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RESUMO

A obesidade é uma condi¢cdo complexa, associada a inflamacao crdénica, alteracdes metabdlicas
e risco de complicagdes graves. Farmacos anti-obesidade enfrentam limitagcdes, como efeitos
colaterais e reganho de peso. Nesse contexto, a modulacdo da inflamacao crbnica surge como
estratégia promissora, e fitocanabinoides da Cannabis, como THCv, CBD e CBG, mostram
potencial para reduzir a inflamacéo por meio da interagdo com receptores canabinoides e outras
vias. Nessa perspectiva, investigamos os efeitos de diferentes extratos ricos nesses
fitocanabinoides sobre a inflamacgé&o cronica e as alteracBes metabdlicas de células do sangue
periférico em individuos com obesidade, oferecendo novas perspectivas terapéuticas adjuvantes
ao tratamento da doenca. No presente estudo, foram realizadas andlises comparativas em
mondacitos e células T CD4* totais provenientes de voluntarios eutroficos e obesos. As células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) desses individuos foram coletadas e estimuladas
com o extrato rico em fitocanabinoides que apresentou melhor desempenho. Para controle
positivo nos experimentos de citometria de fluxo, utilizaram-se lipopolissacarideo (LPS) para
estimulo dos mondcitos e anti-CD3/CD28 para ativagao dos linfécitos T CD4*. Ja no ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA), a dexametasona foi empregada como controle anti-
inflamatério, enquanto o Staphylococcal enterotoxin B (SEB) foi utilizado como controle positivo
para inducdo inflamatéria. Anteriormente a esta etapa, este estudo avaliou a citotoxicidade de
extratos brutos ricos em fitocanabinoides de Cannabis sativa em macrofagos murinos RAW
264.7, hemacias humanas e PBMCs, com o objetivo de determinar concentra¢des seguras para
analises imunoldgicas subsequentes. Foram realizados testes de viabilidade em macréfagos
RAW 264.7 e PBMCs pelo método MTT, além da avaliacdo da taxa de hemdlise em eritrocitos
humanos. Ap6s a triagem das concentracdes citotoxicas médias (CC50) e das concentracdes
seguras para testes (CC20) dos diferentes extratos, utilizou-se citometria de fluxo para investigar
0s mecanismos de morte celular induzidos por esses extratos em PBMCs, por meio da marcagéo
com Anexina V/iodeto de propidio (PI). Os resultados do teste MTT indicaram CC50 em células
RAW 264.7 de 28,49 ug/mL para CBD, 47,56 ug/mL para CBG e 8,68 ug/mL para THCv. Nao foi
observada atividade hemolitica para nenhum dos extratos testados. Em PBMCs, as CC50 foram
de 5,91 yg/mL para CBD, 15,77 pg/mL para CBG e 6,79 uyg/mL para THCv. Quanto ao
mecanismo de morte celular, os ensaios com Anexina V/Pl mostraram que os extratos induzem
predominantemente apoptose, com taxas de morte celular inferiores a 35% nas concentracdes
referentes a CC50. No que tange ao extrato bruto rico em THCv, selecionado para os testes
imunoldgicos, os resultados demonstram que esse extrato modula seletivamente a resposta
imune, com diferengcas marcantes entre individuos eutréficos e obesos. O tratamento preservou
a frequéncia de IL-10 e IL-4, e reduziu TNF-a em mondcitos e linfocitos CD4+ de individuos
obesos, indicando um perfil potencialmente anti-inflamatério quando comparados com os
extratos ricos em CBG e CBD. Na dosagem de citocinas por ELISA foi observado que o THCv
reduziu as citocinas IL-17 e IFN-y em obesos, quando comparado com individuos eutréficos. Em
mondacitos, a maior frequéncia de CD220* foi observada nos individuos obesos, enquanto p-
RPS6K1 ndo apresentou distingdo. Ambos os marcadores nesta célula, nao diferiu a frequéncia
nos tratamentos, concentracdes e tempos avaliados. Ao analisar a mieloperoxidase (MPO), o
THCv reduziu mondécitos MPO* em eutroficos, mas ndo em obesos. O tratamento diminuiu
também a frequéncia de IL-17A em linfécitos CD4+ de individuos obesos, quando comparado
com eutroficos. Em linfécitos CD4", individuos obesos exibiram menor expressdo de CD220 e
reducdo de p-RPS6K1 apos tratamento, quando comparados com eutroficos. Além disso, a
menor frequéncia de linfocitos CD4* CD39*CD73" em obesos, nao foi revertida pelo tratamento.
Por fim, o extrato bruto rico em THCv modulou seletivamente a resposta imune, evidenciando
que o perfil imunometabdlico basal influencia a resposta a fitocanabinoides, integrando a
regulagéo de vias inflamatdérias, imunorregulatorias e de sinalizagao intracelular.

Palavras-chave: Obesidade. Fitocanabinoides. Inflamacgé&o cronica. Modulacao
imunoldgica.



ABSTRACT

Obesity is a multifaceted condition characterized by chronic inflammation, metabolic
dysregulation, and an increased risk of severe complications. Current anti-obesity
pharmacotherapies face significant challenges, including adverse side effects and high rates of
weight regain after discontinuation. In this context, targeting chronic inflammation has emerged
as a promising therapeutic strategy. Phytocannabinoids derived from Cannabis sativa, such as
THCV, CBD, and CBG, have demonstrated potential in reducing inflammation through
interactions with cannabinoid receptors and other signaling pathways. The immunomodulatory
effects of various phytocannabinoid-rich extracts on chronic inflammation and metabolic
alterations were evaluated in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from obese
individuals, to identify novel adjuvant therapeutic strategies. Comparative analyses were
conducted on monocytes and total CD4* T cells isolated from both eutrophic and obese
volunteers. PBMCs were stimulated ex vivo with the phytocannabinoid-rich extract that exhibited
the most promising activity. Positive controls comprised lipopolysaccharide (LPS) for monocyte
activation and anti-CD3/CD28 antibodies for CD4* T cell stimulation in flow cytometry assays,
while dexamethasone and Staphylococcal enterotoxin B (SEB) served as anti-inflammatory and
pro-inflammatory controls, respectively, in ELISA assays. Before the immunological tests,
cytotoxicity of crude C. sativa extracts was assessed in murine RAW 264.7 macrophages, human
erythrocytes, and PBMCs to establish safe experimental concentrations. Viability assays (MTT)
revealed CC50 values in RAW 264.7 cells of 28.49 ug/mL for CBD, 47.56 pg/mL for CBG, and
8.68 ug/mL for THCV, with no hemolytic activity detected in erythrocytes. PBMC CC50 values
were 5.91 yg/mL (CBD), 15.77 pug/mL (CBG), and 6.79 pg/mL (THCV). Annexin V/propidium
iodide staining indicated apoptosis as an action mechanism, with rates below 35% at CC50
concentrations. Focusing on the THCV-rich extract selected for immunological testing, results
showed its selective immunomodulatory effect, with clear differences between eutrophic and
obese subjects. Treatment maintained IL-10 and IL-4 levels while reducing TNF-a expression in
monocytes and CD4* T cells from obese individuals, indicating a strong anti-inflammatory profile
compared to CBG- and CBD-rich extracts. ELISA analysis showed that THCV reduced IL-17 and
IFN-y secretion in obese subjects. Obese individuals also showed higher frequencies of CD220*
monocytes, with no significant changes in p-RPS6K1 expression. THCV reduced MPO*
monocytes in eutrophic but not obese subjects. Additionally, IL-17A* CD4* T cell frequencies
decreased in obese subjects after treatment, along with lower CD220 expression and reduced p-
RPS6K1 phosphorylation. The lower frequency of CD4* CD39*CD73" regulatory T cells in obese
individuals was not reversed by the treatment. Overall, these findings highlight the crucial role of
basal immunometabolic status in determining phytocannabinoid responses, suggesting that
THCV can modulate inflammatory, regulatory, and intracellular signaling pathways involved in
obesity-related immune dysfunction.

