que a agao das
moléculas foi bacteriostatica. A mistura dos canabinoides apresentou resultados
semelhantes aos obtidos com os compostos isolados. No geral, concluimos que os
canabinoides CBD e THC exibiram baixa toxicidade para as células sanguineas
humanas, demonstraram atividade antioxidante limitada e mostraram atividade
antimicrobiana frente a patdgenos de importancia clinica, principalmente como
agentes bacteriostaticos.

Palavras-chave: Antioxidante; Atividade antimicrobiana; Cannabis sativa L.;
Canabinoides; CBD; Fragilidade osmética; Hemdlise; THC; Toxicidade.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Lidiane S. Evaluation of the toxicological and antimicrobial
profile (in vitro) of the cannabinoids Cannabidiol (CBD) and
0-9-tetrahydrocannabinol (THC) derived from Cannabis sativa L. 107p.
(Master’s Degree in Bioactive Synthetic and Natural Products — Concentration Area:
Pharmacology) — Federal University of Paraiba, UFPB, Jodo Pessoa, 2023.

This research aims to contribute to scientific efforts that seek to robustly understand
the properties of C. sativa L. in the pharmacological context. The experiments aimed
to evaluate toxicological aspects and pharmacological activities of the cannabinoids
CBD and THC. A toxicological evaluation was carried out to examine the hemolytic
potential of oils rich in cannabinoids, using human erythrocytes of types A-, B+ and
O+. The oils were tested at concentrations of 50, 100, 200, 300 and 400 ug/mL.
Hemolysis was quantified through the detection of hemoglobin released by red blood
cells, measured at 540 nm by spectrophotometry. The results indicated that CBD,
THC and CBD+THC oils did not cause hemolytic action above 8% in all
concentrations and blood types tested. The oxidizing potential of cannabinoids
revealed that CBD and THC were not able to promote significantly high levels of
hemoglobin oxidation. Although methemoglobin values tended to increase with the
concentration of the substance, these differences were not statistically significant.
Regarding the osmotic fragility of red blood cells, the cannabinoids CBD and THC
were evaluated to determine whether they protect against hemolysis in cells
weakened by hypotonic solution. The results indicated that, although the
percentages of hemolysis were reduced in some cases, the protection was of low
effectiveness, even at the highest concentrations. Regarding antioxidant activity, the
cannabinoids CBD and THC showed limited results in protecting against the
oxidation of hemoglobin by phenylhydrazine. However, the mixture of the two
cannabinoids presented a more powerful dynamic in protecting against oxidation.
Antimicrobial activity was evaluated in 34 bacterial strains, 17 gram-positive and 17
gram-negative. Both cannabinoids have demonstrated the ability to inhibit bacterial
growth, with CBD revealing greater efficacy by inhibiting 11 gram-positive and 4
gram-negative strains. THC inhibited the growth of 8 gram-positive and 1
gram-negative strains. However, it is important to note that the action of the
molecules was bacteriostatic. The mixture of cannabinoids showed results similar to
those obtained with the isolated compounds. Overall, we concluded that the
cannabinoids CBD and THC exhibited low toxicity to human blood cells, exhibited
limited antioxidant activity, and showed antimicrobial activity against pathogens of
clinical importance, mainly as bacteriostatic agents.

Keywords: Antioxidant; Antimicrobian activity; Cannabis sativa L.; Cannabinoids;
CBD; Osmotic fragility; Hemolysis; THC; Toxicity.
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1. INTRODUCAO

As plantas sdo seres silenciosos e pouco interativos, assim, passamos por
elas e muitas vezes nao damos a devida atencao a esses organismos que sao tao
indispensaveis para a nossa sobrevivéncia. Os seres fotossintetizantes sdo a
ligacdo mais profunda entre a energia solar e toda a biosfera, sendo assim,
elementos essenciais para a manutengao de toda uma rede biolégica em constante
evolucdo. Um dos seus produtos metabdlitos, o oxigénio, € externalizado de suas
células e entra em nossos pulmdes, criando um lago intimo, vital e, em muitos

casos, simbidtico.

Os ecossistemas, com diferentes composi¢cdes bioldgicas, foram o nosso
primeiro laboratoério, onde, utilizando a observacao e a experimentagao com base
em nossos sentidos, aprendemos a escolher as melhores espécies de plantas e
animais para serem utilizadas como recursos (Thomford et al., 2018). Os produtos
naturais, amplamente definidos como produtos quimicos produzidos por
organismos vivos (Sorokina & Steinbeck, 2020), sdo nossa maior fonte de materiais
e moléculas em diversos contextos, nenhum processo desenvolvido pelos seres
humanos conseguiu, até o presente momento, fornecer recursos sintéticos
substitutos no mesmo nivel quantitativo e qualitativo. Um exemplo disso é que entre
os anos de 1981 e 2014 mais de 50% dos medicamentos recém-desenvolvidos

foram derivados a partir de produtos naturais (Sorokina & Steinbeck, 2020).

Os produtos naturais evoluiram ao longo de milhées de anos e adquiriram
uma grande diversidade e complexidade quimica (Tung, 2014; Sorokina &
Steinbeck, 2020), que confere a essas moléculas diversas atividades biologicas de
significativo valor medicinal e impacto sociocultural (Jamieson et al., 2021). Desde a
descoberta da penicilina, ha mais de 80 anos, foram caracterizados mais de 23.000
produtos naturais; sendo as pesquisas impulsionadas pelas descobertas de que
eles sdo agentes importantes e valiosos: produtos farmacéuticos, herbicidas,
inseticidas, etc. Os avangos das ultimas décadas promoveram uma grande queda
no custo do sequenciamento gendmico, fazendo com que seja viavel o
sequenciamento de varios genomas em um curto espacgo de tempo, podendo assim,

ser possivel identificar a "matéria escura biossintética". Esses dados, juntamente

14



com o0s avangos em bioinformatica, espectrometria de massas, protedmica,
transcriptdmica, metabolémica e expressdo génica, estdo levando a descoberta de
novos metabdlitos secundarios que podem ser essenciais para diversos contextos

humanos, como o farmacéutico (Katz & Baltz, 2016; Tung, 2014).

Dentro desse contexto, as plantas estdo em posicdo de destaque, suas
propriedades terapéuticas sdo reconhecidas desde tempos imemoriais (Zhang,
2018). As plantas possuem uma ampla distribuicdo, estando presentes em
ambientes amenos e indspitos. Por serem, na maioria, organismos fixos e
submetidas a muitos fatores estressantes, como ataques de animais e oscilagbes
ambientais, elas evoluiram para produzir diversos compostos de protegao,
possuindo um arcabouco molecular bastante complexo e rico em principios ativos,
que dao as plantas sua capacidade de emitir fragrancias, cores e toxicidade, onde,
historicamente, foram amplamente estudados para a producdo de produtos

medicamentosos (Thomford et al., 2018).

A passagem do tempo nao apagou a cultura de procurar nas plantas recursos
para melhorar a saude humana. A diversidade vegetal tem sido uma das principais
fontes de farmacos em todo o mundo, especialmente para o tratamento do cancer e
infeccbes microbianas (Thomford et al., 2018). Em uma catalogacao feita entre os
anos de 1999 e 2009 a Organizagao Mundial de Saude (OMS) listou mais de 21.000
plantas utilizadas para propdsitos medicinais em todo o mundo. E é estimado que
cerca de 60% da populagdo mundial utiliza medicamentos tradicionais a base de
plantas (Sorokina & Steinbeck, 2020).

Historicamente, paises e regides menos desenvolvidas tém estatisticas
maiores no uso de extratos vegetais para tratar as mais diversas condi¢cdes de
saude. Esse é o0 caso de grande parte dos paises asiaticos e africanos, onde a
medicina tradicional continua a ser uma parte muito importante por razdes culturais,
tradicionais e econdmicas (Sorokina & Steinbeck, 2020). A OMS estima que cerca
de 80% da populagédo dos paises em processo de desenvolvimento utiliza remédios

tradicionais (Jitareanu et al., 2023).

Nos paises considerados desenvolvidos a medicina tradicional perdeu
espaco e os medicamentos sintéticos foram vistos como uma mina de ouro para o

tratamento das mais diversas condi¢gdes. Porém, essa perspectiva vem mudando
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com o passar do tempo, atualmente, existe um movimento mundial que visa “voltar
a natureza” para obter respostas, uma vez que funcionou para a descoberta de
drogas no passado (Sorokina & Steinbeck, 2020). Paises classificados como
desenvolvidos, como Reino Unido, Alemanha e Franga estdo usando as mais
recentes tecnologias na area da biologia molecular e computacional para descobrir
moléculas ativas para tratar desafios da medicina moderna, como o cancer, doengas
degenerativas, HIV/AIDS e diabetes. Um histérico positivo pode ser usado como
estimulo para o avango dessa perspectiva, como as drogas Paclitaxel e Morfina,

ambas isoladas de plantas (Thomford et al., 2018).

Entre as diversas espécies utilizadas pelos humanos esta a Cannabis sativa
L., pertencente a familia Cannabaceae, considerada uma das primeiras plantas
cultivadas pela humanidade. Os registros mais antigos de utilizagdo da espécie
apontam para um uso amplo, estando relacionada com a alimentacao, producao de
objetos e extratos medicinais (Gontiés, 2003; Nascimento & Dalcin, 2019).
Atualmente é mundialmente conhecida por ser usada como uma droga recreativa
por conta do seu potencial psicoativo. Devido a esse contexto a espécie é vista,
socialmente, com grande preconceito, pois, € considerada um forte incentivo para o
uso de drogas ilicitas mais danosas e viciantes. Na utilizagdo ndo medicamentosa, a
espécie costuma ser fumada, inalada ou ingerida sozinha ou com outros alimentos
(Nascimento & Dalcin, 2019).

Por muitos anos, a maioria dos estudos se concentraram em verificar os
efeitos nocivos provocados pela espécie, e, resumidamente, na utilizagcdo aguda foi
verificado o desenvolvimento de ansiedade, efeitos psicoativos e crises de panico.
Ja no uso continuo, mostrou-se que pode gerar bronquite crdnica, baixa fungao
respiratoria, desenvolvimento de psicose e dependéncia, que por sua vez, promove
o aumento de chances do aparecimento de efeitos secundarios, como agitagao,
insbnia, irritabilidade, nauseas e caimbras (Gontiés, 2003; Hondrio & Arroio, 2005;
Nascimento & Dalcin, 2019).

Atualmente, existe um grande esforgo por parte da comunidade cientifica que
busca entender as propriedades farmacolégicas da C. sativa de uma forma mais
abrangente e clara. A caracterizagdo molecular revelou que a espécie € composta

por mais de 400 tipos de compostos quimicos diferentes produzidos pelo seu
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metabolismo secundario: como terpenos, compostos fendlicos e canabinoides. A
ultima classe citada, a dos canabinoides, recebeu uma grande atengéo nas ultimas
décadas, pois foi descoberto que a molécula A9-tetrahidrocanabinol (THC),
responsavel pelos efeitos psicotrépicos da Cannabis, pertencia a esse grupo. Além
disso, outros canabinoides foram isolados e estudados e mostraram resultados
promissores no contexto terapéutico, como o Canabidiol (CBD), segundo maior

componente da planta (Nascimento & Dalcin, 2019).

Com o conhecimento sobre as moléculas promotoras do efeito psicotropico e
efeitos terapéuticos relativamente bem estabelecido, a pergunta que precisava ser
respondida era como essas moléculas interagem com a fisiologia humana. Essa
questdo comegou a ser desvendada com a descoberta de um sistema de
sinalizagao celular durante a década de 1980, que ficou conhecido como Sistema
Endocanabinoide. Esse sistema é formado por um conjunto de proteinas receptoras,
0s mais bem caracterizados sao o receptor CB1 ou CB1R (localizado principalmente
no sistema nervoso central) e o CB2 ou CB2R (encontrado principalmente no
sistema imunolégico e em células periféricas), moléculas sinalizagdo endogenas
Anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), conhecidas como
endocanabinoides, e as proteinas de sintese e degradacdo. Além dos
endocanabinoides, os receptores CB1 e CB2 interagem e sofrem mudancgas
conformacionais quando se ligam com os canabinoides especificos derivados da C.
sativa (Gontiés, 2003; Hondrio & Arroio, 2005; Nascimento & Dalcin, 2019).

O conhecimento tradicional milenar redescoberto, juntamente com as
descobertas do final do século 20 e inicio do século 21, apontam que a Cannabis é
uma planta que pode auxiliar eficientemente no tratamento de diversas doencgas,
condigdes neuropsiquiatricas e até atuando como agente antimicrobiano (Iseppi et
al., 2019), fazendo-se necessario mais estudos cientificos, a legalizacdo da
utilizagdo dos seus derivados e 0 aumento da divulgagdo dos achados positivos

para proporcionar o declinio do preconceito contra a espécie.

Para promover a liberagdo de medicamentos a base de Cannabis é
necessario considerar aspectos relacionados a qualidade e segurancga dos produtos.
A avaliagdo toxicolégica € um requisito imprescindivel para o desenvolvimentos de

produtos medicamentosos seguros, sendo requerida nas fases pré-clinica e clinica
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(Oliveira et al., 2016). E através dela que é feita a verificagdo dos riscos, reduzindo
a probabilidade de um novo farmaco interferir de forma danosa no metabolismo

celular do individuo, causando intoxicagdes (Silva et al., 2021).

Assim, o renascimento do interesse nas propriedades da Cannabis ilustra o
potencial transformador das plantas em nossa saude, contribuindo com a resolugéo
de problemas importantes que afetam a populacdo em geral. Ao tecer a trama entre
tradicdo e descoberta cientifica, resgatamos ligdes ancestrais de cura e
coexisténcia, abrindo caminho para uma abordagem mais harmoniosa e compassiva

com o reino vegetal.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Aspectos botanicos e historicos da Cannabis sativa L.

A classificacao filogenética da espécie Cannabis sativa L. tem sido objeto de
estudo e revisdo continua. A espécie pertence ao reino Plantae (plantas) e a diviséo
Magnoliophyta (plantas com flor). Dentro dessa divisao, ela se enquadra na classe
Magnoliopsida, que engloba as dicotiledéneas, um grupo de plantas com duas
folnas embrionarias, chamadas cotilédones, em seu estagio inicial de
desenvolvimento. A familia a qual a C. sativa pertence é a Cannabaceae, que
pertence a ordem Rosales, que também inclui outras familias de plantas, como
Rosaceae (rosaceas) e Moraceae (moricaceas). O género ao qual a C. sativa
pertence €, como o proprio nome sugere, Cannabis (Rodziewicz & Kayser, 2020;
Schwabe et al., 2021; Carvalho & Trevisan, 2021). A classificagdo das espécies
dentro do género ainda gera discussao, pois, devido a sua ampla distribuicao
geografica e cultivo sob diferentes condicdbes ambientais, ocorreu a disseminagao
de diversas variantes; porém, o mais aceito é que o género ao qual pertence possui
apenas uma espécie: Cannabis sativa L., e as outras denominagdes sao
consideradas como subespécies: sativa, indica, ruderalis e spontanea (Gontiés,
2003; Carvalho & Trevisan, 2021) (TABELA 1).
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Tabela 1: Classificagao Botanica da Cannabis

Nome da Espécie: Cannabis sativa L.

Reino: Plantae (Planta)

Sub-reino: Tracheobionta (planta vascular)
Subdivisao: Spermatophyta (planta com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (planta com flores)
Classe: Magnoliopsida (Dicotileddnea)
Subclasse: Hamamelididae

Ordem: Urticales

Género: Cannabis L.

Espécie: Cannabis sativa L.

Subespécies: sativa, indica, ruderalis e spontanea

Fonte: Classificacdo botanica da Cannabis segundo o UNITED STATES DEPARTAMENT OF
AGRICULTURE (2016) apud Carvalho & Trevisan (2021).

A C. sativa € uma planta anual de porte alto, com a altura média variando de
1 a 5 metros. Ela possui uma haste ereta e cilindrica, com ramificacbes que se
desenvolvem ao longo do seu crescimento. As folhas da C. sativa sdo compostas,
digitadas e palmadas, o que significa que sao divididas em varios foliolos.
Normalmente, cada folha possui de 5 a 9 foliolos serrilhados. As folhas maiores s&o
encontradas na parte inferior da planta, enquanto as superiores sdo menores. As
flores da C. sativa sao unissexuais, o que significa que ha plantas com flores
masculinas e plantas com flores femininas. As flores femininas sao as mais
valorizadas, pois contém maior quantidade de tricomas, onde sdo encontrados os
canabinoides (Schwabe et al., 2021; Carvalho & Trevisan, 2021 ), e as flores
masculinas produzem podlen para a polinizagao (Gontiés, 2003) (FIGURA 1).

A inflorescéncia da C. sativa € uma espiga terminal composta por grupos de
flores que formam uma estrutura em forma de cacho. Essas inflorescéncias sao
chamadas de "cabecas" e sdo as partes mais utilizadas para fins medicinais e
recreativos. Os tricomas s&o estruturas microscopicas epidérmicas encontradas nas
flores, folhas e até mesmo nos caules da planta. Eles s&o pequenas protuberancias,

que cobrem densamente as superficies das inflorescéncias femininas (Booth &
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Bohimann, 2019), que parecem pélos e sao responsaveis pela produgcao de resina,
que contém os canabinoides, como o delta-9-tetrahidrocanabinol (THC) e o
canabidiol (CBD) (Rodziewicz & Kayser, 2020; Schwabe et al., 2021) (FIGURA 2).

A Cannabis possui uma adaptagao bastante plastica, podendo crescer em
diferentes tipos de solo, clima e altitude, porém, essas variaveis, juntamente com
fatores genéticos, podem gerar variagdo quanto a estabilidade do seu conteudo
bioquimico e influenciar a aparéncia e as caracteristicas especificas de cada planta
de Cannabis (Carvalho & Trevisan, 2021). Para manter suas propriedades
medicinais e psicoativas, precisa de um clima quente e seco e umidade do solo
adequada (Nascimento & Dalcin, 2019; Johnstad, 2020).
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Figura 1. Morfologia da Cannabis sativa L.

A - Face abaxial (esquerda) e face adaxial (direita). B - Filotaxia oposta cruzada. C - Filotaxia alterna

helicoidal. D - Caule de planta com 2,5 meses de vida. E - Corte transversal do caule. F - Face
abaxial: detalhe das nervuras. G — Apice de um segmento. H — Base do limbo foliar. | — Raiz. J —
Frutos com calices persistentes. K — Estipulas na base do peciolo. L — Extremidade frutificada de
espécime feminino. M — Frutos sem calice. Fonte: Souza et al. (2006). N — Planta feminina adulta.
Fonte: Carvalho & Trevisan, 2021.
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Figura 2. Inflorescéncia de Cannabis e tricomas glandulares caulinares.

A) Inflorescéncia apical. B) Aglomerado de flores. C) Microscopia eletronica de varredura de tricomas

glandulares caulinares na superficie das flores pistiladas. Fonte: Booth & Bohlmann, 2019.