Keywords: Obesity. Phytocannabinoids. Chronic inflammation. Immune modulation.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca cronica e multifatorial, comumente caracterizada pelo
acumulo excessivo de gordura visceral. Ela é definida quando um individuo possui um
indice de massa corporal (IMC) maior ou igual a 30, enquanto 0 sobrepeso é
caracterizado por um IMC entre 25,0 e 29,9 (Rubino et al., 2025). Individuos com
obesidade apresentam maior incidéncia de problemas de saude relacionados ao
excesso de peso, como diabetes, doencas cardiovasculares, hipertenséo, dislipidemia e
aterosclerose, condicbes frequentemente associadas a alteracbes na resposta
inflamatéria no tecido adiposo, que se estendera por todo organismo (De Heredia;
Gomez-Martinez; Marcos, 2012; Lin; Li, 2021; Misumi et al., 2019; Rubino et al., 2025).

O tecido adiposo, particularmente em sua fracéo vascular estromal, abriga células
imunes com um perfil predominantemente Th2, que sdo essenciais para a manutencao
da homeostase tecidual e da sensibilidade a insulina nos adipdcitos. Neste ambiente,
predominam macroéfagos anti-inflamatoérios (M2), células T reguladoras (Tregs), células
linfoides inatas do tipo 2 (ILC2s), células T natural killer invariantes (iNKT), células natural
killer (NK) e eosindfilos (Cinkajzlova; Mraz; Haluzik, 2017; Trim; Lynch, 2022). Contudo,
a medida que ocorre a hiperplasia dos adipdcitos, caracteristica da obesidade, o
ambiente tecidual sofre alteracdes, incluindo um aumento na producéo das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6, em resposta a hipdxia local sinalizada pela producéo
de HIF-1a pelos adipdcitos. Este processo induz o recrutamento de macréfagos pro-
inflamatérios (M1) para o tecido adiposo, levando a diminuicdo do carater anti-
inflamatorio das células imunoldgicas residentes. A mudanca no perfil celular e na
producdo de citocinas gera um desbalanco funcional no sistema imunoldgico,
caracterizando a inflamacao de baixo grau associada a obesidade (De Heredia; Gomez-
Martinez; Marcos, 2012; Purdy; Shatzel, 2021).

Aléem de promoverem a inflamagdo, essas citocinas comprometem o
armazenamento de triglicerideos e aumentam a lipolise. Elas também interferem
negativamente no processo de maturacdo dos adipdcitos e na sintese adequada de

triglicerideos, o que, por sua vez, sustenta a ativacdo de vias pro-inflamatorias, como
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NFkB e JNK. A via JNK, em particular, desempenha um papel central no
desenvolvimento da resisténcia insulinica observada nesta populagdo. Como resultado,
ocorre um aumento na expressao de citocinas pré-inflamatorias, em especial TNF-a, que
atuam regulando positivamente o mecanismo de manutencao da doenca, perpetuando
a inflamacao crénica e contribuindo para o agravamento das comorbidades associadas
a obesidade (De Heredia; Gomez-Martinez; Marcos, 2012; Makhijani et al., 2023;
Mclaughlin et al., 2017; Trim; Lynch, 2022; Yung; Giacca, 2020).

Os medicamentos anti-obesidade (AOMs) tém enfrentado desafios substanciais ao
longo do tempo, devido a falhas anteriores como efeitos cardiovasculares adversos e
risco de dependéncia. Drogas como sibutramina e rimonabant foram retiradas do
mercado devido a efeitos indesejaveis. No entanto, com o0 avanco das terapias baseadas
em agonistas do receptor do peptideo semelhante ao glucagon tipo 1 (GLP-1), como a
semaglutida, aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) em 2021, e a liraglutida,
desde 2014, o cenario esta mudando. Esses medicamentos tém demonstrado eficacia
significativa na promoc¢ao da perda de peso, mas ainda apresentam efeitos colaterais,
como nauseas e problemas gastrointestinais, além de riscos cardiovasculares raros
(Muller et al., 2021; Perdomo et al., 2023; Sumithran; Finucane; Cohen, 2024). Além dos
desafios associados aos AOMs, a taxa de reganho de peso apés a interrupgcdo do
tratamento, seja farmacoldgico ou ndo farmacoldgico, continua a ser um obstaculo
significativo. Esse reganho pode ser atribuido a fatores como adaptacao do metabolismo,
aumento do apetite e falta de adesé&o a tratamentos de longo prazo (Greenway, 2015). A
inflamacé@o crbnica de baixo grau, um fator central na obesidade, pode também
desempenhar um papel crucial no reganho de peso. Assim, estratégias para modular
essa inflamacdo podem se mostrar benéficas como parte integral do tratamento da
obesidade (Liu; Nikolajczyk, 2019; Van Baak; Mariman, 2023).

Neste contexto, a Cannabis sativa L. tem se destacado como uma fonte promissora
para o tratamento de condi¢cdes inflamatérias, devido a sua rica composicdo de
fitocanabinoides. O A9-tetraidrocanabinol (THC) € o principal composto psicoativo,
enquanto o A9-tetraidrocannabivarina (THCv), apesar de estruturalmente similar, ndo

possui efeitos psicotropicos. Outros canabinoides relevantes incluem o canabidiol (CBD),
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o canabinol (CBN) e o canabigerol (CBG), cada um com propriedades terapéuticas
distintas (Janecki et al., 2022; Jastrzab; Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2022; Kogan
et al., 2021). Estudos recentes demonstram que esses fitocanabinoides podem modular
a inflamacé&o crénica por interacdo direta com células do sistema imunologico, como
agonistas de receptores canabinoides do tipo 2 (CBR2) ou através outras familias de
receptores metabotropicos e ionotropicos (Braile et al., 2021; Liu et al., 2022; Maayah et
al., 2020; Pénzes et al., 2023). Atuando como agonistas ou antagonistas, esses
compostos oferecem novas perspectivas como adjuvante na farmacoterapia da
obesidade e de outras condic8es inflamatorias cronicas. Sendo assim, a hipotese desse
trabalho € que a Cannabis medicinal pode restaurar a homeostase imunolédgica e
melhorar a sinalizacdo da insulina, contribuindo para o equilibrio fisiolégico e auxiliando
no tratamento da obesidade. Desta forma, este estudo propde investigar o potencial anti-
inflamatorio e imunometabdlico de fitocanabinoides presentes em diferentes quimiotipos

de C. sativa frente a inflamacéo crénica de baixo grau em pessoas com obesidade.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. A Fisiopatologia da obesidade

Embora o IMC seja uma ferramenta amplamente utilizada para mensurar a
obesidade, entende-se cada vez mais que essa condicdo € muito mais complexa.
Atualmente, a obesidade é concebida como um estado “defendido” pelo organismo,
caracterizado por uma resisténcia natural a perda de peso (Chandiwana et al., 2025).
Esse entendimento ajuda a justificar o sucesso dos agonistas do receptor do peptideo-1
semelhante ao glucagon (GLP-1), que modulam o apetite e o metabolismo,
desempenhando um papel comparavel ao da insulina no tratamento do diabetes ou dos
medicamentos anti-hipertensivos nas doencas cardiacas — tema que seré abordado no

subtépico 4 desta fundamentacao tedrica (Busetto et al., 2021).

Dessa forma, o novo conceito de obesidade (Figura 1) sugerido pela comissao
formada pelos principais 56 pesquisadores mundiais da area (Rubino et al., 2025), define
a obesidade como uma condicao caracterizada pelo excesso de tecido adiposo no corpo,
gue pode ocorrer com ou sem alteracdes na distribuicdo e funcdo desse tecido. Essa
condicdo possui causas multifatoriais, ainda néo totalmente compreendidas, e quando
esse excesso de gordura comeca a afetar a funcéo dos 6rgéos e tecidos, ela pode ser
classificada como obesidade clinica, uma doenca crbnica e sistémica. Nessa fase, a
obesidade pode causar danos significativos a 6rgaos vitais, levando a complicacbes
graves como infarto do miocérdio, acidente vascular cerebral e insuficiéncia renal, que

impactam severamente a qualidade e a expectativa de vida do individuo.

Antes do desenvolvimento dessas complicacdes, existe uma fase denominada
obesidade pré-clinica, na qual o excesso de gordura esta presente, mas 0s 0rgaos e
tecidos ainda mantém suas funcdes normais. Nesta fase, os individuos apresentam um
risco aumentado de evoluir para a obesidade clinica, além de desenvolverem outras
doencas crbnicas nao transmissiveis, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doencas

cardiovasculares, certos tipos de cancer e transtornos mentais (Rubino et al., 2025).
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Para avaliar o risco e confirmar a presenca de excesso adiposo, o IMC pode ser
usado como uma medida pratica em nivel populacional, mas néo é suficiente para avaliar
a saude individual. Por isso, € recomendado o uso de medidas adicionais, como a
circunferéncia da cintura ou a relacdo cintura-quadril, que ajudam a identificar a
quantidade e distribuicdo da gordura corporal, levando em conta fatores como idade,
género e etnia. Todavia, em pessoas com IMC muito elevado (acima de 40 kg/m?), o
excesso de gordura pode ser assumido sem necessidade de confirmagédo adicional
(Chandiwana et al., 2025; Rubino et al., 2025).

Além disso, de acordo com Rubino e colaboradores (2025), o diagndstico formal de
obesidade clinica deve considerar ndo apenas o excesso de gordura, mas também a
presenca de prejuizos na funcdo de 6rgaos ou limitaces significativas nas atividades
diarias, especialmente aquelas que envolvem mobilidade e cuidados basicos. Além da
avaliacdo clinica, exames laboratoriais basicos sdo recomendados para pacientes com
excesso de gordura confirmado, incluindo hemograma completo, glicemia, perfil lipidico
e testes de funcéo renal e hepatica, de forma a identificar precocemente possiveis

alteracdes metabdlicas e monitorar a satude geral do individuo.

Figura 1. Obesidade clinica e pré-clinica
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Fonte: Rubino e colaboradores (2025). Quadro comparativo entre obesidade pré-clinica e
obesidade clinica. Ambas apresentam excesso de adiposidade, avaliado por IMC e medidas
como circunferéncia da cintura. Na obesidade pré-clinica, ha alteracdes iniciais em células e
tecidos que evoluem para mudancas na estrutura dos 6rgdos, mas com funcao preservada,
resultando em manifestacfes clinicas minimas ou ausentes. Ja na obesidade clinica, ocorrem
alteracdes na fungéo dos 6rgéos, levando a sinais e sintomas, limitagées nas atividades diarias
e, eventualmente, complicacdes graves com danos a 6rgdos. O diagnéstico em ambos os
estagios envolve medidas antropométricas, historico meédico, revisdo dos sistemas orgéanicos e
avaliacdes diagndésticas adicionais conforme necessario.

Além do diagnostico e avaliacdo clinica da obesidade, é fundamental entender os
fatores que levam ao seu desenvolvimento. Segundo Lingvay e colaboradores (2024), o
acumulo excessivo de gordura corporal que leva a obesidade resulta de um balanco
energético positivo sustentado. No entanto, as causas desse desequilibrio s&o
complexas, envolvendo interacbes entre fatores biolégicos, ambientais,
comportamentais, socioculturais e econdomicos. O ambiente obesogénico, caracterizado
por fatores como maior disponibilidade e marketing de alimentos, tamanhos maiores de
porcdes e aumento do sedentarismo, € um principal impulsionador do aumento da

obesidade nas Ultimas décadas.

Além disso, a obesidade esta associada a uma série de genes, cada um com efeito
individual pequeno sobre o indice de massa corporal (IMC). Muitos desses genes sao
predominantemente expressos no sistema nervoso central. Genes especificos, como
agueles relacionados a via leptina-melanocortina, desempenham papéis cruciais na
regulacdo da ingestdo alimentar. MutacGes no gene do receptor de melanocortina-4,
responsaveis por obesidade monogénica, sdo comuns em casos de obesidade severa e
exemplificam a complexidade da obesidade, que pode ser vista como um conjunto de
subtipos ou diferentes condi¢cdes que resultam em excesso de tecido adiposo e

deterioracdo da saude (Lin; Li, 2021; Lingvay et al., 2024).