A histéria da relagdo dos humanos com a C. sativa é longa, complexa e com
algumas lacunas desafiadoras. Especialistas apontam que a sua domesticagao
pode ter ocorrido ha cerca de 12.000 anos atras, a principio na Eurasia Central e,
posteriormente, foi cultivada em outras partes da Asia, Europa Oriental e Oriente
Médio entre os anos 4.000 e 2.000 a.C., onde desempenhou papéis importantes
(Gontiés, 2003; Nascimento & Dalcin, 2019; Schwabe et al., 2021) (FIGURA 3).

Figura 3. Dispersao da Cannabis ao longo do tempo.

— Antes de Cristo

B sccuio 10

% Século 15 e 16

Século 19 e depois

Fonte: Charitos et al., 2021.
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Os primeiros registros escritos sobre o uso da Cannabis datam de cerca de
4.000 a.C., na China, onde a planta era apreciada por suas propriedades
medicinais. Na antiga farmacopeia chinesa, € descrito que a planta tinha indicagdes
para dor reumatica, constipagao intestinal, problemas do sistema reprodutor
feminino, malaria (Nascimento & Dalcin, 2019) e doengas mentais (Brand & Zhao,
2017). Além disso, a planta era apreciada por suas fibras duraveis, que eram
utilizadas para fabricagao de tecidos, papel, cordas, alimentos e também era feita a
retirada de 6leo dos seus frutos (Nascimento & Dalcin, 2019; Brand & Zhao, 2017).
Ao longo do tempo, varias referéncias a Cannabis foram encontradas em toda a
literatura chinesa, ndo sendo restrita apenas ao contexto medicinal e utilitario, a
espécie também é citada em obras famosas de filosofia, poesia e agricultura (Brand
& Zhao, 2017).

Um outro pais com uma intima e antiga relacdo com a espécie é a india,
neste pais a planta € mencionada em textos sagrados hindus e era considerada
uma planta sagrada associada ao deus Shiva, possuindo um papel de agente de
inspiragdo mistica (Crocq, 2020). O sistema medicinal ayurvédico, que busca o
equilibrio entre a mente, o espirito e o corpo, utilizava extratos de Cannabis para
tratar uma variedade de condigdes, incluindo dores, insbnia, ansiedade, para
melhorar o apetite, relaxar os musculos, tratar problemas digestivos e produzir uma

sensacgao de euforia (Costa et al., 2011; Oliveira et al., 2020; Crocq, 2020).

Por meio das rotas comerciais da Antiguidade, a Cannabis se espalhou pelo
mundo. As sociedades africanas cultivavam e usavam a Cannabis de diversas
maneiras, para extracdo de fibras, producdo de tecido de canhamo, como
medicamento e na alimentacdo, porém, o principal uso era como uma droga
fumada, que permanece até os dias atuais (Crocq, 2020; Duvall, 2019). Na cultura
egipcia, por exemplo, a planta era usada na fabricagdo de cordas e tecidos, porém,
a maior parte do uso era em decorréncia dos efeitos psicoativos da espécie (Duvall,
2019). Também alcancou a Europa, onde era valorizada por suas fibras resistentes,
utilizadas para a producdo de velas de embarcagdes, cordas, papel e tecidos;
chegando a ser, juntamente com o linho, a cultura de fibras mais importante do
século XVI ao XVIII, neste continente (Struik et al., 2000).

23



Durante os séculos XV e XVI, com a expansao dos impeérios coloniais
europeus, a Cannabis foi introduzida em novas regides, como as Ameéricas,
comegando pela América do Sul. Os colonizadores utilizaram a planta
principalmente por suas fibras, que eram usadas na fabricacdo de elementos
resistentes para as embarcagbes. Além disso, escravizados, principalmente os
oriundos da Angola, trouxeram sementes que foram plantadas para diferentes fins
(Zuardi, 2006). Dispersada nos paises americanos, a Cannabis ganhou importancia
comercial para a producao de fibras, o que levou a legislagdes especificas que
promoviam o seu cultivo nos novos paises (Rodziewicz & Kayser, 2020; Zuardi,
2006). Além disso, um grande volume de usuarios da espécie, com fins psicoativos,

se estabeleceu, o que gerou muitos debates sobre os limites de uso.

O século XX foi marcado por um movimento em nivel global de
criminalizacdo da Cannabis sativa, derivado de pressdes politicas, sociais e
econdmicas. Esse periodo historico foi marcado pelo inicio da construcdo da
imagem pejorativa da espécie. Toda a historia positiva dos séculos anteriores foi
forcadamente ocultada pela marca de perigo e condutas antissociais (Rezende et
al., 2021). O status de droga ilicita limitou drasticamente a pesquisa cientifica com a
espécie (Simiyu et al., 2022). A planta passou a ser vista como uma fonte de
problemas sociais, como o0 aumento da criminalidade e da violéncia, e varios paises
impuseram restricbes e proibigdes ao seu uso recreativo (Wheeldon & Heidt, 2023).
Essa atitude repressiva em relacdo a Cannabis foi impulsionada pela campanha de
proibicdo conduzida pelos Estados Unidos, que moldou politicas em todo o mundo.
Por exemplo, nos Estados Unidos, a Lei de Impostos sobre a Marihuana de 1937,
proibiu quase totalmente o uso e a venda da planta, classificando-a como uma
substancia nociva e sem valor medicinal. A influéncia dos Estados Unidos também
se manifestou pela Convencdo Unica sobre Entorpecentes de 1961, um tratado
internacional que limitava drasticamente o uso e o comércio da Cannabis (Mead,
2019).

A C. sativa voltou a despertar o interesse da medicina nas ultimas décadas
(Hussain et al., 2021). A ciéncia tem mostrado os beneficios terapéuticos da planta
para diversas situagdes, como a dor crbnica, a epilepsia, a esclerose multipla e a

ansiedade. A identificagdo dos canabinoides, como o THC (tetrahidrocanabinol) e o
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CBD (canabidiol), ajudou a compreender como a planta atua no organismo
(Chayasirisobhon, 2020; Hussain et al., 2021).

Essa redescoberta medicinal da Cannabis tem desafiado as percepgdes
negativas e estigmatizadas associadas a planta. Paises pelo mundo tém mudado
suas politicas e leis sobre a Cannabis, autorizando o uso medicinal sob controle e
regulacdo (Ransing et al., 2022). Essa transformacdo de perspectiva tem sido
influenciada pelas evidéncias cientificas crescentes, pela demanda de grupos que
defendem os direitos dos pacientes e pelo interesse em novas alternativas
terapéuticas. Além disso, alguns paises também estdo liberando ou
descriminalizando o uso recreativo da planta, admitindo que a criminalizagéo nao é

a melhor forma de lidar com o consumo de Cannabis (Isorna et al., 2022).

Além do uso medicinal, a industria da Cannabis esta crescendo em varias
areas (Procaccia et al.,, 2022). Os produtos da planta estdo sendo usados em
setores como cosmeéticos, alimentos, bebidas e materiais de construgao. A fibra da
Cannabis também estad sendo aproveitada como uma opgao sustentavel para a

fabricagao de papel, tecidos e bioplasticos (Adhikary et al., 2021).

Assim pode-se afirmar que a histéria da Cannabis sativa L. € uma prova da
sua adaptabilidade e da influéncia que a planta teve nas sociedades ao longo dos
séculos. Desde suas raizes antigas como uma planta sagrada e medicinal até os
debates contemporaneos de legalizacdo e uso terapéutico, a Cannabis tem
assumido papeéis variados na cultura humana. A mudanga das percepcgdes e das
politicas sobre a planta indica a necessidade de uma abordagem mais equilibrada e
baseada em evidéncias, levando em conta tanto os riscos potenciais quanto os
beneficios da Cannabis. Com o avanco das pesquisas e o aumento do
conhecimento sobre a planta, é provavel que a histéria da Cannabis continue a se

desenvolver, definindo o seu papel na sociedade atual e futura.
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2.2 Cannabis sativa L. no Brasil

A presenca da Cannabis sativa no Brasil remonta a tempos ancestrais. A
chegada dos portugueses marca o inicio de muitas mudangas drasticas
relacionadas a flora brasileira; o ingresso dos colonizadores europeus exporta
muitas arvores nativas e introduz espécies exodticas, como a C. sativa, que,
inicialmente, esteve presente como parte das embarcagdes: as velas e também o
cordame, eram feitas de fibra de canhamo. Posteriormente, foi introduzida como
uma cultura agricola. Os portugueses trouxeram sementes da erva e comegaram a
cultivar a planta no pais, principalmente para a producgao de fibras. A Cannabis foi
cultivada em larga escala nas regides Nordeste e Sudeste, especialmente para a

producgao de cordas, tecidos e velas (Carlini, 2006; Zuardi, 2006).

Em documentos oficiais, € atribuida uma outra origem de entrada da espécie
no pais. E apontado que sementes da C. sativa teriam sido introduzidas pelos
negros escravizados, a partir de 1549, dentro de bonecas de pano e amarradas nas
vestes (MINISTERIO DAS RELACOES EXTERIORES, 1959). Independente da
origem, a historia da espécie no pais € antiga e com varios desdobramentos ao

longo dos séculos (Carlini, 2006).

A Cannabis no Brasil colonial ndo servia apenas para a producéo de fibras.
Ha evidéncias historicas de que a planta também era empregada como remédio e
como droga recreativa, embora com menor frequéncia (Carlini, 2006; Zuardi, 2006).
Os povos indigenas faziam uso da planta para diversos fins, desde o tratamento de
doencas até a realizagdo de rituais. A Cannabis era valorizada por suas
propriedades curativas, podendo aliviar dores, febres e inflamacdes. Além disso, a
planta também tinha um papel importante nas cerimdnias e nos ritos sagrados, onde
a planta facilitava a busca por uma conexao espiritual (Gaudéncio et al., 2020;
Carlini, 2006).

Durante grande parte do século XX, o Brasil acompanhou a tendéncia
mundial de proibicdo da  Cannabis. Em 1932, foi sancionada a Lei de Toxicos que
vedava a producdo, comércio e uso de substancias tidas como entorpecentes,
incluindo a erva. Essa postura repressiva aumentou ao longo das décadas

seguintes, com a implantagdo de politicas de guerra as drogas que geram prisdes
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em massa e na estigmatizacao dos usuarios de Cannabis. No entanto, ao longo dos
anos, a visdo sobre a Cannabis comegou a mudar no Brasil. A percepcao de que a
politica de guerra as drogas ndo estava dando os resultados esperados e a
crescente evidéncia dos beneficios medicinais da planta conduziram a uma maior

discussao sobre a necessidade de revisao da legislagao (Carlini, 2006).

A partir da década de 1990, comegou a surgir um movimento de
reconhecimento dos beneficios medicinais da Cannabis no Brasil. Pacientes que
padeciam de condigbes médicas graves, como epilepsia refrataria e dores cronicas,
passaram a procurar na Cannabis uma opg¢ao de tratamento. No entanto, a falta de
regulamentacao e o estigma em torno da planta dificultavam o acesso a produtos a
base de Cannabis. Foi somente em 2015 que o Brasil deu um passo importante no
reconhecimento do uso medicinal da Cannabis. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) aprovou a regulamentagao para a importagao de medicamentos a
base de Cannabis, desde que com prescricdo médica e autorizagdo prévia
(ANVISA, 2015). Essa medida abriu caminho para que pacientes pudessem acessar
produtos derivados da planta, como o canabidiol (CBD), que é reconhecido por seus

efeitos terapéuticos.

Em uma resolugao publicada em 2022, CFM N° 2.324, o canabidiol pode ser
prescrito pelo Conselho Federal de Medicina (CFM) para o tratamento de epilepsia
refrataria em criangas e adolescentes com sindrome de Dravet, Lennox-Gastaut ou
complexo de esclerose tuberosa. Essas sdo as unicas indicagdes terapéuticas
permitidas pela norma, que proibe o uso de outros produtos de Cannabis e a
divulgacao do canabidiol fora do meio cientifico. A norma tem validade de trés anos
e sera revista nesse prazo (BRASIL, 2022; AGENCIA BRASIL, 2022).

Com o crescente numero de evidéncias positivas sobre o uso da Cannabis
em humanos, os estudos se estenderam para os animais de estimacdo. O deputado
Bacelar (Pode-BA) apresentou o Projeto de Lei 369/21, que permite o uso
veterinario de produtos derivados da Cannabis sativa, com prescricdo de médico
veterinario habilitado e autorizagdo da Anvisa ou de érgaos estrangeiros. O objetivo
€ ampliar as possibilidades de tratamento de diversas doencas em animais,
seguindo as normas existentes para uso humano (CAMARA DOS DEPUTADOS,
2021).
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Atualmente, o debate em torno da Cannabis no Brasil continua em curso.
Embora a importagdo de medicamentos a base de Cannabis seja permitida, o
cultivo da planta para uso pessoal ou o0 acesso a produtos de Cannabis no mercado
interno ainda é alvo de discussdes e controvérsias (Oliveira et al., 2020). Ha
propostas legislativas em andamento no Congresso Nacional que visam
regulamentar o cultivo, a produgdo e a comercializagdo da Cannabis no Brasil,
inclusive para uso recreativo (G1, 2023). Utilizando como base a situagao atual, é
possivel prever que o Brasil ira avangar em direcdo a uma regulamentagdo mais
ampla e equilibrada em relagdo a planta, garantindo o acesso seguro e legal aos
seus beneficios terapéuticos e promovendo um debate informado sobre seu uso

recreativo.

2.3 Aspectos Bioquimicos e Farmacolégicos da Cannabis sativa L.

O interesse pelos estudos sobre a constituicdo da C. sativa surgiu devido as
suas propriedades medicinais, que podem aliviar dores, nauseas e convulsdes, e
psicoativas, que alteram a percepg¢ao, o humor e a cognigao. Essas propriedades
foram observadas e utilizadas por varias culturas ao longo da histéria (Procaccia et
al., 2022). Os primeiros registros historicos desses estudos datam do século XIX,
quando pesquisadores comecaram a explorar os beneficios terapéuticos da
espécie. Um dos marcos fundamentais nesses estudos ocorreu em 1839, quando o
cientista irlandés William Brooke O’Shaughnessy, que trabalhava na india, onde a
erva era amplamente utilizada na medicina tradicional, publicou um estudo que
demonstrou os efeitos da planta em varias condicdes médicas. O estudo de
O’Shaughnessy foi um dos primeiros a fornecer uma analise cientifica e quimica da

espécie (Crocq, 2020).

Os estudos fisico-quimicos apontaram que a espécie apresenta mais de 750
constituintes quimicos diferentes, entre eles estdo as moléculas da classe dos
monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, esteroides, compostos nitrogenados,
além dos canabinoides, que sao a classe de metabdlitos secundario que mais
receberam atengdo nos ultimos anos (Nascimento & Dalcin, 2019). Os dois mais

conhecidos e estudados sdo o A-9-tetrahidrocanabinol (THC), associado com
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efeitos psicoativos, e o canabidiol (CBD), que nao possui propriedades psicoativas e
tem despertado muito interesse por suas potenciais propriedades medicinais (Crocq,
2020).

Além disso, a C. sativa também contém uma ampla variedade de terpenos,
constituintes basicos dos 6leos essenciais encontrados em muitas plantas, que sao
responsaveis pelos aromas distintos das diferentes variedades de Cannabis. Mais
de 150 terpenos diferentes foram identificados na resina de diferentes tipos de
Cannabis. Alguns estudos apontam propriedades medicinais dessas moléculas
(Booth & Bohimann, 2019). Existe uma hipo6tese que eles interagem sinergicamente
com os canabinoides, potencializando seus efeitos terapéuticos (Booth & Bohlmann,
2019; Lavigne et al., 2021), estando relacionados com um aumento dos resultados
positivos no tratamento da depressao, ansiedade, epilepsia, cancer e infecgcdes. No
entanto, esse contexto precisa ser melhor entendido, sendo um campo rico de
possibilidades (Booth & Bohimann, 2019).

Outro grupo de compostos encontrados na C. sativa sao os flavonoides. Eles
sdo pigmentos naturais que dao cor as plantas e estao relacionados com muitos
efeitos farmacoldgicos benéficos. Mais de 20 flavonoides foram identificados na
espécie, a maioria dos quais séo flavonas (apigenina e luteolina: tém dois grupos
hidroxila (OH) em posicdes diferentes) e flavonol (kaempferol e quercetina: tém um
grupo hidroxila a mais do que as flavonas), agliconas e glicosideos (as agliconas
séo as formas livres dessas moléculas, sem nenhum agucar ligado a elas, enquanto
glicosideos sdo as formas que tém um ou mais agucares ligados as agliconas)
(Bautista et al., 2021; Hoffmann-Ribani & Rodriguez-Amaya, 2008). A bioatividade
dessa classe de moléculas esta relacionada a efeitos antioxidantes, propriedades
anti-inflamatdrias, neuroprotetoras, atividades anticancerigenas, antiparasitarios e
antiviral. Além disso, estudos recentes estdo apontando que eles sdo importantes
moduladores de outros fitoquimicos da Cannabis, incluindo os canabinoides
(Bautista et al., 2021).

A concentracdo dessas moléculas nas diferentes partes da planta de
Cannabis varia. Os canabinoides, por exemplo, sdo mais abundantes nas flores e
nas folhas das plantas fémeas. As flores sdo consideradas a parte mais rica em

canabinoides, sendo especialmente importantes para fins medicinais e recreativos.
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Porém, os terpenos estdo presentes em todas as partes da planta, incluindo as
flores, folhas, caules e tricomas. Os flavonoides também estdo presentes em todas
as partes da planta, incluindo as flores, folhas e caules (FIGURA 4). A concentragao
e a composicado dessas moléculas podem mudar dependendo da variedade de
Cannabis (Castillo-Arellano et al., 2023). Fatores como o ambiente de cultivo, 0 uso
de fertilizantes, a exposicao a luz solar, a temperatura e a umidade podem afetar a
produgcdo e a concentracdo dos compostos bioativos na planta. Além disso, o
processo de secagem, cura e armazenamento adequados apos a colheita também
Sa0 essenciais para preservar a qualidade e a poténcia dos compostos presentes na
Cannabis (Nascimento & Dalcin, 2019).

Figura 4. Metabdlitos secundarios da Cannabis sativa L.
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Fonte: Castillo-Arellano et al., 2023.

A C. sativa tem uma quimica muito complexa, rica em bioativos com
propriedades farmacolégicas importantes, uma compreensdao da caracterizagao

7

bioquimica da planta é essencial para entender seus efeitos terapéuticos e
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recreativos, bem como para garantir a qualidade e a seguranca dos produtos a base

de Cannabis.

Os ultimos anos foram marcados por uma intensa busca pelo entendimento
das propriedades farmacoldgicas da C. sativa. Muitos estudos apontam um amplo
espectro de condi¢gdes que podem ter os elementos dessa espécie como alternativa
para tratamento, sendo considerada uma “biofarmacia” (Li et al., 2020). No centro
desse contexto promissor estdo os dois canabinoides, CBD e THC, representados
abaixo (FIGURA 5). Evidéncias apontam que a Cannabis possui mais de 120
compostos identificados como canabinoides. Essas moléculas possuem em comum
um esqueleto terpenofendlico de 21 atomos de carbono (C21), com variagdes nos
grupos funcionais ligados a ele, que alteram suas propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas (Brand & Zhao, 2017). Até o momento, esse grupo de moléculas soé foi
encontrado na Cannabis e na espécie Trema micrantha, que mostrou-se produtora
de Canabidiol (Correia & Alves, 2023).