Além das causas e mecanismos genéticos, é importante compreender as
mudancas fisiolégicas associadas ao acumulo de tecido adiposo. O acumulo de lipidios,
predominantemente triglicerideos, no tecido adiposo ocorre junto com aumentos
volumétricos no musculo esquelético, figado e outros 6rgédos (Greenway, 2015). Em
individuos obesos com peso estavel, observa-se uma maior massa gorda e magra, além

de maior gasto energético em repouso, débito cardiaco, pressao arterial e massa de
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células B pancreaticas, em comparacao com individuos sem sobrepeso ou obesidade.
Com o tempo, o excesso de lipidios se distribui em diversos compartimentos corporais,
com o tecido adiposo subcutaneo armazenando a maior parte desses lipidios, enquanto
adipécitos marrons e bege estdo presentes em menores quantidades em adultos
(Greenway, 2015; Heymsfield; Wadden, 2017; Lingvay et al., 2024).

A obesidade é acompanhada por uma inflamacao sistémica de baixo grau, onde ha
um aumento de macrofagos e outras células imunolégicas no tecido adiposo,
particularmente devido a remodelacao tecidual em resposta a apoptose dos adipdécitos.
Essas células imunoldgicas secretam citocinas pré-inflamatérias, como IL-6, IL-1, IL-8 e
TNF-a, contribuindo para a resisténcia a insulina frequentemente observada em
pacientes obesos. O tecido adiposo visceral, em particular, embora menor que o
subcutaneo, esta fortemente associado a disturbios metabdlicos e consequéncias
adversas da obesidade, incluindo hipertensao e diabetes mellitus do tipo 2 (DMT2)
(Heymsfield; Wadden, 2017; Purdy; Shatzel, 2021; Van Baak; Mariman, 2023).

Essas alteragcdes no tecido adiposo visceral acarretam efeitos sistémicos que
contribuem para diversas complicacdes clinicas. Por exemplo, o acumulo de gordura ao
redor dos rins pode elevar a pressao arterial, exacerbando a hipertensdo, enquanto o
aumento dos tecidos moles faringeos pode obstruir as vias aéreas durante o sono,
levando a apneia obstrutiva do sono. Adicionalmente, o excesso de adiposidade impde
uma carga mecanica nas articulagdes, tornando a obesidade um fator de risco
significativo para o desenvolvimento de osteoartrite. O aumento da pressédo intra-
abdominal também pode estar relacionado ao maior risco de doenca do refluxo
gastroesofagico, esdfago de Barrett e adenocarcinoma esofagico em individuos obesos
(De Heredia; GoOmez-Martinez; Marcos, 2012; Heymsfield; Wadden, 2017).

2.2. Aspectos fenotipicos das células do sistema imunologico na
obesidade

A obesidade é caracterizada por uma ativacdo crénica de baixo grau do sistema

imune, impulsionada por um microambiente inflamatério no qual citocinas pro-
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inflamatorias, como IFN-y (perfil Thl em linfocitos) e TNF-a (perfil M1 em macrofagos),
desempenham um papel central. A sinalizacdo dessas moléculas estimula a secrecéo
de quimiocinas, como CCL5 e MCP-1, promovendo o recrutamento de mondcitos e
linfocitos para o tecido adiposo — um fenémeno observado tanto em modelos animais
quanto em humanos. Esse influxo celular resulta no aumento da infiltracdo de
macréfagos, que, ao interagirem com adipdcitos e pré-adipécitos, amplificam a resposta
inflamatoria e contribuem para a disfuncédo endotelial e metabdlica (Cinkajzlové; Mraz;
Haluzik, 2017; Engin, 2017; Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

Durante a obesidade, a ativagcdo do eixo MCP-1/CCR2 facilita a migracédo de
mondcitos para o subendotélio vascular, onde interagem com lipoproteinas oxidadas (ox-
LDL), originando células espumosas, um estagio inicial da formacdo de placas
ateroscleroticas. Além disso, macréfagos ativados na obesidade sintetizam grandes
guantidades de IL-12, IL-23 e Inos, promovendo um perfil inflamatério sustentado por
meio da ativacdo dos receptores do tipo Toll (TLR)(Chavez-Galan et al., 2015; Kapellos
et al., 2019; Kwaifa et al., 2020). Evidéncias mostram que o nimero de macrofagos no
tecido adiposo aumenta proporcionalmente ao grau de obesidade, com uma transicao
do fendtipo anti-inflamatério (M2) para o proé-inflamatério (M1). Essa mudanca,
impulsionada por dietas hiperlipidicas, reforca a hipétese de que a obesidade induz um
microambiente inflamatorio persistente, elevando os niveis sistémicos de citocinas como
TNF-q, IL-6 e IL-12 (Chavez-Galan et al., 2015; Kapellos et al., 2019).

Nesse cenario, a mieloperoxidase (MPO), uma enzima abundante em neutréfilos e
mondcitos, emerge como um elo potencial entre a inflamacgéo da obesidade e 0 aumento
do risco cardiovascular. Ao gerar espécies reativas de oxigénio, a MPO contribui para o
estresse oxidativo e a inflamacg&o, promovendo a oxidacdo da LDL e favorecendo a
progressdo da aterosclerose. Estudos epidemioldgicos e experimentais indicam que
monocitos com alta expressao de MPO estdo associados a um maior risco de doencas
cardiovasculares, sugerindo um papel ativo dessa enzima na fisiopatologia inflamatéria
e metabdlica da obesidade (Aratani, 2018; Catellier et al., 2008; Khine et al., 2017,
Matijevic et al., 2011; Ndrepepa, 2019; Oyenuga et al., 2018; Wildgruber et al., 2016).
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Os linfécitos representam a primeira linha de resposta imune ao estresse
metabdlico induzido pela obesidade no tecido adiposo, reagindo precocemente aos
produtos de adipdcitos hipertroficos e contribuindo para o subsequente recrutamento de
monaocitos, sua ativacdo e diferenciacdo em macrofagos. No microambiente adiposo,
essas células linfoides incluem células natural killer (NK) e células natural killer T (NKT),
além de células da imunidade adaptativa, como linfécitos T auxiliares (Th), linfécitos T
citotoxicos (Tc) e células B. Em humanos, os linfécitos CD4+ constituem a principal
populacao linfocitaria no tecido adiposo, desempenhando papéis distintos de acordo com
o reconhecimento de citocinas presentes no microambiente (Cinkajzlova; Mraz; Haluzik,
2017; Shirakawa; Sano, 2023).