Figura 5: Estruturas quimicas do Canabidiol (CBD, esquerda) e do
A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC, direita).

CH;

HO

cannabidiol (CBD) A’-tetrahydrocannabinol (A”-THC)

Fonte: Brand & Zhao, 2017.

O descortinar da histéria do Canabidiol inicia-se com a sua descoberta, que é
atribuida a Roger Adams, um quimico americano, que em 1940 conseguiu isolar o
canabidiol pela primeira vez. No entanto, a estrutura quimica do CBD sé foi

elucidada em 1963 por Raphael Mechoulam e Yechiel Gaoni, pesquisadores
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israelenses. Isso marcou um ponto de virada na compreensao do composto e suas
propriedades. Raphael Mechoulam, muitas vezes chamado de "pai da pesquisa da
cannabis medicinal", em 1980, juntamente com outros pesquisadores, descobriram
o sistema endocanabinoide do corpo humano, composto por receptores que
interagem com substancias presentes na Cannabis, incluindo o CBD. Essa
descoberta iniciou uma revolugdo na pesquisa meédica com a Cannabis e na
compreensao da interagao entre compostos naturais e nosso sistema bioldgico (Li et
al., 2020).

Logo apds a elucidagdo da estrutura quimica do CBD, o THC foi isolado.
Esse fato fez com que a grande atencdo cientifica se voltasse para o
tetrahidrocanabinol, que ficou conhecido por seus efeitos psicoativos. Porém, com o
passar do tempo e a evolugado dos estudos com a Cannabis em varios contextos e
modelos, o CBD foi recebendo cada vez mais atencdo, devido as suas
potencialidades terapéuticas e nao psicoativas. Estudos apontam que o CBD possui
propriedades  neuroprotetoras, antiepilépticas, ansioliticas, antipsicoticas,
anti-inflamatérias, analgésicas e anticancerigenas (Peng et al., 2022). Além disso, é
considerado uma promissora molécula como agente antibacteriano (Blaskovich et
al., 2021) e antiviral, inclusive para o tratamento da COVID-19 (Peng et al., 2022).
Nos humanos, o CBD promove as suas diferentes atividades biologicas através da
interagdo com diversos receptores do corpo (FIGURA 6), incluindo o Receptor
Canabinoide tipo 1 (CB1) e Receptor Canabinoide tipo 2 (CB2) (Peng, et al., 2022;
Castillo-Arellano et al., 2023).
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Figura 6: O CBD pode ativar, bloquear, inverter ou modificar a acao de certos
receptores e enzimas que estao relacionados a doencas. Cada simbolo indica um
tipo diferente de acdo: * = modulador alostérico positivo (PAM) , # = agonista

inverso, e & = modulador alostérico negativo (NAM).
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Fonte: Castillo-Arellano et al., 2023.

O avango do CBD na medicina foi impulsionado por histérias de sucesso no
tratamento de epilepsia refrataria, especialmente em criangas (Oshiro & Castro,
2022). Isso levou a aprovagao do primeiro medicamento a base de CBD nos
Estados Unidos, o Epidiolex, em 2018, para o tratamento de duas formas raras de
epilepsia (Abu-Sawwa et al., 2020). A medida que a pesquisa continua a desvendar
os beneficios potenciais do CBD, seu papel na medicina e na saude humana
continua a se expandir, gerando um interesse crescente em seu uso terapéutico e

suas aplicacdes médicas.

O THC é o principal composto psicoativo da Cannabis, responsavel pelos
efeitos alucindgenos e euféricos associados ao uso da planta. Possui afinidade
pelos receptores de canabinoides no cérebro e no sistema nervoso central,
ativando-os e provocando uma série de respostas fisioldgicas e psicoativas. Em
1964, os cientistas israelenses Raphael Mechoulam e Yechiel Gaoni foram os

primeiros a isolar e identificar a estrutura quimica do THC (Appendino, 2020). Eles
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conseguiram sintetizar e determinar a estrutura do composto, marcando um

progresso significativo na compreensao dos componentes ativos da Cannabis.

A existéncia dos receptores canabinoides no cérebro de ratos foi revelada em
1988 por uma equipe de pesquisadores liderada por Allyn Howlett na Escola de
Medicina de St. Louis (Haney & Hill, 2018). Essa descoberta mostrou que o THC e
outras substancias da Cannabis atuam nesses receptores, provocando diferentes
efeitos. Desde entdo, varios estudos exploraram os possiveis beneficios
terapéuticos do THC e da Cannabis. Além do efeito psicoativo, o THC demonstrou
ter acdes analgésicas, antieméticas e estimulantes do apetite, sendo usado para
aliviar os sintomas de pacientes com cancer e AIDS, entre outras doencas (Elikkottil
et al., 2009). Ha também evidéncias que o THC pode agir como antioxidante,
combatendo os radicais livres que causam danos ao organismo; podendo prevenir a
oxidagdo das células, diminuir a inflamagdo e regular o sistema antioxidante do
corpo (Raja et al., 2020).

O movimento pela legalizagdo da Cannabis para uso medicinal e recreativo
se expandiu em diversas regides do mundo desde o final do século XX até o século
XXI. Isso estimulou um crescimento na investigagao cientifica sobre os efeitos do
THC e da Cannabis, bem como um maior conhecimento de seus beneficios e riscos
potenciais. A pesquisa sobre o THC e seus efeitos continua em desenvolvimento.
Com a legalizagédo da Cannabis em mais paises, os cientistas estdao examinando
suas utilidades médicas, modos de acédo e possiveis efeitos adversos (Pacula &
Smart, 2017).

Outros marcos importantes no estudo das propriedades da Cannabis
ocorreram na segunda metade do século 20, sendo um dos mais importantes, a
descoberta do Sistema Endocanabinoide, que ocorreu na década de 1980. Essa
descoberta foi importante para entender como a bioquimica da Cannabis age na
fisiologia humana. De forma simplificada, o Sistema Endocanabinoide € um sistema
de comunicacgao celular, que executa muitos processos fisiolégicos. Esse sistema é
composto por trés componentes principais: 0s canabinoides enddgenos
(endocanabinoides), que sao moléculas lipidicas que sao produzidas pelo préprio
organismo, os receptores de canabinoides e as enzimas responsaveis pela sintese

e degradagdo dos endocanabinoides. Estudos indicam que ele esta ligado a
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memoria, apetite, metabolismo, imunidade, fungdo gastrointestinal, movimento e
inflamacdo. O Sistema Endocanabinoide desempenha um papel crucial na
regulagdo de uma variedade de fungdes fisiolégicas, incluindo a modulagéo da dor,
do humor, do apetite, do sono, da memdria, da resposta imune, do controle motor,
do estresse e da reproducgdo. Ele atua como um sistema de retroalimentagao,
ajudando a manter a homeostase e o equilibrio interno do organismo. O Sistema
Endocanabinoide € composto por receptores ligados a Proteina G (GPCRs) e
possui alguns subtipos descritos, como o CB1 e o CB2 (Gontiés, 2003; Hondrio &
Arroio, 2005; Nascimento & Dalcin, 2019).

Os receptores do tipo CB1 sdo quantitativamente mais representativos, e
seus efeitos estdo principalmente ligados ao sistema nervoso central, especialmente
nas areas associadas a regulagdo da memoria, emogdo, coordenagdo motora,
apetite e percepcao da dor, ao sistema gastrointestinal, tecidos dos musculos
esqueléticos, figado, nos adipdcitos, sistema nervoso periférico, sistema
cardiovascular e os tecidos imunes, além de serem associados as condi¢des
psicoativas provocadas pela planta. J& os receptores do tipo CB2 estdo
relacionados com fungbes no sistema imunolégico, presentes na medula 6ssea,
amigdalas, bacgo, timo e no sistema nervoso entérico. Nas condigdes fisiolégicas
adequadas, esses receptores nos humanos sao estimulados por dois
endocanabinoides conhecidos, Anandamida (AEA) e 2-Araquidonoilglicerol (2-AG)
Esses compostos sao sintetizados sob demanda em resposta a estimulos
fisiolégicos e atuam como mensageiros quimicos, ligando-se aos receptores de
canabinoides. Os endocanabinoides sado produzidos localmente em resposta a
estimulos fisiolégicos e sao liberados nas sinapses neuronais, onde atuam como
mensageiros quimicos. Eles sdo rapidamente degradados pelas enzimas MAGL
(Mono Acil Glicerol Lipase) e FAAH (Amida Hidrolase dos Acidos Graxos) , para
evitar uma ativagado prolongada dos receptores de canabinoides (Hondrio & Arroio,
2005; Nascimento & Dalcin, 2019).

O mecanismo de agao relativo ao estimulo do CB1 €& melhor entendido,
devido ao maior numero de pesquisas que abrangem esse tipo de receptor. Quando
os endocanabinoides se ligam aos receptores CB1, eles ativam uma cascata de
sinalizacdo, que culmina na liberacdo de neurotransmissores. Em relacdo ao
mecanismo de acao dos fitocanabinoides, é apontado que os mesmos possuem a
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capacidade de regular a intensidade pré-sinaptica do calcio (Ca2+), reduzindo assim
a liberacdo de neurotransmissores, que em muitas patologias estdo sendo liberados
de forma intensa quando comparado com padrdes n&o patolégicos, desta forma, os
fitocanabinoides atuam na manutencdo da homeostase em diversas condicdoes

patoldgicas e fisiolégicas (Hondrio & Arroio, 2005; Nascimento & Dalcin, 2019).

O Sistema Endocanabinoide desempenha um papel essencial na regulagao
de uma ampla gama de processos fisiologicos no organismo. Os endocanabinoides,
os receptores de canabinoides e as enzimas relacionadas trabalham em conjunto
para modular a fungdo celular e manter a homeostase. A compreensao desse
sistema complexo tem implicagdes significativas para a compreensao da fisiologia
humana e pode fornecer insights importantes para o desenvolvimento de terapias e
tratamentos médicos baseados em canabinoides (Hondrio & Arroio, 2005;
Nascimento & Dalcin, 2019).

Com um maior entendimento sobre o Sistema Endocanabinoide, grandes
possibilidades no uso da Cannabis no tratamento de diversas condigdes, tais como
na dor neuropatica, cancer, Esclerose Multipla, Doenga de Parkinson, Autismo e
Epilepsia estdo sendo consideradas. Muitos especialistas nessas condigdes
apontam que os derivados da C. safiva podem ser a ultima alternativa conhecida
para muitos pacientes que nao encontraram resultados significativos utilizando
meétodos mais tradicionais. Por isso, diversas pessoas ao redor do mundo estao
criando iniciativas que visam divulgar os beneficios dessa espécie, buscando
diminuir a burocracia de acesso. No Brasil, esse movimento vem ganhando forga
nos ultimos 10 anos, onde foram obtidos resultados importantes: o uso compassivo
do CBD foi autorizado pelo Conselho Federal de Medicina (CFM) para o tratamento
de epilepsias em criangas e adolescentes; em 2015, a Anvisa retirou o CBD da lista
de substancias proibidas, incluindo-o na lista C1 da Portaria 344/98, se tornando
uma substancia controlada; e em 2016, a ANVISA liberou a importagéo e prescrigao
médica do THC e o CBD para uso intrinseco e terapéutico, promovendo assim, a
possibilidade para o inicio do estabelecimento de um mercado mais acessivel de
produtos que contenham essas substancias (Hondrio & Arroio, 2005; Nascimento &
Dalcin, 2019).
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2.4 Toxicologia de Produtos Naturais

2.4.1 Aspectos gerais e historicos

A toxicologia de produtos naturais tem uma longa histéria, que remonta aos
séculos passados, quando os seres humanos comecaram a explorar as
propriedades medicinais e toxicas de plantas e outros materiais naturais (Schoental,
1965). O homem primitivo, durante suas exploragdes e na busca por alimentos, teria
observado diferentes propriedades de diversos produtos naturais, ou seja, derivados
de plantas, animais, fungos, bactérias, arqueas e dos minerais, e, passaram a
utiliza-los em beneficio préprio ou do grupo. O uso de substancias téxicas foi uma
grande revolugdo no modo de vida dos humanos, pois elas facilitavam a caca e
podiam ser usadas para a defesa contra inimigos. Pesquisas arqueoldgicas
apontam que a exploracdo dos venenos naturais e a producao de flechas, iniciado
durante a era mesolitica, foi algo que ocorreu em todas as partes do mundo (com a
possivel excegao da Australia e da Nova Zelandia) (Pappas et al., 1999; Watson &
Wexler, 2009).

A toxicologia se consolidou como uma ciéncia formal e organizada no final do
século XIX, quando houve um grande crescimento da industrializagao e do emprego
de substancias quimicas sintéticas na fabricacdo de medicamentos, alimentos,
produtos de consumo e outros produtos (Tompa & Balazs, 2018). Isso gerou uma
maior preocupacao com os efeitos toxicos dessas substancias na saude humana e
no meio ambiente. Paralelamente, o interesse em produtos naturais, como plantas
medicinais e substancias derivadas de animais, também se manteve (Van-Doren,
1996).

A toxicologia de produtos naturais emergiu como uma area de estudo
especifica nesse cenario. Os cientistas e pesquisadores exploraram os efeitos
toxicos e benéficos de produtos naturais, buscando elucidar sua composi¢cao
quimica, mecanismos de acéo e potenciais riscos a saude (Atanasov et al., 2021).
As pesquisas nesse campo foram influenciadas por varias areas do conhecimento
cientifico, como a farmacologia, a quimica analitica, a botanica e a zoologia. Com o
aprimoramento da tecnologia e das técnicas analiticas, os pesquisadores puderam

determinar e caracterizar os componentes quimicos presentes nos produtos
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naturais, possibilitando uma compreensao mais ampla de seus efeitos bioldgicos
(Ciesla & Moaddel, 2016; Atanasov et al., 2021).

A toxicologia de produtos naturais seguiu se desenvolvendo e se
diversificando ao longo do século XX, estimulada por avangos tecnolégicos e pela
necessidade de compreender os efeitos toxicos e benéficos dos produtos naturais.
Novos campos de pesquisa se estabeleceram, como a toxicologia de alimentos, a
toxicologia de plantas medicinais, a toxicologia de produtos naturais marinhos, entre
outros (Omaye, 2004; Farzaei et al. 2020; Kumar & Sharma, 2021). Os avangos
tecnolégicos possibilitaram uma melhor compreensdo dos mecanismos de
toxicidade e dos efeitos adversos dos produtos naturais, bem como o

desenvolvimento de métodos de analise mais acurados.

A toxicologia de produtos naturais também tem contribuido para a descoberta
de novos medicamentos. Muitos medicamentos que estdo no mercado atualmente
sdo originados de produtos naturais ou foram baseados em substancias
encontradas na natureza. A toxicologia tem um papel fundamental nesse processo,
avaliando a seguranga e eficacia desses compostos para uso humano, sendo
essenciais para garantir a seguranca e a protecao da saude publica (Thomford et
al., 2018).

2.4.2 Importancia dos ensaios toxicologicos utilizando células humanas

Os ensaios toxicologicos com células humanas sdo essenciais, pois
permitem uma avaliacéo direta dos efeitos nos alvos finais das exposi¢oes téxicas.
Isso é especialmente relevante na fase inicial de triagem de compostos, ajudando a
priorizar substancias para testes posteriores em modelos animais e estudos clinicos
(Carias et al., 2014). Os ensaios com células humanas podem fornecer informacdes
sobre os efeitos toxicos em tecidos e 6rgaos especificos do corpo humano (Amorim,
2003). Células sanguineas, como os eritrocitos, sdo um sistema modelo util para
avaliar o potencial de toxicidade em o6rgaos vitais, como o figado, rins e sistema
cardiovascular (Podsiedlik et al., 2020).

Os ensaios utilizando células humanas permitem a investigagdo dos

mecanismos de toxicidade em nivel celular. Eles ajudam a descobrir como as

38



substancias toéxicas interferem nos processos celulares normais, como a integridade
da membrana celular, a funcdo mitocondrial, o estresse oxidativo, a apoptose e
outros eventos celulares criticos (Parboosing et al., 2016). Isso pode contribuir para
o entendimento dos mecanismos subjacentes aos efeitos téxicos e ajudar no
desenvolvimento de estratégias de prevengédo e tratamento. Eles contribuem para a
reducdo do uso de animais em testes toxicologicos. Eles podem fornecer dados
relevantes e complementares aos estudos em animais, permitindo a avaliagao
preliminar de substancias toxicas sem a necessidade de experimentagdo em
animais vivos (Carias et al., 2014; Parboosing et al., 2016). Isso esta de acordo com
os principios dos 3Rs (Reducédo, Refinamento e Substituicdo) na pesquisa animal
(Macarthur, 2018).

A capacidade das substancias em causar danos as ceélulas sanguineas pode
ser indicada pelos ensaios de hemolise e fragilidade osmética (Oh et al., 2020). A
hemolise € a ruptura das células vermelhas do sangue, enquanto a fragilidade
osmaotica € a resisténcia das células a variacdo na pressao osmatica. A toxicidade
das substancias testadas e a possibilidade de danos celulares podem ser sugeridas
pela deteccdo de hemdlise ou aumento da fragilidade osmdética. Quando as
substancias tém um efeito citotdxico nos eritrécitos, isso pode indicar sua toxicidade

potencial em outras células do organismo (Greco et al., 2020).

Os ensaios de hemodlise e fragilidade osmoética podem auxiliar na
identificacdo dos mecanismos pelos quais as substancias afetam as células
sanguineas. Por exemplo, a hemolise pode ser provocada pela perturbacdo da
membrana celular dos eritrocitos ou pela indugao de estresse oxidativo (Tabbara,
1992). Esses ensaios podem fornecer evidéncias sobre os possiveis mecanismos
de toxicidade das substancias. Eles também s&o uteis para comparar a toxicidade
de diferentes produtos naturais. Eles podem ser usados para determinar se certos
produtos tém um maior potencial de causar danos as células sanguineas do que
outros (Marques-Garcia, 2020). Essa informagao é valiosa na selegcado de produtos
mais seguros e na identificagdo de substancias que devem ser evitadas ou usadas
com cautela. Esses ensaios s&o essenciais para garantir a protegao da saude

humana e orientar o uso seguro de produtos naturais.

Nos ultimos anos, houve um crescimento significativo no numero de estudos
cientificos que tratam da questao toxicolégica da Cannabis sativa e seus produtos
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derivados. Com o0 aumento do interesse na legalizagdo do uso medicinal e
recreativo da Cannabis em varias partes do mundo, a pesquisa toxicolégica sobre
essa planta tem se ampliado para avaliar os possiveis efeitos nocivos a saude, bem
como os riscos relacionados ao seu consumo (Schep et al.,, 2020). A C. sativa
possui uma grande variedade de compostos quimicos, incluindo canabinoides,
terpenos e flavonoides, que podem ter efeitos terapéuticos e recreativos (Rock &
Parker, 2021). No entanto, também ¢é importante compreender os possiveis efeitos
negativos e riscos a saude associados ao uso desses produtos. Esses estudos sao
realizados em diferentes fases, desde pesquisas em laboratério até estudos clinicos

e epidemiologicos.

Em laboratério, os pesquisadores realizaram estudos para compreender os
efeitos dos compostos presentes na Cannabis em nivel celular e molecular
(Martinenghi et al., 2020). Esses estudos analisaram os mecanismos de agao dos
canabinoides e outros componentes, avaliaram a citotoxicidade em diferentes tipos
de células (Martinenghi et al., 2020) e determinaram a toxicidade aguda e crdnica
em modelos animais (Rosenkrantz & Hayden, 1979; Schuel et al., 1987; Garberg et
al., 2017). Isso ajuda a reconhecer possiveis efeitos toxicos e a compreender como

os produtos derivados da Cannabis podem interagir com o organismo.

Essas avaliagbes toxicologicas indicam que a toxicidade da planta é
relativamente baixa em comparagdo com muitas outras substancias. No entanto, &
importante ressaltar que a toxicidade pode variar dependendo de varios fatores,
como a dose, a via de administracdo, a composicao quimica do produto e a
sensibilidade individual. Em relagdo ao THC, estudos mostram que doses elevadas
podem estar relacionadas a efeitos adversos, como ansiedade, paranoia, alteracées
cognitivas e psicose transitéria. No entanto, é importante ressaltar que esses efeitos
sdo mais frequentemente observados em doses muito acima das normalmente

encontradas no consumo recreativo ou medicinal (Lampron et al., 2023).

Ja o CBD, tem sido amplamente estudado por suas propriedades
terapéuticas e parece ter uma baixa toxicidade. Estudos pré-clinicos e clinicos
mostraram que o CBD é bem tolerado em doses elevadas, sem causar efeitos

psicoativos significativos. No entanto, é importante notar que o CBD pode interagir
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com outros medicamentos, portanto, € importante avaliar todos os cenarios

possiveis de vias de danos (Dawidowicz et al., 2023) .

2.5 Potencial antimicrobiano de produtos a base de plantas

As infecgdes bacterianas podiam ser tratadas de forma eficaz com
antibioticos, que revolucionaram a medicina. Porém, a resisténcia antimicrobiana
criou uma crise global que limita a eficacia dos antibiéticos. Desde tempos antigos,
civilizagbes antigas, como a egipcia, grega e chinesa ja reconheciam o poder
antimicrobiano de plantas e usavam extratos e preparagbes vegetais para curar
infecgbes e doengas. Antes do século XX, sem antibidticos sintéticos, as pessoas
buscavam na natureza o tratamento para as infecgdes (Cowan, 1999). Com a
descoberta dos antibiéticos, os compostos sintéticos ganharam mais atengao, e o
uso de produtos a base de plantas diminuiu. Porém, nas ultimas décadas, a
resisténcia antimicrobiana e a busca por novas alternativas terapéuticas tém
despertado o interesse nas propriedades antimicrobianas das plantas (Nawrot et al.,
2014).

Muitas plantas tém moléculas com atividade antimicrobiana, e algumas delas
tém sido estudadas pela ciéncia para verificar sua eficacia e como agem. Os
alcaloides s&do compostos com nitrogénio que ocorrem em varias plantas, e muitos
tém atividade antimicrobiana (Mittal & Jaitak, 2019). Por exemplo, a berberina € um
alcaloide que existe em plantas como a Berberis vulgaris e tem atividade contra
varios tipos de bactérias, fungos e parasitas (Wang et al., 2017). Os flavonoides sao
uma classe de compostos que estdo presentes em muitas plantas e tém varias
propriedades bioativas, incluindo atividade antimicrobiana (Cushnie & Lamb, 2005).
A quercetina, um flavonoide que esta em alimentos como cebola e magas, também
mostrou atividade contra varios microrganismos gram-positivos (Nguyen &
Bhattacharya, 2022). Os terpenos sdo compostos que evaporam facilmente e estéo
em muitas plantas e tém diversas atividades biolégicas. Por exemplo, o timol € um
terpeno que esta no tomilho e no orégano e tem atividade antimicrobiana contra

varias bactérias e fungos (Lee et al., 2020).
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As moléculas com propriedades antimicrobianas podem atuar de diferentes
formas. Muitas moléculas antimicrobianas tém a habilidade de atrapalhar a
formagdo da parede celular de bactérias, causando fragilidade e rompimento da
célula. Algumas moléculas antimicrobianas podem agir impedindo a formacgao de
proteinas essenciais para o crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos.
Certas moléculas antimicrobianas podem provocar estragos na membrana celular
dos microrganismos, levando a perda de integridade e saida de componentes
celulares. Algumas moléculas antimicrobianas tém como alvo enzimas especificas
necessarias para as atividades metabdlicas dos microrganismos, bloqueando seu

funcionamento adequado (Madigan et al., 2016).

As plantas podem oferecer uma alternativa mais integrada para o tratamento
de infecgbes, pois muitas delas apresentam diversas propriedades terapéuticas,
como atividade antimicrobiana, anti-inflamatdéria e imunomoduladora, como exemplo
disso, temos a C. sativa. Porém, é essencial destacar que a eficacia e a seguranga
dos produtos a base de plantas devem ser rigorosamente testadas por meio de
estudos cientificos e ensaios clinicos. Além disso, a padronizacdo da composi¢cao
dos produtos a base de plantas e o desenvolvimento de formulagbes adequadas

sao aspectos importantes para garantir a qualidade e a eficacia (Lam et al., 2023).

A Cannabis sativa possui derivados que podem atuar como agentes
antimicrobianos. Um dos primeiros trabalhos com essa perspectiva foi feito por
Turner & Elsohly (1981), que avaliaram o potencial do canabinoide Canabicromeno
(CBC) e de alguns de seus homodlogos e isbmeros como agentes antimicrobianos
usando bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos semelhantes a leveduras
e filamentosos e um dermatofito. O resultado apresentado foi promissor, pois, foi
verificado que a agao antibacteriana se apresentou forte para todos os grupos; e a
atividade antifungica foi classificada como leve a moderada (Turner & Elsohly,
1981).

Um outro caminho interessante sao os estudos utilizando 6leos essenciais
derivados da espécie. Essas avaliagdes vém consolidando a Cannabis sativa como
uma alternativa viavel no tratamento de infecgoes microbianas, tanto em humanos,
guanto em outras espécies, incluindo as plantas, sendo possiveis alternativas para o

setor agricola no contexto do controle de pragas. Utilizando 6leos essenciais
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extraidos de variedades legais da planta, Nissen & colaboradores (2010), realizaram
a avaliagdo da inibicdo do crescimento microbiano através do ensaio de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM). Neste trabalho foram utilizadas uma ampla
gama de patdogenos, subdivididos em trés grupos: bactérias gram-positivas
(utilizou-se espécies de bactérias patogénicas transportadas por alimentos ou
gastrointestinais); bactérias gram-negativas que estdo envolvidas em interagbes
com vegetais; e leveduras, também envolvidas em interagdes com vegetais. Os
resultados mostraram um importante potencial, pois os Oleos essenciais de
canhamo industrial mostraram-se capazes de promover a inibicao significativa do
crescimento bacteriano e fungico. Assim, tornam-se candidatos promissores para
aplicagdes no controle de microrganismos que promovem doengas em espécies

vegetais alimenticias e em humanos (Nissen et al., 2010).

Outro exemplo foi uma pesquisa recente utilizando 6leos essenciais ricos em
terpenos volateis que demonstraram um desempenho positivo para a atividade
antimicrobiana, principalmente para cepas gram-positivas. As avaliagdes foram
feitas utilizando microrganismos patogénicos isolados de ambientes de
processamento de alimentos. Os efeitos inibitdrios dos oOleos essenciais foram
avaliados tanto pelo ensaio de difusdo de pogo em agar, quanto pela avaliagédo da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM). Resultando em dados que colaboram para a
criacdo de um arcabouco favoravel a utilizagdo de derivados da C. sativa como

agente antimicrobiano (Iseppi et al., 2019).

As aplicagbes da C. sativa ndo se restringem apenas ao mundo celular
(eucariotos e procariotos), elas se ramificam para o mundo de um dos grupos mais
fascinantes da biologia, os virus. Essa classe de sistemas biolégicos foram
descobertos através do aperfeicoamento da microscopia que ocorreu durante o
século XX. Evolutivamente, representam um desafio filogenético e sdo considerados
responsaveis pela promog¢ao de uma rede biologica de relagao e interagcao genética,
derivada da transferéncia horizontal de genes. Porém, para grande parte da
populagdo mundial, os virus sdo seres apenas promotores de maleficios para os
seres humanos. Sendo, a pandemia provocada pela Covid-19 um exemplo
fortalecedor dessa imagem. Nesse cenario, a busca por alternativas antivirais se
tornaram pautas para grupos de pesquisa espalhados por todo o globo. Dentre os
diversos trabalhos nessa perspectiva, alguns avaliaram o potencial dos subprodutos
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da Cannabis como alternativas para o controle do taxon SARS-CoV-2. Utilizando
técnicas in silico e in vitro foi estimado a atividade antiviral dos canabinoides contra
o coronavirus humano SARS-CoV-2 através da ligagdo dos canabinoides em sitios
de ligacado de enzimas que tém um papel fundamental na replicagao e transcrigao
viral; assim, as descobertas sugerem que o CBD e o THC sao possiveis drogas
contra o coronavirus humano que podem ser usadas em combinagao ou com outras

moléculas de drogas para tratar pacientes (Mahmud et al., 2021; Raj et al., 2021).

Produtos a base de plantas com atividade antimicrobiana apresentam uma
alternativa promissora para o tratamento de infecgbes, especialmente em face do
desafio crescente da resisténcia antimicrobiana. A descoberta e a caracterizagao de
moléculas com atividade antimicrobiana, bem como o entendimento de seus
mecanismos de ag¢do, podem auxiliar no desenvolvimento de terapias mais eficazes
e sustentaveis (Nawrot et al., 2014). Porém, sdo necessarias mais pesquisas para
explorar totalmente o potencial desses produtos e assegurar sua seguranca e

eficacia .
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Analisar aspectos toxicoldgicos e microbioldgicos (in vitro) dos canabinoides
Canabidiol (CBD) e Delta-9-tetrahidrocanabinol (THC) derivados da
Cannabis sativa.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a citotoxicidade sobre eritrocitos humanos oriundos de sangue dos
tipos A, B e O utilizando o Modelo de Hemdlise.

e Avaliar a capacidade de protecdo dos canabinoides CBD e THC contra o
estresse osmotico, através do Teste de Fragilidade Osmatica Eritrocitaria.

e Investigar o perfil oxidante e antioxidante dos 6leos derivados da C. sativa
frente a eritrécitos humanos na presenga do agente oxidante Fenilhidrazina.

e Avaliar a atividade antibacteriana através da determinagéo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) frente
as linhagens bacterianas gram-positivas e gram-negativas de importancia
clinica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Oleos derivados da Cannabis sativa

As amostras dos Oleos derivados da C. sativa foram obtidas através da
colaboracdo com a Dra. Micheline Freire Donato, sob o termo de cooperagao
02/2020. Ao total, foram analisadas 3 composi¢cdes com diferentes teores de CBD e
THC, mostradas na TABELA 2 abaixo:

Tabela 2. Composicdo das amostras dos 6leos derivados da C. sativa

Oleo 1 CBD CLASSICO 20mg/ml | CBD: 20mg / THC: < 0,2% | Oleo de milho: QSP

Oleo2 | THC CLASSICO 15mg/ml | THC: 15mg/ CBD: < 1% |Oleo de milho: QSP

Oleo 3 CBD/THC CLASSICO | THC: 15mg/CBD: 156mg |Oleo de milho: QSP

4.2 Preparacao das amostras dos 6leos de CBD e THC para os ensaios

Para a obtencdo das concentracdes utilizadas nos ensaios, os 6leos foram
solubilizados usando DMSO 5% (SIGMA), Twen 80 (1%) e agua destilada.

4.3 Eritrocitos Humanos

Os eritrocitos humanos dos tipos sanguineos A-, B+ e O+, utilizados nesta
pesquisa, foram provenientes de bolsas de descartes disponibilizadas pela Unidade
Transfusional do Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB. Que foram
manipuladas e descartadas de acordo com as Normas de Seguranga seguidas pela

referida unidade.
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4.4 Avaliagcao do potencial hemolitico dos 6leos derivados da C. sativa em

eritrocitos humanos

Para avaliar a capacidade hemolitica dos o6leos ricos em CBD e THC
utilizou-se concentrados de eritrécitos humanos dos tipos A-, B+ e O+. A primeira
etapa foi a lavagem: as células foram misturadas com uma solugcéo de NaCl 0,9% e
centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos; posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e os eritrécitos ressuspensos em NaCl 0,9% (este procedimento foi

repetido por 3 vezes).

ApoOs a realizagao da lavagem, foi realizada a preparagao de suspensodes de
hemacias a 0,5% em NaCl 0,9%; que foram distribuidas em eppendorfs e feita a
adicdo das concentrag¢des (50, 100, 200, 300 e 400 ug/mL) de CBD e THC. Como
controle negativo foram utilizadas amostras das suspensodes dos eritrocitos a 0,5%
preparadas com NaCl a 0,9%, que foram consideradas geradoras de 0% de
hemolise. O controle positivo foi feito por amostras das suspensdes de eritrocitos
submetidas a acdo de um agente comprovadamente hemolitico, o Triton X-100 (50

pl/mL), onde foi considerado 100% de hemdlise.

As amostras foram incubadas por 1 hora sob agitagédo lenta e constante (80
rom) a 25+2°C. Em seguida, foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante retirado e a hemolise avaliada por espectrofotometria a 540 nm
(Rangel et al., 1997). Todas as experiéncias foram realizadas em triplicata. As
porcentagens de hemolise das concentragbes de CBD e THC foram obtidas
calculando a média das amostras e comparando com a média do controle positivo

(consideramos 100% de hemdlise).

4.5 Avaliagcao da fragilidade osmética de eritrécitos humanos na presenca dos

oleos derivados da Cannabis sativa

Diferentes concentragdes de CBD e THC (50, 100, 200, 300 e 400 pg/mL)
foram adicionadas em suspensdes de eritrécitos a 0,5% em NaCl 0,9%, por 1 hora a

25+ 2°C. Apds isso, as preparagdes foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos
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e o sobrenadante foi descartado. Os eritrocitos, posteriormente, foram
ressuspensos em solugdo hipotdnica de cloreto de sédio (0,24%) e agitados a
80 rpm por 20 minutos a 25 £2°C. A hemodlise foi quantificada por espectrofotometria
em 540 nm. Como controle negativo foram utilizadas amostras das suspensdes dos
eritrocitos a 0,5% preparadas com NaCl a 0,9% (0% de hemodlise); e uma solugao
de eritrocitos na presenga de uma solucédo de cloreto de sédio a 0,24% foi usada
como controle positivo (100% de hemdlise). As experiéncias foram realizadas em
triplicata e os resultados expressos em porcentagem (%) de hemdlise em

comparagao com o grupo de controle positivo (Lira et al., 2018; Vasconcelos, 2015).

4.6 Ensaios de Atividade Oxidante e Antioxidante

4.6.1 Avaliagao do potencial oxidante do CBD e THC sobre hemoglobinas humanas

Para a realizagdo desse ensaio, o sangue do tipo O+ foi previamente lavado
com NaCl a 0,9% (2 vezes), para a obtencdo de um concentrado de eritrocitos. Em
seguida, foi preparada uma suspensdo de eritrocitos a 33% em PBS (11,35 g
NaH2P04.2H20; 24,36 g Na2HPO4 e 7,18 g NaCl para 1 L; pH 74) e
suplementado com glicose (200 mg/dL). Posteriormente, foi feita a adicdo de 50 pl
de Triton X-100 (agente hemolitico) para a obtengdo de um concentrado de
hemoglobinas, que foi distribuido em eppendorfs e feita a adigao das concentragdes
dos dleos (50, 100, 200, 300, 400 ug/ml) e incubados por 1 hora sob agitagao lenta
e constante (100 rpm) a temperatura de 25+2°C. Apds a incubagdo, as amostras

foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos.

Para a realizagao da leitura do potencial oxidante foram preparados tubos
contendo 6 e 3 mL de tampé&o de leitura M60. Nos tubos de 6 mL foi adicionado 100
Ml dos concentrados de hemoglobina incubados com as concentragdes dos odleos e
feita a homogeneizagéo. Depois, foi retirado 300 ul da solugdo dos tubos de 6 mL e
adicionados nos tubos de 3 mL. Amostras das duas diluicbes foram retiradas e lidas
em espectrofotdbmetro: a 540 nm para detecgdo de hemoglobinas (amostras dos
tubos de 3 mL) e a 630 nm para deteccdo de metemoglobina (amostras dos tubos
de 6 mL). Como controle negativo utilizou-se amostras das diluicdbes apenas do

concentrado de hemoglobina; enquanto o controle positivo foi feito com as
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hemoglobinas na presenca da fenilhidrazina (PH), que € um agente com capacidade

comprovada de provocar oxidacao.

4.6.2 Avaliacdo do potencial antioxidante do CBD e THC na presenca de
Fenilhidrazina

Para realizar a avaliagdo da atividade antioxidante foi preparado um
concentrado de hemoglobinas, utilizando uma suspensédo de eritrocitos a 33% em
PBS (11,35 g NaH2P0O4.2H20; 24,36 g Na2HPO4 e 7,18 g NaCl para1L; pH 7,4) e
suplementado com glicose (200 mg/dL) e feita a adigdao de 50 ul de Triton X-100.
Com o concentrado de hemoglobinas pronto, foi realizada sua distribuicdo em
eppendorfs para realizar a mistura com as concentragbes dos canabinoides (50,
100, 200, 300, 400 pug/ml). As amostras foram incubadas a temperatura de 25+2°C e
agitadas a 100 rpm por 1 hora. Apds a incubagdo, foi adicionado um agente
oxidante, a Fenilhidrazina (PH) 1 mmol/L. As amostras foram mantidas sob
agitacdo a 100 rpm por 30 minutos a 25+2°C. Posteriormente a isso, foram

realizadas duas diluicbes para a realizacao das leituras.

Para preparar a primeira diluicdo, retirou-se 100 pl do conteudo dos
eppendorfs e transferiu-se para tubos contendo 6 mL de tampao de leitura M60;
essa diluicdo foi lida no espectrofotbmetro no comprimento de 630 nm. Para a
segunda diluicdo usou-se 300 pl da primeira, que foram adicionados em 3 mL de
tampéo de leitura M60 e lidas por espectrofotometria a 540 nm. A porcentagem de
MetHb formada nas amostras com as concentracbes de CBD e THC foram
comparadas com os valores obtidos nas amostras do controle positivo
(hemoglobinas + Fenilhidrazina). Os experimentos foram realizados em triplicata, e
os resultados foram expressos como porcentagem de formagdo de metemoglobina,

em fungdo da hemoglobina-MetHb (% Hb).