Os linfocitos CD4+ podem se diferenciar em subtipos funcionais especificos, cada
um associado a perfis inflamatorios distintos. As células Thl e Th17, impulsionadas por
IFN-y e IL-6/TGF-B, respectivamente, favorecem respostas pré-inflamatorias, incluindo a
inducéo da polarizacéo de macrofagos para o fenétipo M1. Em contraste, as células Th2
e regulatorias (Tregs), moduladas por IL-4 e TGF-B, exercem um papel anti-inflamatério,
promovendo a diferenciacdo de macréfagos M2 e a manutencdo da homeostase tecidual.
Estudos recentes destacam o papel critico das células CD4+ no equilibrio imunolégico
do tecido adiposo durante a progresséao da obesidade e suas complicac6es metabdlicas,
sendo sua frequéncia positivamente correlacionada com o indice de massa corporal
(IMC) em humanos (Valentine; Nikolajczyk, 2024; Wang et al., 2018; Zhao et al., 2018).

Com a progressao da obesidade, ha uma expanséo das populacdes de linfécitos
Th1 no tecido adiposo, superando a influéncia das células Th2, que sao essenciais para
a homeostase do tecido adiposo em individuos eutréficos. Tanto células Thl quanto Th2
demonstram aumento da producdo de citocinas associadas a inflamacao crénica de
baixo grau, mesmo em individuos obesos nao diabéticos, marcando um perfil inflamatério
alterado em comparagédo com individuos eutroficos. Esse aumento das citocinas Thl e
Th2 esta diretamente relacionado ao desenvolvimento de estados pré-diabéticos. Por
outro lado, em camundongos, as células Th2 ao secretarem citocinas anti-inflamatorias
como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, demonstraram reverter o ganho de peso corporal e

melhorias significativas na tolerancia a glicose, aumento da sensibilidade a insulina e
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reducdo do ganho de peso (Cinkajzlova; Mraz; Haluzik, 2017; Mclaughlin et al., 2017;
Shirakawa; Sano, 2023; Valentine; Nikolajczyk, 2024).

Em pacientes com diabetes tipo 2, a populacdo de células Thl no tecido adiposo
estd aumentada e correlaciona-se com a resisténcia a insulina. Relatos indicam que
individuos obesos resistentes a insulina apresentam niveis elevados de células Th17 no
tecido adiposo subcutdneo abdominal em comparagdo com aqueles obesos, porém
sensiveis a insulina. Além disso, niveis elevados de IL-17 foram detectados tanto em
individuos obesos quanto em pacientes com diabetes tipo 2. Em modelos murinos de
obesidade induzida por dieta hiperlipidica, as populacdes esplénicas de células Thl7 e
0s niveis circulantes de IL-17 aumentaram de maneira dependente de IL-6, contribuindo
para a inibicdo da sinalizacdo da insulina nos hepatécitos e para a reducéo da captacao
de glicose pelo muasculo esquelético. A via AKT-Mtor-quinase beta-1 da proteina
ribossomal S6 (rpS6K1), conhecida por regular o metabolismo celular e a resposta
inflamatoria, parece ter um papel critico na diferenciacdo de células Th1l7. A inibicdo
dessa via em animais normopeso afetou a expressao de Gfil, um regulador negativo da
diferenciacdo de Th17 (Kurebayashi et al., 2012; Shirakawa; Sano, 2023; Wang et al.,
2018).

A ecto-nucleotidases CD73 também é importante neste balanco supressivo. Sua
funcéo é converter AMP em adenosina que € uma molécula crucial na funcao supressora
das linfocitos T CD4+ de perfil regulador (Tregs), ademais, juntamente com outra ecto-
nucleotidase que hidrolisa ATP em ADP e AMP: a CD39, elas desempenham um papel
essencial na modulacdo da resposta inflamatéria pela reducdo dos niveis de AMP ciclico
nos linfocitos. E observado que no contexto obesogénico, ha uma reducdo na expresséo
de CD73 de Tregs no tecido adiposo visceral (VAT) que é diretamente proporcional ao
aumento da expressao do receptor ST2 (eixo ST2/IL33, importante na obesidade). Para
a homeostase destas células no microambiente, Tregs CD73"d" ST2low ¢ CD73"% e
ST2M"d" sd0 encontradas na mesma proporcéo (Li et al., 2021; Torres et al., 2023).

Em individuos eutroficos, uma proporcao significativa de Tregs no VAT expressa 0
receptor de insulina (CD220) que responde adequadamente a insulina para regular a
inflamacéo sem comprometer a producao de citocinas anti-inflamatoérias como IL-10 e IL-

4 (Han et al., 2014). De maneira ainda nao elucidada molecularmente, esta
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subpopulacdo de Treg € sensivel a insulina mesmo em ambiente hiperinsulinémico

associado a obesidade (Li et al., 2021).

Em individuos obesos, a frequéncia de células T CD4+ de perfil regulador no VAT
diminui, enquanto h4& um aumento na prevaléncia de células T de carater pro-
inflamatorias, como Thl e Th1l7. Esta mudanca no perfil celular reflete uma transicéo de
um ambiente anti-inflamatorio para um ambiente pré-inflamatério (Liu; Nikolajczyk,
2019). A mudanca na proporcao de macréfagos M1 para M2 e a funcéo reduzida das
Tregs exacerbam a inflamacédo no tecido adiposo e a resisténcia a insulina (Guo, 2014;
Han et al., 2014; Li et al., 2021; Liu; Nikolajczyk, 2019). As Tregs residentes no VAT de
individuos eutréficos produzem IL-10, que exerce um efeito inibitério sobre a producéao
de citocinas inflamatérias, como TNF-a e IL-6 e restaura a funcdo do GLUT4 em
adipdcitos (Li et al., 2021; Trim; Lynch, 2022). No entanto, na obesidade, a producéo de
IL-10 por Tregs € reduzida devido a ativacdo permanente da via de sinalizacdo AKT-
mTOR-proteina ribossomal S6 (rpS6K1), comprometendo sua capacidade de suprimir a
inflamacéo induzida por TNF-a (Han et al., 2014; Laplante; Sabatini, 2012; Li et al., 2021).
Esses subconjuntos de células T residentes no tecido adiposo tém a capacidade de
circular no sangue periférico (Burton et al.,, 2024), o que pode levar a alteracbes

sistémicas.

2.3. Medicamentos anti-obesidade e o fen6meno de reganho de peso
2.3.1 Farmacos para o tratamento da obesidade: pros e contras

O tratamento da obesidade é multiesferas e, além de mudancas no estilo de vida,
a terapia medicamentosa desempenha um papel importante no manejo do peso corporal
(Sumithran; Finucane; Cohen, 2024; Yarnoz-Esquiroz et al., 2022). Os medicamentos
antiobesidade (AOMSs) sé&o desenvolvidos para ajudar na reducdo de peso, muitas vezes
atuando através da supressao do apetite, aumento da saciedade ou diminuicdo da
absorcao de nutrientes (Muller et al., 2021; Perdomo et al., 2023; Schmitz; Aronne, 2023;

Sumithran; Finucane; Cohen, 2024).

A fentermina é uma amina simpaticomimética conhecida por suprimir o apetite,

reduzindo, assim, a ingestao alimentar. Aprovada em 1959 para o tratamento de curto
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prazo da obesidade (menos de 3 meses), a fentermina € atualmente o medicamento
antiobesidade (AOM) mais prescrito nos Estados Unidos. Sua aprovacgéo para uso de
curto prazo se deve ao fato de que os dados de seguranca disponiveis na época eram
baseados em estudos de curta duracdo, e a compreensdo da obesidade como uma
condicao crénica ainda era limitada (Perdomo et al., 2023). Além disso, a fentermina &
aprovada para uso em adolescentes de 16 a 18 anos. Entre os efeitos colaterais mais
comuns estdo elevacdo da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, ansiedade, insbnia,
boca seca, constipacéo, irritabilidade e palpitacdes. A fentermina é classificada como
uma substancia controlada de classe 1V, e deve-se evitar sua administracéo a noite para
prevenir a insdnia (Schmitz; Aronne, 2023). Embora originalmente aprovada para uso de
curto prazo, muitos médicos prescrevem fentermina off-label para uso prolongado,
visando a manutenc¢do do peso a longo prazo. Outras aminas simpaticomiméticas, como
fendimetrazina e dietilpropiona, também sdo aprovadas para o tratamento de curto prazo
da obesidade, mas sdo menos utilizadas que a fentermina. Estas substancias sao
classificadas como controladas nas classes IV e lll, respectivamente(Perdomo et al.,
2023; Schmitz; Aronne, 2023).

A combinacdo de fentermina e topiramato de liberagdo prolongada € um
medicamento de dose fixa aprovado em 2012 para o tratamento de longo prazo da
obesidade. A fentermina atua como uma amina simpaticomimética, enquanto o
topiramato, aprovado pela FDA para o tratamento de epilepsia e profilaxia de enxaqueca,
mostrou reduzir o peso corporal ao diminuir a ingestdo cal6rica e promover aversao ao
sabor (Miller et al., 2021; Schmitz; Aronne, 2023). O topiramato é teratogénico, portanto,
mulheres em idade fértil devem realizar teste de gravidez antes de iniciar o medicamento
e utilizar contracepc¢ao eficaz durante o tratamento. Efeitos colaterais incluem elevacao
da presséo arterial e da frequéncia cardiaca, boca seca, constipacdo, parestesias,
nauseas, vomitos, insdnia, tontura, ansiedade, irritabilidade, comprometimento cognitivo

e disturbios de atencéo (Schmitz; Aronne, 2023).

A bupropiona, um inibidor da recaptacdo de norepinefrina e dopamina, e a
naltrexona, um antagonista dos receptores opioides, sdo aprovadas pela FDA como uma

combinacdo em pilula de dose fixa para o0 manejo de peso a longo prazo. A bupropiona
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estimula os neurdnios propiomelanocortina (POMC) no hipotalamo, resultando em
reducdo da ingestdo alimentar e aumento do gasto energético. A naltrexona bloqueia a
autoinibicdo do POMC, potencializando os efeitos da bupropiona. A combinacéo
bupropiona/naltrexona produz maior perda de peso (9,3% com tratamento versus 5,2%
com placebo). Efeitos colaterais incluem nauseas, vomitos, constipacdo, diarreia,
elevacgéo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca, insénia, boca seca e elevacao de
enzimas hepéticas, com relatos de hepatotoxicidade em pacientes utilizando naltrexona
(Perdomo et al., 2023; Schmitz; Aronne, 2023).

A liraglutida € um agonista do receptor de peptideo-1 semelhante ao glucagon
(GLP-1) aprovado pela FDA para o tratamento da obesidade em adultos e criangas a
partir de 12 anos com obesidade e peso corporal acima de 60 kg. O GLP-1 € um
horménio incretinico que atua no trato gastrointestinal para reduzir o esvaziamento
gastrico, aumentando assim a saciedade. O receptor de GLP-1 também esté presente
no cérebro, onde participa da regulacdo do apetite. Pacientes tratados com liraglutida
perderam em média 6,2% de peso adicional em comparacédo a 0,2% no grupo placebo
(Muller et al., 2021; Schmitz; Aronne, 2023).

A semaglutida € um agonista do receptor GLP-1 de longa duracéo, aprovado pela
FDA para o manejo crénico do peso em adultos e pacientes pediatricos a partir de 12
anos com IMC igual ou superior ao percentil 95, padronizado por idade e sexo. A
semaglutida retarda o esvaziamento gastrico, reduzindo a ingestao de energia, além de
atuar diretamente no cérebro para reduzir a recompensa e os desejos alimentares. E
considerado o AOM mais eficaz disponivel, pois produziu a maior reducéo percentual no
peso corporal em ensaios clinicos, com perda de peso de 15,8% no grupo tratado com
semaglutida em comparacéo a 6,4% no grupo tratado com liraglutida. A reducéo média
de peso foi de 14,9% no grupo tratado com 2,4 mg de semaglutida versus 2,4% no grupo
placebo. Efeitos colaterais da liraglutida e da semaglutida incluem nauseas, vomitos, dor
abdominal, diarreia, constipacao, dispepsia, fadiga, pancreatite aguda, colecistite aguda,
lesé@o renal aguda secundaria a desidratacdo, hipoglicemia (especialmente em pacientes

com diabetes tipo 2 em uso concomitante de insulina ou secretagogos de insulina) e
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elevacado da frequéncia cardiaca (Mdller et al., 2021; Perdomo et al., 2023; Schmitz;
Aronne, 2023).

Por um tempo, este farmaco foi considerado o melhor AOM disponivel no mercado,
porém foi observado que a farmacoterapia com semaglutida ainda estad sujeita ao
reganho de peso, um fendmeno observado em todos os tratamentos farmacoldgicos e
ndo farmacoldgicos (terapias endoscopicas, hidrogeis orais, gastroplastia endoscépica,
baldo intragastrico e cirurgia bariatrica), contra a obesidade. Em um estudo, a perda de
peso média foi de 10,6% entre os 803 pacientes que completaram o periodo inicial do
estudo. Aqueles que continuaram com a semaglutida perderam mais 7,9% do peso
corporal, enquanto os que mudaram para o placebo recuperaram 6,8% do peso corporal
(Muller et al., 2021; Perdomo et al., 2023; Schmitz; Aronne, 2023; Sumithran; Finucane;
Cohen, 2024).