4.7 Cepas Bacterianas

A avaliagdo da atividade antibacteriana foi feita utilizando 22 espécies de

importancia clinica (34 cepas), sendo 13 espécies Gram-positivas (17 cepas):
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Bacillus clausii, Bifidobacterium + Lactobacillus (misturadas em uma unica amostra),
Enterococcus  faecalis, Enterococcus faecium,  Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus do grupo viridans, Streptococcus mitis,
Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguinis,
Streptococcus pyogenes, e Streptococcus sanguinis; e 9 espécies Gram-negativas
(17 cepas): Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella anatum, Salmonella enteritidis,
Shigella boydii e Shigella flexneri. A nomeagao completa das cepas estad nas
TABELAS 3 e 4, na secao dos resultados.

4.8 Meio de cultura

O meio de cultura bacteriano utilizado foi o BHI (Brain Heart Infusion),
composto por: extrato de levedura 10 g, triptona 5 g, NaCl 10 g para 1 L, que foi
preparado de acordo com as especificacbes do fabricante e esterilizado em

autoclave a 121°C, 1 atm por 1 hora.

4.9 Obtencao do In6culo Bacteriano

Para o preparo do indculo bacteriano, as linhagens bacterianas foram
adicionadas em caldo de cultura BHI e, posteriormente, foi feita a incubagdo a 37°C
por 24 horas. As culturas utilizadas nos testes foram ajustadas até o valor 0,5 da
escala de McFarland, que corresponde a 1-5 X 106 UFC/mL (Unidade Formadora
de Colbnias) (VASCONCELOS, 2015).

4.10 Avaliagao do potencial antimicrobiano dos éleos ricos em CBD e THC

4.10.1 Triagem das cepas nas concentragdes de 1.500, 1.400, 1.300, 1.200 e 1.100
(2[¢)

O primeiro passo para verificar o potencial antimicrobiano dos 3 6leos ricos
em CBD e THC foi realizar uma triagem na concentracdo de 1.500 ug das

substancias. Para isso, em eppendorfs estéreis (1 hora de autoclavacéo a 121°C) foi

50



adicionado 90 pl do meio de cultura BHI, 150 pl da solugdo dos dleos (a
concentragdo da solugdo mae era de 10 mg/mL) e 10 pl dos in6culos microbianos
(feito em triplicata para cada cepa). O controle de esterilidade do meio e da
substancia também foram feitos em triplicata. Posteriormente, os eppendorfs foram
armazenados em estufa a 37° C por 12 horas. Depois do periodo de incubagao foi
feita a adicdo 10 uyl de Resazurina em cada eppendorfs. A mudanca de cor do
indicador metabdlico de azul (Resazurina) para vermelho (Resofurina), indica
presenca de células viaveis e, portanto, consideramos que n&do houve inibicdo do
crescimento bacteriano. As cepas que apresentaram a coloragdao azulada foram
plaqueadas em meio BHI solido para verificar se a inibigdo era bacteriostatica ou

bactericida.

As cepas que tiveram o seu crescimento inibido na dose de 1.500 pg foram
testadas nas doses de 1.400, 1.300, 1.200 e 1.100 pg. Apds o periodo de incubagao
(837°C por 12 horas) foi adicionada a resazurina e as cepas que apresentaram um
perfil inibitério foram plaqueadas em meio BHI solido para verificar se a inibi¢gao era
bacteriostatica ou bactericida. As cepas que apresentaram um perfil de inibicdo na
dosagem de 1.100 pg foram selecionadas para o teste de microdiluicdo em placa,
descrito por Eloff, 1998.

4.10.2 Avaliagédo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Apos a triagem inicial foi feito o teste da Concentragéo Inibitéria Minima com
as bactérias sensiveis, em placas de microdiluicao de 96 pocos (distribuidos em 8
linhas horizontais contendo 12 pogos cada), fundo em U e estéril. Inicialmente, foi
distribuido 90 ul de meio de cultura BHI nos pocos selecionados e 100 ul das
substancias (1.000 ug) no primeiro poc¢o da linha de cada cepa bacteriana, seguido
de uma diluicdo da substancia nos pogos subsequentes (1000, 500, 250, 125, 62,5
e 31,25 pg). Apos a diluigao, 10 pl dos in6culos bacterianos foram adicionados nos
pocos com as diferentes concentragdes obtidas. As placas foram armazenadas em
estufa a 37°C por 12 horas. Depois do periodo de incubacéo, foi feita a adigdo de 10
ML de uma solugédo 0,01% (p/v) de Resazurina sédica em todos os pogos, e
incubadas a 37°C por 1 hora para se determinar a Concentracao Inibitéria Minima

(CIM). A mudanga de cor do indicador metabdlico de azul (resazurina) para
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vermelho (resofurina), indicara presenca de células viaveis e, portanto,
consideramos que nao houve inibicdo do crescimento bacteriano.
Controles utilizados:
e Meio BHI: Controle de esterilidade do meio;
e BHI + cepas bacterianas: Controle do crescimento bacteriano;
e BHI + veiculo (DMSO 5% + twen 80 1% + H20) + cepas bacterianas:
Controle de interferéncia do veiculo sobre as cepas bacterianas;

e BHI + Oleos derivados da C. sativa: Controle da esterilidade do 6leo.

4.10.3 Caracterizagao da atividade antibacteriana

Para caracterizar a atividade antibacteriana dos 6leos como bactericida ou
bacteriostatica, foi retirado uma amostra com uma al¢a de 1 ul dos pogos com as
concentracdes dos 6leos que provocaram inibicdo do crescimento, e estes foram
semeados em placas contendo meio BHI sélido e incubados a 37°C por 24 horas. A
auséncia de crescimento bacteriano indica agdo bactericida, enquanto que a

presenca de crescimento bacteriano indica agao bacteriostatica.

4.11 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
apresentados como a porcentagem da média aritmética simples. Os dados foram
analisados pelo teste t de Student utilizando o Software estatistico Minitab 19,
disponivel em: https://www.minitab.com/pt-br/. O nivel de significancia de 5% foi
adotado para comparar dados de um mesmo experimento. Assim, adotamos como
significantes as diferengcas que geraram p<0,05. E as representacdes graficas e as

tabelas foram feitas utilizando planilhas do Google Drive.
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5. RESULTADOS

A presente pesquisa objetiva contribuir com os esforgos cientificos que
buscam compreender de uma forma robusta as propriedades da Cannabis sativa L.
no contexto farmacologico. Abaixo estdo descritos e discutidos os resultados dos
experimentos que visaram avaliar aspectos toxicoldgicos e as atividades
antioxidantes, de protecdo contra o estresse osmotico e antimicrobiana dos
canabinoides CBD e THC. As pesquisas cientificas sao importantes agentes contra
0s preconceitos estruturados pelas sociedades humanas ao longo dos séculos e,
sdo cruciais para buscar melhorias para o bem-estar humano e de toda a biosfera,
com isso, os resultados aqui expostos buscam ser uma pequena fagulha importante
no longo caminho que levara a iluminacdo para o uso seguro e legalizado dos
compostos de uma espécie que tem se provado cada vez mais valiosa para a saude

humana.

5.1 Avaliagdes Toxicolégicas: Potencial hemolitico e oxidativo dos 6leos ricos
em CBD E THC

5.1.1 Avaliagéo do potencial hemolitico dos 6leos ricos em CBD e THC

A avaliagao toxicolégica iniciou-se com a verificagdo do potencial hemolitico
dos 6leos ricos nos canabinoides CBD e THC, utilizando eritrécitos humanos dos
tipos A-, B+ e O+. O teste foi feito com os trés dleos (CBD, THC e CBD+THC)
utilizando as concentragées de 50, 100, 200, 300 e 400 ug/mL. E a quantificacdo da
hemodlise foi feita utilizando dados da presenga de hemoglobinas, que sao liberadas
em abundéncia quando os glébulos vermelhos sado lisados e detectadas no
comprimento de onda de 540 nm (Naoum et al., 2004). Sendo a espectrofotometria

considerada o método mais preciso para medir a hemolise (Van Buren et al., 2020).

Como resultado, foi possivel observar que os trés 6leos ndo promoveram
acdo hemolitica acima de 8% em todas as concentragcbes e nos trés tipos
sanguineos, como demonstrado nas Figuras 7, 8 e 9. Esses dados apontam que a
toxicidade promovida pelas moléculas CBD e THC é baixa em células sanguineas

humanas.
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De forma especifica, as amostras testadas com o CBD apresentaram
porcentagens inferiores a 8% de hemoglobinas em comparagdo com o grupo
controle positivo (100% de hemdlise) em todas as concentragcbes testadas. Os
maiores resultados foram obtidos nas concentragdes de 300 e 400 ug/mL (6,39% e
6,80% no sangue A-; 7,38% e 6,90% no sangue B+; e 7,87% e 6,89% no sangue
O+, respectivamente). Os valores de p calculados foram menores que 0,05,
indicando que ha uma pequena probabilidade de que as diferengas observadas
entre os dados sejam ao acaso, assim, todas as concentragdes foram

significativamente diferentes do controle positivo (onde foi considerado promotor de
100% de hemdlise) (FIGURA 7).
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Figura 7: Porcentagem de hemdlise induzida por 6leo rico em CBD frente aos eritrocitos dos grupos
sanguineos A- (a), B+ (b) e O+ (c). CN = suspensao de eritrécitos (controle negativo), CP =
eritrocitos + Triton X-100 (controle positivo). Os resultados foram expressos como média aritmética

simples. Analise por teste t *p<0,05 (n=3) (comparagdo com o controle positivo).

Os resultados do teste hemolitico utilizando o 6leo rico em THC mostraram
uma baixa toxicidade da molécula em eritrocitos humanos, como demonstrado na
Figura 8. As porcentagens de hemoglobinas detectadas nas amostras dos trés tipos
sanguineos foram baixas, n&o ultrapassando os 7% em todas as concentragdes
testadas; sendo esse resultado parecido com o encontrado nos testes com o CBD.
Porém, uma diferenca observada é que as porcentagens de hemoglobinas nas
amostras tratadas com o THC nao apresentam um padrao de aumento dependente
da concentracdo, ou seja, em concentragbes mais baixas foram encontrados alguns
dos maiores valores da presenga de hemoglobinas. Como exemplo, podemos
perceber que no sangue A-, tratado com o THC, as maiores porcentagens de
hemoglobina foram detectadas nas concentragbes de 100 e 400 pg/mL (4,21% e
4,76%, respectivamente); no sangue B+, na concentragdo de 100 pg/mL a
porcentagem de hemoglobina foi de 6,74% e em 400 pg/mL foi de 6,27%; e no
sangue do tipo O-, os maiores valores foram nas concentracbes de 50 pg/mL
(6,73%) e na de 200 pg/mL (5,88%). Porém, mesmo com essas diferengas, assim
como nos resultados com o CBD, todos os valores estdo dentro da classificagao de
baixa toxicidade. Todas as concentragdes foram significativamente diferentes do

controle positivo (onde foi considerado promotor de 100% de hemdlise).
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Figura 8: Porcentagem de hemdlise induzida por 6leo rico em THC frente aos eritrocitos dos grupos
sanguineos A- (a), B+ (b) e O+ (c). CN = suspensao de eritrécitos (controle negativo), CP =
eritrocitos + Triton X-100 (controle positivo). Os resultados foram expressos como média aritmética
simples. Analise por teste t *p<0,05 (n=3) (comparagédo com o controle positivo).
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O dleo contendo a mistura dos dois canabinoides, ao ser avaliado,
mostrou-se com uma toxicidade inferior aos resultados obtidos com os 6leos das
substancias separadas. Em quase todas as amostras, as porcentagens de
hemoglobinas detectadas ndo ultrapassaram os 5%, sendo isso diferente apenas no
sangue B+ nas concentragdes de 200 ug/mL (5,14%) e 400 pg/mL (5,61%),
FIGURA 9. Podendo ser um indicio que a associagao dos dois canabinoides diminui
ainda mais a toxicidade de ambos, que ja foi descrita, acima, como baixa. Todas as

concentragbes foram significativamente diferentes do controle positivo (onde foi
considerado promotor de 100% de hemdlise).
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Figura 9: Porcentagem de hemdlise induzida por éleo rico em CBD+THC frente aos eritrécitos dos
grupos sanguineos A- (a), B+ (b) e O+ (c). CN = suspensao de eritrécitos (controle negativo), CP =
eritrocitos + Triton X-100 (controle positivo). Os resultados foram expressos como média aritmética
simples. Analise por teste t *p<0,05 (n=3) (comparagédo com o controle positivo).

5.1.2 Avaliacao do potencial oxidante dos 6leos ricos em CBD e THC

A segunda analise toxicologica feita foi a verificagdo do potencial oxidante
dos trés 6leos (CBD, THC e CBD+THC), utilizando hemoglobinas humanas. Nesta
avaliagcao, observamos que as quantidades de metemoglobina (MetHb) formada na
presenca do CBD, THC e CBD+THC nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas dos controles negativos (concentrado de hemoglobinas), porém,
apresentaram diferengas significativa do controle positivo (concentrado de
hemoglobina + fenilhidrazina), portanto, ndo foram capazes de promover niveis altos
de oxidacdo da hemoglobina (FIGURA 10). Porém, nos graficos abaixo, & possivel
perceber que o CBD apresentou valores menores de metemoglobina (3,5 a 4,7%)
quando comparado ao THC (5,6 a 6,2%). Ao avaliarmos a agao das duas moléculas
juntas podemos ver que nao promoveu resultados muito diferentes, variando entre
3,9 a 4,8%. Um ponto importante € que os valores de metemoglobina tem uma
tendéncia de aumentar conforme as concentracbes das substancias aumentam,
porém, os valores obtidos nas diferentes concentracdes nido foram estatisticamente
diferentes entre eles. Todas as concentragdes foram significativamente diferentes do
controle positivo (onde foi considerado promotor de 100% de formagéo de

metemoglobina).
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Figura 10: Efeitos oxidantes dos o¢leos ricos em CBD (a), THC (b) e CBD+THC (c) frente a
hemoglobina oriunda de eritrécitos humanos. Os resultados foram expressos como média aritmética

simples. Analise por teste t *p<0,05 (n=3) (comparagédo com o controle positivo).
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5.2 Propriedades Farmacologicas: Protecdo contra o estresse osmético,

Potencial antioxidante e antimicrobiano dos 6leos ricos em CBD e THC

5.2.1 Avaliagéo do potencial anti-hemolitico dos 6leos ricos em CBD e THC

Devido ao baixo potencial hemolitico das moléculas, descrito anteriormente,
no contexto do presente trabalho, o Teste de Fragilidade Osmética foi utilizado para
avaliar se os canabinoides CBD e THC promovem alguma protegdo contra a
hemolise em células vermelhas fragilizadas por solugdo hipotdnica. A primeira
molécula avaliada foi o CBD, e como resultado, foi possivel observar que em
comparagao com o controle positivo (100% de hemdlise), todas as concentragdes
promoveram uma diminui¢do nas porcentagens de lise das hemacias dos tipos A-,
B+ e O+. Os melhores resultados foram obtidos nas concentragdes de 300 e 400
Mg/mL e nos sangues A- e B+; nesses tipos sanguineos a protegdo das hemacias
variaram de 8% a 15% (FIGURA 11 (a e b)). J& no sangue do tipo O+, nenhuma
concentragcédo foi capaz de proteger mais que 4,29% das hemacias (FIGURA 11.
(c)). Porém, ndo houve diferengas estatisticamente significativas do controle positivo

(considerado promotor de 100% de hemdlise).
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Figura 11: Protecdo do CBD contra o estresse osmético em eritrocitos humanos dos grupos
sanguineos A- (a), B+ (b) e O+ (c). CN = eritrocitos em NaCl 0,9% (controle negativo), CP =
eritrocitos em NaCl 0,24% (controle positivo). Os resultados foram expressos como média aritmética

simples. Analise por teste t (n=3) (todas as concentragbes promoveram resultados estatisticamente
semelhantes ao controle positivo: p>0,05).
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Os resultados promovidos pelo THC nao foram muito diferentes dos do CBD
(FIGURA 12). No sangue do tipo A- foi possivel observar uma protegcdo das
hemacias dependente de concentragdo. A concentragao de 200 pg/mL teve uma
porcentagem de diminuicdo da hemolise em 8,05%, ja a de 300 pg/mL promoveu
uma protecdo de 11,51% (nenhum desses resultados foram estatisticamente
diferentes do controle positivo). Porém, na concentragdo de 400 pug/mL foi obtido
uma diminuicdo de 17,52% da hemdlise, sendo esse resultado estatisticamente
diferente do controle positivo. No tipo sanguineo B+, o melhor resultado foi obtido na
concentragédo de 300 pg/mL (10,67% de protegcdo) e na de 400 ug/mL (7,47%);
porém, nao apresentaram diferencgas significativas do controle positivo (100% de
hemdlise). Assim como no teste com o CBD, nesse caso, o resultado com menores
porcentagens de protecao foi obtido com o sangue do tipo O+; neste tipo sanguineo
os valores de protegcdo variaram entre 0,51% a 5,68%. Porém, um ponto
interessante € que a concentragdo com o melhor resultado de protegao (5,68%) foi a
de 50 ug/mL, a menor testada.
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Figura 12: Protegcdo do THC contra o estresse osmoético em eritrocitos humanos dos grupos
sanguineos A- (a), B+ (b) e O+ (c). CN = eritrocitos em NaCl 0,9% (controle negativo), CP =
eritrocitos em NaCl 0,24% (controle positivo). Os resultados foram expressos como média aritmética
simples. Analise por teste t *p<0,05 (n=3) (comparagdo com o controle positivo).

O teste utilizando as duas moléculas juntas foi feito, buscando verificar se
haveria algum grau de sinergismo por adi¢gao ou por potenciagdo. E como resultado,
foi possivel perceber que no contexto da atividade anti-hemolitica, a combinacao
dos dois canabindides promoveu resultados parecidos com eles separados
(FIGURA 13). No sangue A- a maior protecdo das hemacias se deu nas
concentragcbes de 300 pg/mL (9,08%) e 400 pg/mL (8,85%), porém, nédo se
mostraram estatisticamente significativas. Nas demais concentracdes a protegao foi
menor que 5%. No sangue do tipo B+, houve uma diminuicdo nos niveis de
hemolise, porém, nenhuma concentragéo foi capaz de proteger mais que 4,05%. Ja

no sangue do tipo O+ os valores de prote¢cdo seguiram baixos em quase todas as
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concentracdes, variando de 2,01% a 7,13%; porém, na maior concentracao, 400
Mg/mL, a porcentagem de protegéo foi de 18,72%, sendo a maior comparada a

todas as outras porcentagens expostas e, estatisticamente significante, quando
comparada com o controle positivo.
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Figura 13: Protegdo do CBD+THC contra o estresse osmoético em eritrocitos humanos dos grupos
sanguineos A- (a), B+ (b) e O+ (c). CN = eritrocitos em NaCl 0,9% (controle negativo), CP =
eritrocitos em NaCl 0,24% (controle positivo). Os resultados foram expressos como média aritmética

simples. Analise por teste t *p<0,05 (n=3) (comparagéo com o controle positivo).

Com isso, podemos concluir que os canabinoides, separados ou em
combinagao, diminuiram a porcentagem de hemolise das células fragilizadas por
solugdo hipotbnica, porém, com baixa eficiéncia, mesmo nas maiores

concentragoes.

5.2.2 Avaliagao do potencial antioxidante dos 6leos ricos em CBD e THC

A segunda atividade farmacoldgica avaliada foi o potencial antioxidante dos
canabinoides. O CBD isoladamente, ndo demonstrou capacidade de promover
protecdo contra a oxidagcdo da hemoglobina pela fenilhidrazina. Os melhores
resultados foram obtidos com as concentragées de 50 uyg/mL (5,7% a menos de
metemoglobina) e 200 pg/mL (5,1% a menos de metemoglobina); as outras
concentragbes promoveram protecdo igual ou inferior a 2,3% (FIGURA 14 (a)).
Nenhuma das concentragcbes se mostrou estatisticamente diferente do controle

positivo, onde consideramos que houve 100% de oxidagao da hemoglobina.

Os resultados relacionados com o THC seguiram o mesmo padrao descrito
anteriormente para o CBD. O THC se mostrou incapaz de diminuir a agdo da
fenilhidrazina sobre as hemoglobinas humanas. Em dois resultados, nas
concentragbes de 100 e 400 ug/mL, o canabinoide apresentou uma protecao de
6,6% e 8,1%, respectivamente (FIGURA 14 (b)). Porém, n&o apresentaram

diferenca significativa do controle positivo (100% de oxidacao).

Os melhores resultados de protegcao contra a oxidacdo das hemoglobinas
pela fenilhidrazina se deu com a unido dos dois canabinoides. Na concentragédo de
50 pg/mL a protecao foi de 14,7%; 100 pug/mL foi de 7,9%; 200 ug/mL foi de 8,5%;
300 pg/mL foi de 9,1%; e na concentracédo de 400 yg/mL a protecao foi de 9%
(FIGURA 14 (c)). Nenhuma apresentando diferencga significativa do controle positivo

(100% de oxidacdo). Os valores de protecdo contra a oxidagdo ndo séo
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considerados altos comparados com moléculas antioxidantes padrdao, porém, em

comparagao com os valores das moléculas isoladas, a dindmica da mistura do CBD

e THC se mostraram mais potentes na protegdo contra a oxidagcdo das

hemoglobinas pela fenilhidrazina.
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Oleo 3: CBD + THC
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Figura 14: Efeitos antioxidantes do CBD (a), THC (b) e CBD+THC (c) frente a hemoglobinas
oriundas de eritrocitos humanos na presencga de fenilhidrazina. Os resultados foram expressos como
média aritmética simples. Analise por teste t (n=3) (todas as concentragdes promoveram resultados

estatisticamente semelhantes ao controle positivo: p>0,05).

5.2.3 Avaliacéo do potencial antimicrobiano dos 6leos ricos em CBD e THC

5.2.3.1 Primeira triagem: concentragao de 1.500 ug de CBD e THC:

A primeira avaliagdo do potencial antimicrobiano foi feita utilizando a
concentragédo de 1.500 ug das moléculas CBD e THC em 17 cepas Gram-positivas
e 17 Gram-negativas. O resultado dessa primeira triagem mostrou que com essa
dose, as moléculas conseguiram inibir o crescimento de cepas gram-positivas e
gram-negativas (TABELAS 3 e 4).

O CBD inibiu o crescimento de 11 cepas Gram-positivas (64,7% das cepas
testadas): Bacillus clausii, Bifidobacterium sp. + Lactobacillus sp. (espécies de dois
géneros em uma mesma amostra), Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299, Enterococcus faecium ATCC 6569,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis,
Streptococcus  parasanguinis, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 e
Streptococcus sanguinis. E 4 Gram-negativas (23,52% das cepas testadas): Proteus
mirabilis ATCC 25933, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 e Pseudomonas aeruginosa resistente a meticilina (MR).
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O THC inibiu o crescimento de 8 cepas Gram-positivas (47,05% das cepas
testadas): Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis VRE ATCC
51299, Enterococcus faecium ATCC 6569, Streptococcus mitis, Streptococcus
oralis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 e
Streptococcus sanguinis. E 1 Gram-negativa (5,9% das cepas testadas):
Pseudomonas aeruginosa.

Ja a mistura dos dois canabinoides inibiram o crescimento de 8 cepas
Gram-positivas (47,05% das cepas testadas): Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299, Enterococcus faecium ATCC 6569,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis,
Streptococcus parasanguinis e Streptococcus sanguinis. E 3 cepas Gram-negativas
(17,65% das cepas testadas): Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa e Pseudomonas aeruginosa MR.

As 9 cepas comuns que foram inibidas pelo CBD e o THC foram:
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis VRE ATCC,
Enterococcus faecium ATCC 6569, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis,
Streptococcus parasanguinis, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Streptococcus
sanguinis (8 cepas Gram-positivas); e Pseudomonas aeruginosa (1 Gram-negativa).
Todas as cepas que tiveram o seu crescimento inibido pelo THC também foram
inibidas pelo CBD, porém, o CBD inibiu cepas que nem o THC e nem a mistura dos
dois canabinoides conseguiram inibir.

Apds a aplicacdo da resazurina, as cepas que tiveram o crescimento inibido
com a concentragdo de 1.500 uyg foram plaqueadas em meio BHI soélido para
verificar se a inibicdo foi bacteriostatica ou bactericida. Depois de 24 horas, todas
as cepas testadas mostraram crescimento, apontando que o mecanismo de inibicao

é bacteriostatico.
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Tabela 3: Resultado da primeira triagem com a concentragao de 1.500 ug de CBD e

THC em Cepas Gram-positivas

CEPAS GRAM-POSITIVAS CBD THC CBD + THC
Bacillus clausii Inibiu N&o inibiu | N&o inibiu
Bifidobacterium sp. + Lactobacillus sp. Inibiu N&o inibiu | Na&o inibiu
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Inibiu Inibiu Inibiu
Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299 Inibiu Inibiu Inibiu
Enterococcus faecium ATCC 6569 Inibiu Inibiu Inibiu
Staphylococcus aureus N&o inibiu | N&o inibiu | N&o inibiu
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Inibiu N&o inibiu Inibiu
Staphylococcus aureus ATCC 29213 N&o inibiu | Nao inibiu | N&o inibiu
Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 33597*| Nao inibiu | Nao inibiu | N&o inibiu
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Nao inibiu | Nao inibiu Nao inibiu
Streptococcus do grupo viridans Nao inibiu | Nao inibiu Nao inibiu
Streptococcus mitis Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus mutans N&o inibiu | Nao inibiu N&o inibiu
Streptococcus oralis Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus parasanguinis Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Inibiu Inibiu N&o inibiu
Streptococcus sanguinis Inibiu Inibiu Inibiu

*Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
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Tabela 4: Resultado da primeira triagem com a concentragao de 1.500 ug de CBD e

THC em cepas Gram-negativas

CEPAS GRAM-NEGATIVAS CBD THC CBD + THC
Escherichia coli ATCC 25922 N&o inibiu N&o inibiu Inibiu
Escherichia coli ESBL+ (1) N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu
Escherichia coli ESBL+ (1) N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu
Escherichia coli ESBL+ AC (1) N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Nao inibiu Nao inibiu Nao inibiu
Klebsiella pneumoniae KP X Nao inibiu Nao inibiu Nao inibiu
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae IV Nao inibiu Nao inibiu Nao inibiu
Proteus mirabilis ATCC 25933 Inibiu N&o inibiu N&o inibiu
Proteus vulgaris ATCC 13315 Nao inibiu Nao inibiu Nao inibiu
Pseudomonas aeruginosa Inibiu Inibiu Inibiu
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Inibiu N&o inibiu N&o inibiu
Pseudomonas aeruginosa MR* Inibiu Nao inibiu Inibiu
Salmonella anatum ATCC 9270 N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu
Salmonella enteritidis ATCC 13076 N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu
Shigella boydii ATCC 9207 Nao inibiu Nao inibiu Nao inibiu
Shigella flexneri ATCC 12022 Nao inibiu N&o inibiu N&o inibiu

* Pseudomonas aeruginosa resistente a meticilina.

7.2.3.2 Segunda triagem: 1.400, 1.300, 1.200 e 1.100 ug de CBD e THC

A segunda triagem foi feita utilizando as concentragées de 1.400, 1.300,

1.200 e 1.100 yg de CBD e THC separados e misturados. Em relagdo ao CBD, o

padrao de inibicdo das 11 cepas Gram-positivas continuou até a concentragao de

1.200 pg, porém, na dose de 1.100 ug, Bifidobacterium sp. + Lactobacillus sp. e

Streptococcus pyogenes ATCC 19615,

nao tiveram seu crescimento inibido,

exibindo assim, a coloragdo rosa nas suas amostras, quando feito a adicdo da

resazurina. Em relagdo as Gram-negativas, o CBD inibiu as 4 cepas testadas nas
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concentracdes de 1.400 e 1.300 ug, porém, a partir da dose de 1.200 pg apenas as
cepas Proteus mirabilis ATCC 25933 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

foram inibidas (TABELA 5).

Tabela 5: Resultado da segunda triagem com as concentragbes de 1.400, 1.300,

1.200 e 1.100 pug de CBD em Cepas Gram-positivas e Gram-negativas

1.400 pg de |1.300 ug de |1.200 pg de |1.100 pg de
CEPAS GRAM-POSITIVAS CBD CBD CBD CBD
Bacillus clausii Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Bifidobacterium sp. + Lactobacillus sp. Inibiu Inibiu Inibiu N&o Inibiu
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Enterococcus faecium ATCC 6569 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus mitis Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus oralis Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus parasanguinis Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Inibiu Inibiu Inibiu Nao Inibiu
Streptococcus sanguinis Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
1.400 ug de |1.300 pg de | 1.200 pg de |[1.100 pg de
CEPAS GRAM-NEGATIVAS CBD CBD CBD CBD
Proteus mirabilis ATCC 25933 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Pseudomonas aeruginosa Inibiu Inibiu Nao Inibiu | Nao Inibiu
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Pseudomonas aeruginosa MR Inibiu Inibiu Nao Inibiu | Nao Inibiu
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O THC inibiu o crescimento das 8 cepas Gram-positivas nas concentracoes

de 1.400 e 1.300 pg, porém, na dose de 1.200 pg esse numero caiu para 6 e na de

1.100 ug a quantidade de cepas foi 5. Em relagdo as gram-negativas, a cepa de

Pseudomonas aeruginosa teve seu crescimento inibido apenas na concentragcao de

1.400 ug (TABELA 6).

TABELA 6: Resultado da segunda triagem com as concentragées de 1.400, 1.300,

1.200 e 1.100 pg de THC em Cepas Gram-positivas e Gram-neativas

1.400 pug de |1.300 pg de |1.200 pg de|1.100 ug de
CEPAS GRAM-POSITIVAS THC THC THC THC
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299 Inibiu Inibiu N&o Inibiu | N&o Inibiu
Enterococcus faecium ATCC 6569 Inibiu Inibiu N&o Inibiu | N&o Inibiu
Streptococcus mitis Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus oralis Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus parasanguinis Inibiu Inibiu Nao Inibiu | N&o Inibiu
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus sanguinis Inibiu Inibiu Nao Inibiu | N&o Inibiu
1.400 pg de |1.300 pg de |1.200 pg de |1.100 pg de
CEPAS GRAM-NEGATIVAS THC THC THC THC
Pseudomonas aeruginosa Inibiu Nao Inibiu | Nao Inibiu | Nao Inibiu

72



A mistura dos dois canabinoides promoveu a inibicdo das 8 cepas

gram-positivas testadas na concentracdo de 1.400 pg, 7 na dose de 1.300 pg

(Streptococcus oralis nao foi inibida), 6 na dose de 1.200 pg (Streptococcus oralis e

Streptococcus sanguinis nao foram inibidas), e 4 na dose de 1.100 pg. Em relagao

as gram-negativas, as doses de 1.400 e 1.300 ug inibiram o crescimento de 3

cepas, porém a de 1.200 pg inibiu 2 e a de 1.100 ug apenas 1 cepa (TABELA 7).

TABELA 7: Resultado da segunda triagem com as concentragdes de 1.400, 1.300,

1.200 e 1.100 yg de CBD+THC em Cepas Gram-positivas e Gram-negativas

1.400 pg de | 1.300 pg de | 1.200 ug de | 1.100 pg de
CEPAS GRAM-POSITIVAS CBD+THC | CBD+THC | CBD+THC | CBD+THC
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299 Inibiu Inibiu Inibiu N&o Inibiu
Enterococcus faecium ATCC 6569 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus mitis Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu
Streptococcus oralis Inibiu Nao Inibiu Nao inibiu Nao inibiu
Streptococcus parasanguinis Inibiu Inibiu Inibiu Nao Inibiu
Streptococcus sanguinis Inibiu Inibiu Nao Inibiu Nao inibiu
1.400 pg de | 1.300 pg de | 1.200 ug de | 1.100 pg de
CEPAS GRAM-NEGATIVAS CBD+THC | CBD+THC | CBD+THC | CBD+THC
Escherichia coli ATCC 25922 Inibiu Inibiu Inibiu Nao Inibiu
Pseudomonas aeruginosa Inibiu Inibiu N&o Inibiu N&o Inibiu
Pseudomonas aeruginosa MR Inibiu Inibiu Inibiu Inibiu

5.2.3.3 Avaliagado da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

Apos o processo de triagem com concentragdes altas dos canabinoides, foi

feita a avaliagdo da Concentracéao Inibitéria Minima com as cepas que tiveram o seu

crescimento inibido na concentragao de 1.100 pg dos canabinoides. Em microplacas

de 96 pogos a diluicdo inicio-se com a dose de 1.000 pg das substancias, que,

posteriormente, foi diluida em 500 ug, 250 ug, 125 ug, 62,5 ug e 31,25 ug de CBD,
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THC e CBD+THC. Os resultados da Concentracao Inibitéria Minima de cada cepa
esta detalhada nas TABELAS 8, 9 e 10, abaixo. Em varios dos resultados, consta o
simbolo de “maior que” (>), isso se deve ao fato de que muitas cepas nédo foram
inibidas na concentragao de 1.000 ug dos canabinoides, primeiro valor do teste feito
nas microplacas (o menor valor de inibigcdo testado para essas cepas foi o de 1.100
ug dos canabinoides).

Nove cepas Gram-positivas, padrdo e de origem clinica, foram avaliadas no
teste da Concentracéo Inibitéria Minima com a molécula CBD, destas, 3 cepas
apresentaram crescimento na dose de 1.000 ug (Streptococcus mitis, Streptococcus
parasanguinis e Streptococcus sanguinis), 5 tiveram o crescimento inibido em 1.000
Mg (Bacillus clausii, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis VRE
ATCC 51299, Enterococcus faecium ATCC 6569 e Streptococcus oralis) e 1 cepa
apresentou uma CIM de 500 pg (Staphylococcus aureus ATCC 25923). Em relagao
as Gram-negativas, as duas apresentaram crescimento no valor de 1.000 ug
(TABELA 8).

Tabela 8: Resultado da avaliacdo da Concentracao Inibitéria Minima do CBD frente

a Cepas Gram-positivas e Gram-negativas

CEPAS GRAM-POSITIVAS CIM de CBD
Bacillus clausii 1.000 pg
Enterococcus faecalis ATCC 29212 1.000 pg
Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299 1.000 pg
Enterococcus faecium ATCC 6569 1.000 pg
Staphylococcus aureus ATCC 25923 500 ug
Streptococcus mitis >1.000 ug
Streptococcus oralis 1.000 ug
Streptococcus parasanguinis >1.000 ug
Streptococcus sanguinis >1.000 g

CEPAS GRAM-NEGATIVAS CIM de CBD
Proteus mirabilis ATCC 25933 >1.000 pg
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >1.000 pg
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A CIM com o THC isolado s6 foi realizada com cepas Gram-positivas, pois,
nenhuma cepa Gram-negativa foi inibida na dose de 1.100 pg. Das 4 cepas
avaliadas, 3 apresentaram crescimento na dose de 1.000 pg (Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis e Streptococcus pyogenes ATCC 19615), apenas 1 teve o
crescimento inibido no valor de 1.000 ug (Enterococcus faecalis ATCC 29212)
(TABELA 9).

Tabela 9: Resultado da avaliacdo da Concentracao Inibitéria Minima do THC frente

a Cepas Gram-positivas

CEPAS GRAM-POSITIVAS CIM de THC
Enterococcus faecalis ATCC 29212 1.000 pg
Streptococcus mitis > 1.000 pg
Streptococcus oralis >1.000 pg
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 > 1.000 pg

A CIM da mistura dos dois canabinoide foi realizada com 4 cepas
Gram-positivas e 1 Gram-negativa. Em relacdo ao primeiro grupo, 1 cepa
apresentou crescimento na dose de 1.000 ug (Streptococcus mitis), 2 tiveram seu
crescimento inibido na dose de 1.000 ug (Enterococcus faecalis ATCC 29212 e
Enterococcus faecium ATCC 6569) e 1 cepas mostrou inibigdo no valor de 500 ug
(Staphylococcus aureus ATCC 25923) mesmo valor obtido com o CBD isolado. A
Gram-negativa testada apresentou crescimento na dose de 1.000 pg (Pseudomonas
aeruginosa MR) (TABELA 10).
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Tabela 10: Resultado da avaliagdo da Concentracdo Inibitéria Minima da
combinagao do CBD+THC frente a cepas gram-positivas e gram-negativas

CIM de
CEPAS GRAM-POSITIVAS CBD+THC
Enterococcus faecalis ATCC 29212 1.000 pg
Enterococcus faecium ATCC 6569 1.000 ug
Staphylococcus aureus ATCC 25923 500 ug
Streptococcus mitis > 1.000 ug
CIM de
CEPAS GRAM-NEGATIVAS CBD+THC
Pseudomonas aeruginosa MR >1.000 ug

5.2.3.4 Caracterizacao da atividade antibacteriana

Na caracterizagao da atividade antimicrobiana as cepas que foram inibidas
retomaram o crescimento apdés serem semeadas em meio BHI na auséncia dos
canabinoides. Sendo assim, neste estudo, o CBD e o THC nao apresentaram
atividade bactericida frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas, padréao e

de origem clinica.
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6. DISCUSSAO

Os canabinoides CBD e THC estdo associados a muitas perspectivas
positivas no contexto farmacolédgico atual, com isso, aumenta-se a necessidade de
estudos da seguranga dessas moléculas, pois, nenhuma molécula esta livre de
toxicidade, independente da sua origem: sintética ou derivada de produtos naturais
(Lira et al., 2018).

Para a avaliagdo da citotoxicidade dos canabinoides foram utilizadas
hemacias e hemoglobinas humanas, pois, a integridade das células vermelhas e a
funcionalidade das hemoglobinas sao fatores essenciais para a sobrevivéncia dos
diversos sistemas que compdem o corpo humano. Além disso, as hemacias contém
altas concentragbes de acidos graxos poli-insaturados, oxigénio molecular e ions
ligados no estado ferroso, tornando as células altamente vulneraveis a reacdes
envolvendo radicais livres e suscetiveis a peroxidagao lipidica nas membranas
celulares, o que contribui para a ocorréncia de hemolise (Duarte et al., 2016; Lira et
al., 2018), sendo assim, um excelente modelo para uma analise geral do potencial

toxico de candidatos a farmacos.