Um novo medicamento denominado Tirzepatida (TZP) foi desenvolvido, consistindo
em um co-agonista de GLP-1e do polipeptideo insulinotrépico dependente de glicose
(GIP) (Fareed et al., 2025). Tal farmaco demonstrou elevada eficacia em termos de perda
de peso, alcancando aproximadamente 25% de reducdo do peso corporal ao longo de
um periodo de 1,5 anos. Ademais, verificou-se que a TZP apresenta efeitos benéficos
nas comorbidades associadas a obesidade além da perda de peso, tais como melhorias
no diabetes tipo 2 (T2DM), nas doencas cardiovasculares (CVDs), na doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (NAFLD) e na sindrome da apneia obstrutiva do sono (OSAS)
(Cai et al., 2024; Melson et al., 2025; Rochira et al., 2024; Willard et al., 2020).

Observou-se por Rochira e colaboradores (2024) que o impacto da TZP na
diminuicAio da massa gorda total parece superar o efeito de outros farmacos
antiobesidade e do placebo (modificacdo do estilo de vida), porém tal efeito ocorre
aparentemente em doses elevadas de TZP (10 e 15 mg). Além disso, a TZP, em qualquer
dose, aparenta determinar um decréscimo significativo na gordura visceral pelo mesmo

periodo.

Por outro lado, conforme constatado por Mishra et al., (2023), a TZP apresenta

alguns efeitos adversos, majoritariamente de natureza gastrointestinal, sendo nadusea e
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diarreia os eventos mais frequentemente relatados. Ademais, no que concerne as
interacdes medicamentosas, ao iniciar o tratamento com TZP, deve-se considerar
cuidadosamente a reducdo da dose de insulina ou secretagogos de insulina (por
exemplo, sulfonilureias) administrados concomitantemente, a fim de evitar episédios de
hipoglicemia. Outrossim, considerando-se que a tirzepatida (TZP) retarda o
esvaziamento gastrico, tal efeito pode comprometer a absor¢cdo de medicamentos orais
administrados concomitantemente — por exemplo, pacientes em uso de contraceptivos
orais devem ser orientados a migrar para métodos contraceptivos ndo orais. Dessa forma,
torna-se imprescindivel cautela quanto ao uso de farmacos cuja eficacia dependa de
concentracdes limiares, especialmente agueles com estreito indice terapéutico, como a

varfarina.

Estudo realizado por Aronne et al., (2023), avaliou o impacto da continuidade versus
interrup¢cdo do tratamento com TZP em individuos com obesidade ou sobrepeso.
Inicialmente, 783 participantes receberam semanalmente a dose subcutanea maxima
tolerada (10 ou 15 mg) por 36 semanas, sendo entdo randomizados (1:1) para manter a
TZP ou trocar para placebo por mais 52 semanas. Ao final do acompanhamento, 89,5%
dos participantes que continuaram o uso mantiveram pelo menos 80% da perda de peso
obtida no periodo inicial, contra apenas 16,6% no grupo placebo. Entre as semanas 36 e
88, a variacao percentual média do peso foi de -5,5% no grupo TZP versus +14,0% no
placebo (diferenca: -19,4%), com reducéo total média de 25,3% e 9,9%, respectivamente,
desde o inicio do estudo. Os achados evidenciam que a suspenséao do farmaco levou a
um reganho substancial do peso perdido — fendbmeno comum a todos os AOMs —
enquanto a manutencdo do tratamento preservou e potencializou a reducédo ponderal

inicial.

Ao comparar-se com a semaglutida, foi observado por Rodriguez et al., (2024), em
uma populacdo clinica de adultos com sobrepeso ou obesidade, que os pacientes
tratados com tirzepatida apresentaram maior probabilidade de alcancar perda de peso
significativa. As alteragdes ponderais durante o tratamento foram mais expressivas nos

pacientes que receberam TZP aos 3 meses (diferenca de —2,4%), 6 meses (diferenca de
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-4,3%) e 12 meses (diferenca de -6,9%) de tratamento. As taxas de eventos adversos

gastrointestinais foram similares entre 0s grupos.

Tal eficacia pode estar relacionada com achados recentes, nos quais Wang et al.,
(2025) observaram, em camundongos C57BL/6J com seis semanas de idade, que a TZP
atenuou a disbiose induzida por dieta rica em gorduras, alterando a composicao e
diversidade da microbiota intestinal. A microbiota intestinal tem sido implicada como um
fator crucial na obesidade relacionada a dieta (Zhang et al., 2015). ApOs a exposicdo a
dieta rica em gorduras, a abundéncia de certos géneros bacterianos, incluindo
Akkermansia, Bacteroides, Mucispirillum, Enterococcus e Alistipes, declinou
significativamente, enquanto Faecalibaculum, Allobaculum e lleibacterium apresentaram
aumento notéavel. A intervencdo com TZP facilitou a restauracdo da homeostase da

microbiota intestinal apds a exposicao a dieta rica em gorduras (Wang et al., 2025).

2.3.2 Reganho de peso: “memoaria” da obesidade

Garantir uma ingestdo energética adequada as necessidades do organismo é
essencial para a sobrevivéncia, gracas a isso, O reganho de peso é frequente apés
qualquer tentativa de perda ponderal voluntaria (Leibel, Rosenbaum; Hirsch, 1995).
Como descrevem Busetto e colaboradores (2021), os hormdnios intestinais foram
identificados como reguladores-chave da homeostase energética, atuando em circuitos
cerebrais homeostaticos e heddnicos para modular o comportamento alimentar. Esses
mecanismos fisiol6gicos evoluiram em contextos nos quais a disponibilidade de energia
era limitada. Assim, a restricdo calérica aciona potentes respostas compensatorias,
destinadas a resistir a perda de peso e defender um peso corporal mais elevado (como
esquematizado na figura 2). Perfis alterados de secrecdo hormonal intestinal sdo parte
fundamental dessa resposta, contribuindo para o reganho de peso apds perda induzida

por dieta.

Um estudo de Sumithran et al., (2011) trouxe evidéncias relevantes sobre o papel
dos hormonios intestinais no reganho de peso. Cinquenta participantes com obesidade

grave foram acompanhados por 52 semanas apds uma dieta muito baixa em calorias
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(VLED) de 10 semanas. A perda de peso meédia foi de 13,5 + 0,5 kg ao final da
intervencado e 7,9 £ 1,1 kg ap6s um ano. Relatos de aumento da fome, desejo e urgéncia
em comer foram frequentes. Ao final da VLED, observou-se redugao significativa nos
horménios anorexigenos Peptideo YY3-36 (PYY), colecistocinina (CCK) e amilina, bem
como nos niveis de insulina e leptina. Em contrapartida, houve aumento nos niveis do
hormdnio orexigénico grelina, além de elevacdo do polipeptideo insulinotropico
dependente de glicose (GIP) e do polipeptideo pancreatico (PP). Apds 52 semanas, 0
peso corporal retornou aos valores pré-intervencao, e as alteracdes desfavoraveis nos

horménios intestinais, assim como a fome aumentada, persistiram.