A hemodlise é definida como o rompimento das membranas dos glébulos
vermelhos (BHARGAVA et al., 2020), que, de forma elevada, esta relacionada com
varias condigdes patologicas, como a anemia aguda, ictericia, hematuria, dispneia,
fadiga, taquicardia e hipotensao (Phillips & Henderson, 2018), sendo sua avaliagao

importante nas fases de desenvolvimento de farmacos (Dobrovolskaia et al., 2008).

Os dados apresentados neste estudo mostraram que as amostras de
hemacias tratadas com o CBD e o THC apresentaram um baixo potencial
hemolitico. Este resultado ¢é corroborado, em parte, por Martinenghi e
colaboradores, 2020, que testaram a capacidade do CBD como agente hemolisante.
Nos seus resultados, concluiram que o CBD manifestou baixa atividade hemolitica
em globulos vermelhos humanos, valores menores ou igual a 0,8%, em todas as
concentragbes testadas (4 a 1 ug/mL). Da mesma forma, o CBD nao apresentou
toxicidade significativa em relacdo as células de queratindcitos humanos
(Martinenghi et al., 2020). Esse trabalho € um interessante comparativo, pois, um
dos modelos celulares avaliados € igual ao utilizado no presente trabalho
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(hemacias) e as concentragdes utilizadas sdo consideravelmente mais baixas do
que as utilizadas no presente estudo, e o padrdo de baixo potencial hemolitico &

confirmado nas duas situacoes.

O sangue €é um sistema multicelular complexo, que possui varias
caracteristicas importantes que podem ser comprometidas, levando a condigdes
patolégicas graves: incluindo anemia falciforme, doencga cardiovascular, doenca
vascular periférica, aterosclerose, diabetes, acidente vascular cerebral e outras
condicbes. Dentre essas caracteristicas estdo a viscosidade e a elasticidade do
sangue, além da integridade das membranas dos eritrocitos (um dos pontos centrais

deste trabalho, e que afeta diretamente as outras duas) (Baskurt et al., 2007).

Um estudo recente, teve como objetivo avaliar o efeito "in vitro" do THC e do
CBD, sobre as propriedades fisicas e funcionais do sangue total. Para isso, os
autores coletaram amostras de sangue de voluntarios saudaveis e as incubaram
com diferentes concentragdes (0 a 100 ng/ml, os efeitos se apresentaram
significativos a partir de 50 ng/ml ) de THC e CBD. Essas concentragbes foram
escolhidas com base nos dados sobre os niveis de canabinoides detectados no
sangue de usuarios depois da utilizagdo da Cannabis de forma fumada. Em
seguida, eles mediram a viscosidade (resisténcia ao fluxo), a elasticidade
(capacidade de retornar a forma original) e a integridade da membrana (resisténcia
a ruptura) do sangue e dos eritrocitos. Os resultados mostraram que o THC
aumentou significativamente a viscosidade e a elasticidade do sangue, o que pode
dificultar a circulacdo e aumentar a presséao arterial. O THC também causou uma
maior destruicao dos eritrocitos e uma menor capacidade deles se deformarem para
passar pelos vasos sanguineos estreitos. Por outro lado, o CBD reduziu
significativamente a viscosidade e a elasticidade do sangue, o que pode facilitar a
circulagao e diminuir a presséo arterial. O CBD também preservou a integridade dos
eritrocitos e aumentou a sua deformabilidade. Os autores concluiram que o THC
pode ter efeitos prejudiciais sobre a saude cardiovascular, enquanto o CBD pode ter
efeitos benéficos. No entanto, eles ressaltaram que esses achados foram obtidos
em condi¢cdes experimentais e que mais estudos sdo necessarios para confirmar os

efeitos in vivo do THC e do CBD sobre o sangue (James et al., 2022).
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Esse apontamento final também é relevante no contexto do presente
trabalho, pois, podemos perceber que no exemplo acima, parte dos resultados,
relativos ao CBD, se encaixam nos apresentados neste trabalho, e parte,
relacionados ao THC, se mostram contrarios aos nossos resultados. Esse padréao
de resultados conflitantes se estendem pelo resto do trabalho. Os canabinoides
isolados e os extratos da C. sativa, dependendo do modelo estudado e da origem
do material, apresentam resultados muito diferentes. E preciso ter em mente que a
espécie C. sativa possui uma bioquimica muito complexa, e que qualquer alteragao
minima nos processos de manipulacdo dos seus produtos e no desenho

experimental, pode gerar dados conflitantes.

Um estudo recente, publicado em 2023, traz uma perspectiva contraria ao
encontrado no presente trabalho. Em um estudo, que buscou compreender o
impacto do uso da Cannabis antes da doagédo de sangue, foi avaliado o impacto de
uma mistura de canabinoides (incluindo CBD e THC) na qualidade das hemacias e
plaquetas, desde o momento da coleta e processamento até o armazenamento do
conteudo sanguineo. Os resultados apontaram que a mistura dos canabinoides
aumentaram a quantidade de hemoglobinas livres, promoveram hemdlise das
hemacias e também reduziram a capacidade de agregacdo das plaquetas,
utilizando concentragdes que variaram de 1-24 ug/mL (Lampron et al., 2023), muito

inferiores as utilizadas no presente estudo.

Os estudos que objetivam entender os efeitos dos derivados da C. sativa
sobre os componentes das células vermelhas ainda sado pouco abundantes
(Lampron et al., 2023). Porém, outros contextos podem ajudar no entendimento
mais abrangente da toxicidade dessas moléculas. Dentro do contexto dos estudos
toxicolégicos do CBD e THC utilizando células humanas in vitro, Dziwenka e
colaboradores, 2023, realizaram uma avaliagdo da seguranga do 6leo extraido da C.
sativa com uma alta concentragao de canabidiol, além de outros fitocanabinoides e
terpenos. Um ensaio in vitro de micronucleos foi realizado para avaliar o potencial
nocivo nos cromossomos, utilizando linfocitos de sangue periférico humano. Como
resultado, o extrato de o6leo de C. sativa ndo induziu danos cromossOmicos
estruturais e/ou numéricos em linfécitos humanos quando utilizado em
concentracbes de até 10 pg/mL sem ativagdo metabdlica e até 60 ug/mL com
ativacdo metabdlica (Dziwenka et al., 2023).
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Em estudos pré-clinicos utilizando animais, foram relatados varios efeitos
adversos agudos. Utilizando ratos e doses de 0,6, 0,8 ou 1,2 mg/kg de CBD,
Rosenkrantz e Hayden, 1979, perceberam que houve um aumento do peso dos
orgaos, degeneragao dos tubulos seminiferos e interferéncia na maturagao
espermatica dos animais (Rosenkrantz & Hayden, 1979). Um outro estudo com
células germinativas de ourigco-do-mar, com doses de 0,1, 0,5, 1,0 ou 10 uM de CBD
na agua do mar, foi percebido que houve uma diminuicdo dose-dependente da
fertilidade dos 6vulos e espermatozoides, além da inibigcdo da fertilizagdo quando as
células foram avaliadas juntas (Schuel et al., 1987). Garberg e colaboradores, 2017,
realizaram uma avaliacdo dos efeitos do CBD no sistema cardiovascular de leitoes,
utilizando doses de 10, 25 ou 50 mg/kg de CBD administradas pela rota
intravenosa, e foi relatado que o canabinoide promoveu hipotensdo e parada

cardiaca (Garberg et al., 2017).

Efeitos adversos crénicos também foram encontrados associados ao uso do
CBD e THC em pesquisas pré-clinicas (Huestis et al., 2019). Utilizando o modelo
animal Macacos Rhesus, com administracdo via oral de doses de 30, 100 ou 300
mg/kg/dia por 90 dias de CBD, foram detectados varios efeitos adversos: aumento
de peso do figado, coracéao, rim e tiredide; além da diminuicdo do tamanho testicular
e inibicdo da espermatogénese (Rosenkrantz & Hayden, 1981). A toxicidade no
desenvolvimento também apresenta dados importantes; em um estudo publicado
em 2018, ratas prenhes foram submetidas a doses de 75, 150 ou 250 mg/kg/dia de
CBD por via oral durante a gravidez e lactacdo, e os resultados mostraram que
houve toxicidade no desenvolvimento, aumento da mortalidade embriofetal,
diminuigdo do crescimento, atraso na maturacdo sexual, alteragdes
neurocomportamentais, alteragbes do desenvolvimento dos érgéos reprodutores
masculinos e fertilidade na prole (CENTER FOR DRUG EVALUATION AND
RESEARCH, 2018).

No teste de hemdlise, os dados apontaram baixos niveis hemoliticos dos
canabinoides CBD e THC, sendo significativamente diferente, em todas as
concentragbes, do controle positivo (100% de hemodlise). Porém, todas as
concentragbes proporcionaram algum percentual de lise, mesmo que baixo. Esse
contexto, aliado a outros dados toxicologicos podem tornar as moléculas pouco
atrativas para tratamentos que usam a corrente sanguinea como veiculo de
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transporte, por isso, os dados do potencial oxidante sdo importantes, para verificar

os efeitos nos eritrocitos de uma forma mais ampla.

A hemoglobina é uma proteina que contém ferro e que esta presente no
sangue de muitos animais. A sua fungéo é transportar o oxigénio dos pulmdes para
os tecidos do corpo. A hemoglobina forma uma ligagao reversivel e instavel com o
oxigénio (Farid et al., 2023). Quando esta ligada ao oxigénio, ela é chamada de
oxihemoglobina e tem uma cor vermelha brilhante; quando esta sem oxigénio, ela é
chamada de desoxihemoglobina e tem uma cor azul arroxeada. A hemoglobina
pode existir em diferentes formas, dependendo do seu estado de oxidagao (Patel et
al., 2023). O ferro da hemoglobina deve estar na forma Fe2+ para se ligar ao
oxigénio. Se o ferro for oxidado para a forma Fe3+, a hemoglobina se torna incapaz
de se ligar ao oxigénio e é chamada de metemoglobina. A porcentagem média de
oxidacdo que as hemoglobinas sofrem naturalmente é de cerca de 1%, mas pode
variar de acordo com fatores como a presenga de agentes oxidantes, o pH do

sangue e a temperatura corporal (Marden et al., 1995).

As moléculas de CBD e THC sao lipofilicas, com isso, varias sao as vias
possiveis de interacdo com as hemacias: ligagdo dos canabinoides com proteinas
de membrana, solubilizagdo em lipidios nas membranas celulares e penetracao das
substancias nos eritrocitos e interacdo com hemoglobina e outros compostos
(Duarte et al., 2016). Danos oxidativos em eritrécitos humanos podem gerar
hemolise, diminuigdo do nivel de glutationa e formagcdo de metemoglobina
(Olchowik-Grabarek et al., 2018).

Devido a essas possibilidade interacionais, foi testado, neste estudo, o
potencial oxidativo dos canabinoides sobre hemoglobinas humanas. O excesso de
metemoglobina no sangue esta relacionado a uma condigdo conhecida como
metemoglobinemia. A metemoglobinemia interfere na capacidade do sangue em
transportar oxigénio para os tecidos do corpo, causando uma redugdo na
quantidade de oxigénio disponivel para as células. Além disso, o estresse oxidativo
em demasia nas células vermelhas pode levar a eriptose, uma espécie de morte
celular programada, que em grande escala, pode levar ao desenvolvimento de
anemia (Olchowik-Grabarek et al., 2018).
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Como resultado, a agdo dos canabinoides CBD e THC proporcionou baixa
formagdo de metemoglobina em todas as concentracdes testadas. As porcentagens
de metemoglobina formada pelos trés 6leos (CBD, THC e CBD+THC) variaram
entre 3,5 e 6,2%. Inicialmente, parecem porcentagens elevadas, principalmente
levando em consideracado o dado referenciado acima, de que a porcentagem média
de oxidagdo que as hemoglobinas sofrem naturalmente é de cerca de 1% (Marden
et al., 1995), porém, devemos levar em consideragao que em condigdes fisioldgicas
normais, o corpo humano tem um arcabouco significativo de sistemas antioxidantes,

gue minimizam os danos, o que nao ocorre em condigdes experimentais.

Um dado importante é que as amostras tratadas com THC tiveram valores
maiores de metemoglobina (5,6 a 6,2%) comparadas com as amostras tratadas com
o CBD (3,5 a 4,7%). Esse dado é importante, visto que na literatura o CBD é
correlacionado com efeitos antioxidantes, enquanto o THC mostra ter um papel
dual, dependendo do modelo ele esta relacionado com atividade antioxidade ou
como promotor de oxidagdo. Essa questdo dual também foi obtida no presente
trabalho, pois, como mencionado acima, no teste de oxidacdo, o THC se mostrou,
mesmo que com baixa eficiéncia, mais propicio para induzir a formacao de
metemoglobina; porém, como discutido em paragrafos abaixo, no teste do potencial
antioxidante, o THC se mostrou mais potente na inibicdo da oxidagao pela
fenilhidrazina sobre as hemoglobinas humanas, mesmo que com pouca eficiéncia,

foi mais potente que o CBD.

Em um trabalho publicado em 2015, foi avaliado os efeitos do THC na funcao
mitocondrial de células do cérebro e no estresse oxidativo, fatores que séao
amplamente relacionados no Acidente Vascular Cerebral (AVC). Nesse contexto, o
THC apresentou um efeito de toxicidade dose-dependente nas mitocdndrias
isoladas incubadas com diferentes concentracdes de THC e promoveu inibicdo dos
complexos I, Il e lll da cadeia transportadora de elétrons. E, além disso, o THC se
mostrou responsavel pelo aumento da produgcdo de espécies reativas de oxigénio
pelo cérebro, o que resultou no aumento de sua toxicidade no 6rgéo (Wolff et al.,
2015). Sarafian e colaboradores, em 1999, investigaram o estresse oxidativo
produzido pela fumacga da cannabis com um teor de THC de 0, 1,77 ou 3,95%, em

uma linhagem de células endoteliais (ECV 304). O estresse oxidativo foi observado
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nas exposi¢coes de longo prazo (30 minutos) e nas de curto prazo (5 minutos)
(Sarafian et al., 1999).

Porém, existem dados na literatura que apontam que o THC possui
propriedades antioxidantes. Raja e colaboradores (2020), investigaram os efeitos do
THC e do CBD na reducgao do estresse oxidativo em células neuronais diferenciadas
(SY-SHSY). Os autores seguiram duas abordagens para imitar o estresse oxidativo
semelhante a doenga de Alzheimer, tratando as células com perdxido de hidrogénio
e também com (-amiloide1-42 e cobre no estado de oxidagdo. Como resultado, eles
viram que o THC tinha alta poténcia para combater o estresse oxidativo em ambos
os modelos in vitro, porém, o CBD mostrou-se inferior como agente antioxidante
(Raja et al., 2020).

Devido aos resultados do teste do potencial oxidante, foi realizada a
avaliacdo da atividade antioxidante das duas moléculas. Para o teste, foi utilizado o
agente oxidante fenilhidrazina, buscando avaliar se o THC e o CBD teriam a
capacidade de limitar a acdo oxidante sobre hemoglobinas humanas. Os resultados
obtidos mostraram que a formagdao de metemoglobina ndo teve uma diminui¢cao
expressiva. Porém, nesse caso, o melhor resultado foi da molécula THC na
concentragdo de 400 ug/mL, que promoveu uma diminuicdo de 8,1% na formagao
de metemoglobina promovida pela fenilhidrazina, comparada com o controle
positivo. No experimento de oxidacdo, o THC se mostrou mais propicio a formagao
de metemoglobina que o CBD. Os melhores resultados da protegdo contra a
oxidacao pela fenilhidrazina foram encontrados quando as duas moléculas foram
testadas juntas, chegando a apresentar uma protecao de 14,7% contra a formagao
de metemoglobina. Esse cenario de sinergismo entre os dois canabinoides €
bastante estudado, e, em muitos casos, estritamente necessario para um resultado
promissor das duas moléculas, podendo ser um caminho interessante para a
realizacéo de ajuste finos nas proporgdes dos dois canabinoides, buscando assim,

minimizar as oscilagbes nas suas propriedades terapéuticas.

O cenario que busca entender o efeito dessas moléculas como agentes
antioxidantes ainda nao esta suficientemente claro, principalmente em relagéo ao
THC, que demonstra ser téxico em muitos testes, porém, apresenta resultados

promissores em outros, principalmente quando esta associado com outras
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moléculas derivadas da C. sativa. Dawidowicz e colaboradores (2023) realizaram
uma avaliacdo das propriedades antioxidantes de dleos ricos em canabinoides e
apontou que os Oleos obtidos a partir dos extratos das plantas possuem uma
atividade antioxidade maior do que a apresentada por 6leos preparados a partir de
canabinoides isolados (Dawidowicz et al., 2023) e essa variavel deve ser levada em
consideragao, pois variagdes nos métodos de produgado podem gerar produtos finais

com caracteristicas farmacoldgicas distintas (Dziwenka et al., 2023).

Muitos trabalhos apontam que o CBD possui atividade antioxidante e é
sugerido que possa ser usado no tratamento de doengas neurodegenerativas e
cardiovasculares (Pellati et al., 2018). Sua atividade antioxidante esta relacionada
com a capacidade de eliminar radicais livres, prevenir o processo de oxidacao e
reduzir ions metalicos, sendo comparada com a vitamina E (Dawidowicz et al.,
2021).

No contexto da comparagao com a vitamina E, Tura e colaboradores (2019),
compararam a atividade antioxidante do canabidiol (CBD) e do a-tocoferol (vitamina
E) adicionados a dleos refinados de oliva (ROO) e de girassol (SO). Os autores
mediram o indice de peroxido, o indice de estabilidade oxidativa (OSl), a
ressonancia de spin eletrénico (ESR) e os ensaios de DPPH para avaliar a
capacidade dos antioxidantes de prevenir ou retardar a oxidagao dos 6leos. Os
resultados mostraram que o CBD tem uma atividade antioxidante superior ao
a-tocoferol em ambos os 6leos, especialmente no de oliva. O CBD também aumenta
o tempo de inducido da oxidacdo dos 6leos, reduz a formacédo de radicais livres e
sequestra os radicais DPPH. Os autores sugerem que o CBD pode ser usado como
um aditivo natural para melhorar a qualidade e a estabilidade dos 6leos vegetais
(Tura et al., 2019). Demonstrando assim, a plasticidade do uso dos derivados da C.

sativa.

Um estudo publicado em 2020, investigou os efeitos do canabidiol (CBD) na
expressao de genes antioxidantes em queratindcitos humanos, as células mais
abundantes da epiderme. Os autores demonstram que o CBD aumenta a expressao
de genes envolvidos na defesa contra o estresse oxidativo, como NQO1 (NAD(P)H
dehydrogenase (quinone)), GCLM (Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit),

GCLC (Glutamate—cysteine ligase catalytic subunit) e HMOX1 (Heme Oxygenase
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1), por meio da inibicao do fator de transcricdo BACH1 (BTB and CNC homology 1),
que normalmente reprime esses genes. O CBD também reduz os niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e previne a morte celular induzida por perdoxido de
hidrogénio (H202) em queratindcitos. Além disso, o CBD aumenta a expressao de
genes relacionados a diferenciacdo e a funcdo da barreira cutdnea, como KRT1
(Keratin 1), KRT10 (Keratin 10), FLG (Filaggrin) e LOR (Loricrin). Os autores
concluem que o CBD tem potencial terapéutico para o tratamento de doencas de
pele associadas ao estresse oxidativo e a inflamagédo, como psoriase, dermatite

atopica e cancer de pele (Casares et al., 2020).

Atalay e colaboradores (2019), apresenta e discute evidéncias experimentais
e clinicas dos efeitos do CBD em diversas doencgas associadas ao estresse
oxidativo e a inflamagdo, como cancer, diabetes, doengas neurodegenerativas,
doencas cardiovasculares e doencas hepaticas. E conclui que o CBD é um
composto promissor para o tratamento de doengas relacionadas ao estresse
oxidativo e a inflamagdo, mas que s&o necessarios mais estudos para elucidar seus

mecanismos de acgao e sua segurancga (Atalay et al., 2019).

Em resumo, a atividade antioxidante do THC e do CBD pode variar
dependendo de varios fatores, como a fonte, a pureza, a concentracio, a propor¢ao
e o meétodo de avaliagdo dos compostos, a seguir sdo apresentados mais exemplos
que contextualizam a complexidade do apontamento das propriedades dos dois
canabinoides. Segundo Silva et al. (2022), o THC tem uma alta poténcia para conter
o estresse oxidativo, enquanto o CBD nao apresenta atividade antioxidante notavel.
No entanto, outros autores afirmam que o CBD tem propriedades anti-inflamatorias
e antioxidantes. Além disso, alguns estudos mostram que os extratos de Cannabis
podem ter uma maior atividade antioxidante do que os canabinoides isolados,
dependendo da presenca de outros compostos como terpenos e flavonoides, como
sugerido por Raja et al. (2020) e por Bonfa et al. (2008). Por fim, alguns ensaios in
vitro podem ter diferentes sensibilidades e especificidades para medir a atividade
antioxidante dos canabinoides, o que pode levar a resultados inconsistentes ou
contraditorios, como observado por Marques (2021). Portanto, é dificil estabelecer
uma conclusao definitiva sobre a atividade antioxidante do THC e do CBD, pois ela
pode depender de varios fatores que precisam ser considerados e padronizados nos

estudos.
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Como descrito acima, a homeostase das hemacias é um fator vital para a
sobrevivéncia do organismo, porém, varios sdo os fatores que podem gerar
desequilibrios graves em diversos componentes dessas células. Com isso,
avaliagdes plurais com essas unidades s&o importantes para buscar medidas de
prevencao e tratamento contra os danos que as mesmas podem sofrer. No contexto
do presente trabalho, o Teste de Fragilidade Osmdtica foi utilizado para avaliar se os
canabinoides CBD e THC promovem alguma protegado contra a hemdélise em células
vermelhas fragilizadas. Porém, os resultados mostraram baixa atividade de protegao

contra a hemolise de hemacias causadas por solugao hipotbnica.

Parte da agua que entra nas células passa diretamente através da
membrana, uma outra porcentagem atravessa através de proteinas chamadas
aquaporinas, que permitem um movimento mais rapido da agua para dentro da
célula. O trafego da agua ocorre constantemente para dentro e para fora da célula,
dependendo das condi¢des do ambiente interno e externo. Quando a solugao
extracelular & hipertonica (elevada concentragcdo de soluto) a agua tendera a sair do
interior da célula, fazendo com que a mesma murche. Ja a solucédo hipotbnica é
caracterizada como uma solucdo com uma quantidade de soluto inferior ao
encontrado em uma célula de referéncia. Uma menor concentragado fora da célula
faz com que mais agua flua para dentro da célula do que para fora, e isso acaba
gerando inchago celular e aumentando o potencial de hemdlise. Flutuagdes no
ambiente extracelular das células podem acontecer sem gerar grandes danos,
porém, se a diferenca for extrema ou a longo prazo, as células podem perder a sua
viabilidade (Alberts et al., 2017).

Na literatura médica existem varias doengas relacionadas a danos as
hemacias. Sendo indispensavel o constante desenvolvimento de métodos de
deteccédo, prevencgao e tratamento dessas condigbes, sendo o Teste de Fragilidade
Osmadtica amplamente utilizado. No contexto toxicoldgico € usado para avaliar os
possiveis danos que produtos quimicos, derivados de produtos naturais e poluentes
podem causar na integridade das células vermelhas (Duarte et al., 2016). Ja na
clinica, esta relacionado com a avaliagao da resisténcia ou a fragilidade osméticas
dos eritrécitos, sendo, rotineiramente, usado para diagnosticar doengas, como as
anemias hemoliticas. A anemia hemolitica € definida pela destruicdo prematura das
hemacias, podendo ser crbnica ou fatal (Phillips & Henderson, 2018); doengas com
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variada heterogeneidade clinica e molecular (Jamwal et al., 2019). Pacientes com
hemolise podem apresentar anemia aguda, ictericia, hematuria, dispneia, fadiga,
taquicardia e, possivelmente, hipotensao (Phillips & Henderson, 2018; Scheckel &
Go, 2022), sendo assim, indispensavel novos medicamentos que busquem sanar

essas condicoes.

A tonicidade extracelular tem uma influéncia significativa na capacidade de
deformagédo das hemacias humanas. Fluidos intravenosos hipertdnicos promovem a
saida da agua do interior dessas células e, como consequéncia, a agregagao das
hemoglobinas e danos em proteinas de membrana. J& em solugédo hipotdnica, o
excesso de agua intracelular pode causar perda de hemoglobinas e até a lise celular
(Lukose et al., 2020).

Uma condi¢ao associada a uma baixa concentracdo de sodio, inferior a 135
mEg/L, no sangue é a hiponatremia, que pode ser hipoténica e ndo hipoténica
(Hoorn & Zietse, 2017). A hiponatremia € uma baixa homeostatica das
concentragbes eletroliticas, causada pelo excesso de agua corporal total em
comparagao ao conteudo de sdédio no corpo, bastante comum em pacientes
hospitalizados, principalmente idosos. As manifestagbes clinicas mais conhecidas
estdo principalmente relacionadas a efeitos neuroldgicos; nessa condigéo, o liquido
extracelular se torna hipoténico em relagao ao liquido intracelular, fazendo com que
a agua seja desviada para o interior das células, podendo gerar uma hipertensao

intracraniana (Rocha, 2011).

Os dleos ricos nos canabinoides CBD e THC, neste estudo, tiveram um baixo
potencial de protecdo contra o estresse osmaético, porém, todas as concentracdes
promoveram uma diminui¢do nas porcentagens de lise das hemacias dos tipos A-,
B+ e O+. Levando em consideragao esse ponto, a limitagdo da bibliografia sobre
esse tema e os resultados dual das propriedades dos canabinoides em outros testes
e estudos, apontamos que mais pesquisas precisam ser feitas antes do descarte da
possibilidade da atuacdo dos canabinoides no contexto do estresse osmatico. Os
canabinoides se mostram moléculas dinamicas e com um amplo espectro
interacional, sendo assim indispensavel que estudos complementares em modelos
in silico, in vitro e in vivo sejam realizados para nortear mais claramente as reais

decisdes futuras sobre a espécie C. sativa e seus derivados.
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Por fim, discutimos os resultados da analise antimicrobiana e os
relacionamos com o contexto atual da pesquisa sobre o potencial dos canabinoides

no tratamento de infecgdes.

A resisténcia microbiana aos antibidticos € um dos maiores problemas da
medicina moderna. Alternativas derivadas de produtos naturais estdo sendo
avaliadas para buscar resolugdes para essa questdo. Nesta pesquisa avaliamos o
potencial antimicrobiano dos canabinoides CBD e THC frente a cepas de
importancia clinica gram-positivas e gram-negativas. Como resultado, foi obtido que
0s canabinoides possuem a capacidade de inibir o crescimento microbiano,
principalmente das cepas gram-positivas. O CBD isolado conseguiu melhores
resultados em comparagdo com o THC isolado e com a mistura dos dois
canabinoides. A acgdo antimicrobiana se deu em concentragbes altas dos
canabinoides, entre 1.500 e 1.000 uyg de CBD e THC, com exceg¢do da cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923, que teve sua Concentracao Inibitéria Minima
de 500 pug de CBD isolado e de CBD+THC.

Os resultados encontrados na avaliagdo antimicrobiana corroboram o
potencial antimicrobiano do CBD e do THC, principalmente contra cepas
gram-positivas. Porém, devemos apontar para um fato importante, as doses
inibitérias dos canabinoides que promoveram agao antimicrobiana bacteriostatica
foram altas, comparadas com antibiéticos de referéncia e outros trabalhos com a
mesma tematica (Appendino et al., 2008; Gildea et al., 2022). Uma hipotese para a
discrepancia dos valores inibitorios podem ser explicados pela origem dos
canabinoides. Assim como apontado anteriormente, os métodos de isolamento dos

canabinoides e produgao dos 6leos, podem influenciar na sua bioatividade.

Neste estudo, as cepas dos géneros Enterococcus, Staphylococcus e
Streptococcus tiveram os melhores resultados de inibicdo pelos canabinoides, todos
gram-positivos. Esses géneros de bactérias podem causar uma variedade de
doencas em humanos, sendo necessaria uma constante busca por moléculas que
limitem o crescimento de espécies dos mesmos (Hanchi et al., 2018). Por exemplo,
algumas espécies do género Enterococcus podem causar infecgdes graves do trato
urinario  especialmente em  pacientes com  cateteres urindrios e

imunocomprometidos-neoplasicos (Giannakopoulos et al., 2019); endocardite, que é
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uma inflamacdo da camada interna do coracdo (endocardio), principalmente em
pessoas com valvulas cardiacas anormais (Pericas et al.,, 2015); infeccdes
intra-abdominais, como peritonite e abscessos intra-abdominais; podem causar
infeccbes em feridas cirurgicas ou outras lesdes na pele; pode entrar na corrente
sanguinea e causar infecgdes disseminadas em todo o corpo (Lebreton et al., 2014);
além disso, algumas cepas de Enterococcus tém mostrado resisténcia a
antibidticos, tornando o tratamento dessas infec¢gdes mais desafiador. Uma das
espécies desse género, Enterococcus faecium, esta relacionada com uma das
principais causas de infeccdo enterocécica multirresistente. Muitos dos seus
isolados patogénicos expressam resisténcia a vancomicina e a ampicilina (Boccella
et al., 2021). Sendo, consideradas mais resistentes a esses antibidticos do que a
Enterococcus faecalis (Agudelo & Huycke, 2014). O CBD e o THC se mostraram

capazes de inibir o crescimento dessas espécies na CIM de 1.000 ug.

O género Streptococcus € um grupo de bactérias gram-positivas que pode
causar diversas doengcas em humanos e outros animais, como a faringite
estreptococica, uma infeccdo na garganta causada pelo Streptococcus pyogenes
(Ashurst & Edgerley-Gibb, 2023). A escarlatina, uma doenga causada pela mesma
bactéria da faringite estreptocdcica, o Streptococcus pyogenes, provoca erupgdes
cuténeas, febre, dor de garganta e lingua "em framboesa" (caracterizada por uma
lingua vermelha com pontos inchados que se assemelham a superficie de uma
framboesa) (Silva-Costa et al., 2014). O Streptococcus pneumoniae pode causar
pneumonia, uma infeccdo dos pulmdes, onde os sintomas incluem tosse, dificuldade
respiratoria, febre e fadiga (Weiser et al., 2018). Alguns tipos de Streptococcus
podem causar infecgdes no trato urinario, incluindo cistite e uretrite (Leclercq et al.,
2016). Endocardite bacteriana, que € uma infecgao das valvulas cardiacas que pode
ser uma condigao grave que requer tratamento imediato (Schmalzle, 2020). Alguns
Streptococcus, como o Streptococcus pyogenes, podem causar infecgdes na pele,
como celulite e erisipela (Stevens & Bryant, 2022). Febre reumatica, que € uma
complicagdo rara, mas grave, da faringite estreptocécica ndo tratada, que pode
causar inflamacdo nas articulagbes, no coragdao, na pele e em outros 6rgaos
(Pereira et al., 2015). Espécies do género Streptococcus foram inibidas neste
presente estudo, porém, todas acima de 1.000 ug dos canabinoides; apenas a

Streptococcus oralis teve a CIM de 1.000 ug de CBD.
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O género Staphylococcus possui algumas espécies que sao parte normal da
microbiota humana, mas outras sao patogénicas e podem levar a infec¢des (Foster,
1996). O Staphylococcus aureus é uma das principais causas de infec¢des da pele,
como furdnculos, impetigo, celulite e foliculite (Del Giudice, 2020). Essas infec¢oes
geralmente comecam como pequenas lesbes e podem se agravar se nao forem
tratadas adequadamente. O Staphylococcus aureus também pode causar infecgdes
mais profundas nos tecidos moles, como abscessos e fasciite necrosante, uma
infeccdo grave que pode se espalhar rapidamente (Saliba et al., 2003); infecgcbes
respiratorias, como pneumonia, especialmente em pessoas com sistema
imunologico enfraquecido ou em ambientes hospitalares (He & Wunderink, 2020);
Sindrome do choque téxico (SCT), uma condi¢do rara, mas potencialmente grave,
caracterizada por febre alta, erupgao cutanea, queda da pressao arterial e faléncia
de multiplos 6rgaos (Silversides & Ferguson, 2010); e endocardite, uma infec¢ao
das valvulas cardiacas, que pode ser fatal se nao tratada adequadamente
(Thompson, 1982). Infec¢des graves de Staphylococcus podem se disseminar pela
corrente sanguinea, causando septicemia, uma condi¢cdo com risco de vida que
requer tratamento imediato (Gelatti et al., 2009). E importante notar que o
Staphylococcus aureus esta entre as principais causas de infecgbes bacterianas
em todo o mundo e é frequentemente resistente a multiplos antibidticos, o que torna
o tratamento dessas infecgbes mais desafiador (Gelatti et al., 2009; Rungelrath &
DelLeo, 2021). Outra espécie do género que pode causar infecgdes graves € o
Staphylococcus saprophyticus, que pode causar infecgbes do trato urinario,
principalmente em mulheres jovens sexualmente ativas; também é responsavel por
complicagdes, incluindo pielonefrite aguda, uretrite, epididimite e prostatite (Ehlers &
Merrill, 2022). Aqui, obtivemos a melhor inibigdo do crescimento microbiano frente a
espécie Staphylococcus aureus (CIM de 500 pg de CBD e CBD+THC.)

Um dos primeiros trabalhos neste contexto avaliou o efeito dos canabinoides
THC e CBD sobre bactérias gram-positivas em diferentes condi¢gbes (contra
estafilococos e estreptococos). Eles observaram que tanto o THC quanto o CBD
foram capazes de inibir e matar as bactérias em baixas concentragbes quando
cultivadas em caldo puro, na faixa de 1-5 ug/ml. No entanto, quando o caldo foi

enriquecido com soro ou sangue, a atividade antibacteriana dos canabinoides
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diminuiu significativamente (CIM 50 pg/ml), indicando que eles podem ser inativados

por componentes do plasma (Van Klingeren & Ten Ham, 1976).

As cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), devido
a sua relevancia clinica atual, sao testadas em varios estudos que buscam meios de
inviabiliza-las. Appendino e colaboradores (2008), realizou um dos primeiros
trabalhos de avaliagdo do potencial antimicrobiano dos canabinoides sobre esse
taxon. Utilizando cinco tipos de canabinoides (canabidiol, canabicromeno,
canabigerol delta-9-tetrahidrocanabinol e canabinol) e foi verificado que todos
possuiam uma potente atividade contra uma variedade de cepas Staphylococcus

aureus resistentes a meticilina (Appendino et al., 2008).

Na triagem inicial, feita com a dose de 1.500 ug testamos o efeito do CBD e
do THC, isolados e em combinacgao, contra duas cepas do género Salmonella: S.
anatum ATCC 9270 e S. enteritidis ATCC 13076, porém, as duas cepas
demonstraram crescimento apds 24 horas de incubagdo. Resultados pouco
promissores com bactérias gram-negativas sdo comuns na literatura, porém, o CBD
se mostra o mais promissor, entre as duas moléculas. Um estudo experimental
avaliou a atividade antibacteriana de um extrato de CBD contra duas cepas de
Salmonella: S. typhimurium e S. newington. Os autores usaram um método de
microdiluicdo em caldo para testar diferentes concentra¢des do extrato (1,25; 0,125;
0,0125; e 0,00125 pg/mL) e compararam com um antibiético padrdo (ampicilina).
Eles mediram a densidade o6ptica das culturas bacterianas a cada hora por 6 horas,
usando um espectrémetro. Eles descobriram que o extrato de CBD foi capaz de
reduzir significativamente a densidade optica das culturas de S. typhimurium e S.
newington em todas as concentragdes testadas, exceto pela mais baixa (0,00125
Mg/mL), que mostrou um aumento da densidade optica em S. typhimurium,
sugerindo uma possivel resisténcia bacteriana. Eles calcularam que a concentragao
inibitéria minima (CIM) do extrato de CBD foi de 0,125 pg/mL para S. typhimurium e
0,0125 pg/mL para S. newington, indicando que S. newington foi mais sensivel ao
extrato de CBD do que S. typhimurium. Eles concluiram que o extrato de CBD tem
potencial para ser usado como um agente antibacteriano natural contra Salmonella,
e que mais estudos sao necessarios para elucidar o mecanismo de agédo e a

eficacia in vivo (Gildea et al., 2022).
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Autores sugerem que canabinoides ndo fendlicos sdo mais ativos, no
contexto antimicrobiano, do que os canabinoides fendlicos, sugerindo que a
presenga do grupo hidroxila na posi¢do 1 do anel aromatico reduz a atividade
antibacteriana (Appendino et al., 2008). Porém, devemos levar em consideragao
que isso nao € um padrao e focar em mais estudos in vitro, in vivo e in silico com
derivados da C. sativa de diferentes origens para se chegar a uma conclusdo mais

clara sobre as suas aplicagdes no contexto antimicrobiano.

7. CONCLUSOES

Por fim, concluo que a presente pesquisa lanca luz sobre as propriedades
farmacolégicas da Cannabis sativa L., especialmente no que diz respeito aos
canabinoides CBD e THC. E confirma, em parte, a hipotese inicial do trabalho. Os
experimentos realizados revelaram uma notavel baixa toxicidade em relagcdo as
células sanguineas humanas, respaldando a seguranga potencial dessas
substancias. Embora tenham demonstrado uma atividade antioxidante limitada, a
combinagdo de CBD e THC apresentou uma dindmica mais robusta na protegao
contra a oxidagcdo, sugerindo um potencial promissor para futuras aplicacbes
antioxidantes. A atividade antimicrobiana exibida pelos canabinoides, embora
predominantemente bacteriostatica, real¢ca sua capacidade de interagdo com cepas
bacterianas, indicando um papel relevante no campo da pesquisa antimicrobiana.
No entanto, os resultados destacam a necessidade de considerar variagbes nas
concentracdes e nas cepas avaliadas ao interpretar as atividades observadas. Este
estudo contribui, assim, de maneira significativa para o entendimento cientifico das
propriedades da C. sativa L., reforcando a importancia continua da pesquisa nesta
area e incentivando um enfoque seguro e benéfico na exploracdo desses

compostos na medicina contemporanea.
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