Figura 2. Horménios que atuam como sinais que regulam a fome e o gasto energético
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Fonte: Busetto e colaboradores (2021). Esquema ilustrando os sinais periféricos que atuam
no cérebro para regular a fome e o gasto energético em resposta a perda de peso. O aumento
do horménio orexigénico grelina e a reducdo dos horménios anorexigénicos GLP-1, PYY, CCK
e amilina, junto com a queda dos niveis de leptina provenientes do tecido adiposo, ativam
neurdnios hipotaldmicos que elevam a sensacao de fome e diminuem o gasto energético. Esses
processos favorecem a ativagdo dos mecanismos centrais relacionados ao prazer e a

recompensa alimentar.
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A perda de peso por restricao dietética também afeta outros componentes desse
sistema complexo, incluindo a secrecdo de &cidos biliares, o tecido adiposo e o
microbioma intestinal (Greenway, 2015). A reducdo ponderal leva a diminuicdo do
tamanho dos adipdécitos, com aumento relativo da matriz extracelular (ECM) (Van Baak;
Mariman, 2019). Essa alteracdo mecanica induz estresse celular, inflamacéo e estresse
oxidativo, acompanhados por secrecao alterada de adipocinas (como a proteina ligadora
de retinol 4 — RBP4) e reducdo da lipolise. Tais mudancas podem reduzir o gasto
energético (EE) e aumentar a ingestdo alimentar, favorecendo o reganho de massa
gorda e peso corporal, aliviando o estresse celular. Além disso, as células passam a
expressar maior capacidade de captacao de glicose (via GLUT4) e de acidos graxos (via
perilipina 1 isoforma B — PLINB), facilitando o novo acumulo de gordura (Figura 3).

Figura 3. Modelo de funcionamento do papel das alteracdes no tecido adiposo
induzidas pela perda de peso no reganho ponderal

ECM
== Fatty acid
—@
/ \ Reduction ;
: ‘ ‘ in fat mass |
] * = = “:, Inflammatory cell
Non-stressed | Heasivor Sér_essedt ‘
adipocyte f;:g;;;;) adipocyte |
J ! Lipolysis
s potyst
Immune
o response
SV i Qraa,
4 Fatty acids 3 @
'la o in plasma ¢
. .l

’: % \\‘:)/, L (@ VO %
e [
J PLINB Uf;/ 'RBP4

GLUT4' ; J
\ y

T Capacity for glucose

and fatty acid uptake VEE T Energy intake

(Adipokines
in plasma



36

Fonte: van Baak e Mariman (2019). Esquema ilustrando as alteracdes no tecido adiposo
durante a perda e o reganho de peso. A reducdo da massa de gordura leva a diminuicdo de
adipdcitos estressados, com menor inflamacao e melhor captacao de glicose e acidos graxos.
Contudo, respostas metabdlicas e imunes — incluindo menor gasto energético, maior ingestao
alimentar e liberacdo de adipocinas — podem favorecer o reganho de gordura, restabelecendo

o ciclo inflamatoério.

Em condic¢des de restricdo energética continua, pode ndo ocorrer remodelamento
da ECM, limitando reducdes adicionais no tamanho dos adipdcitos e levando-os a
retornar ao tamanho original, contribuindo para o reganho ponderal. Acidos biliares e
microbioma intestinal, também respondem a mudancas dietéticas como as promovidas
por VLEDS; contudo, o impacto de longo prazo dessas altera¢gées na manutencao ou no
reganho de peso ainda ndo esta claramente estabelecido (Aleman et al., 2018; Van
Nierop et al., 2017).

Ha evidéncias de que uma memoria de obesidade impressa em células imunes
durante os periodos de obesidade e perda de peso contribui para um risco aumentado
de reganho de peso (Greenway, 2015; van Baak; Mariman, 2023). Essa memoéria esta
associada as células T CD4+, que desempenham um papel crucial no aumento do peso
apos a perda (Van Baak; Mariman, 2023; Zou et al., 2018). Estudos em camundongos
mostraram que a deplecdo sistémica dessas células T CD4+ leva a eliminacdo da

memoria de obesidade (Zou et al., 2018).

Em humanos, uma conexdo semelhante foi sugerida pelo estudo YoYo, que
investigou o impacto de diferentes dietas na perda e manutencao de peso. Nesse estudo
de Vink et al., (2016), individuos com sobrepeso ou obesidade perderam 8% do peso
corporal em dietas de baixa caloria (1.250 kcal/dia) ou muito baixa caloria (500 kcal/dia)
durante a fase de perda de peso. Apds 4 semanas em uma dieta equilibrada para
manutenc¢ao do peso, foram acompanhados por 9 meses, durante os quais o reganho de
peso foi registrado. A andlise da expressao de 277 genes da ECM no tecido adiposo
subcutédneo revelou que mudancas na expressao de genes de integrina estavam
correlacionadas com o percentual de reganho de peso, especialmente em individuos que

seguiram uma VLED. As pessoas com menor reducdo na expressdo desses genes
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especificos de leucocitos nas semanas apos a perda de peso foram mais propensas ao
reganho de peso. Esses resultados corroboram a ideia de uma memoria de obesidade
composta por células mieloides persistentes em humanos, embora haja variagdo

individual em relacdo a esse fenébmeno.

Desta forma, van Baak e Mariman (2023), hipotetizam que essa memoria
inflamatoéria da obesidade, baseada em células imunes, pode desempenhar um papel
significativo no risco de reganho de peso em humanos. Isso porque, segundo os autores,
as enzimas modificadoras da ECM secretadas por macrofagos ndo s6 podem influenciar
a infiltracdo de células imunes, mas também contribuir para a memoéria de obesidade.
Com a expansédo dos adipdcitos, a ECM pode perder sua dinamica, uma vez que a
hipoxia compromete o funcionamento de enzimas modificadoras do colageno, como a

lisil-oxidase e a prolil-4-hidroxilase (Mariman; Wang, 2010).

Essa perda de dinamismo pode limitar o crescimento adicional e ajustar o sinal dos
adipécitos para reduzir a ingestdo e armazenamento de energia. Durante o
desenvolvimento da obesidade, as enzimas modificadoras da ECM secretadas por
macrofagos podem enfraquecer a ECM, reduzindo a resisténcia ao crescimento e a
ingestdo de energia. Apos a perda de peso, algumas células imunes permanecem no
tecido adiposo e, diante de um novo desafio por balanco energético positivo (como o
retorno ao padrdo alimentar anterior), essas enzimas estdo prontamente disponiveis
para remodelar a ECM. Isso facilita o crescimento dos adipécitos e o reganho de peso.
A participacdo de células imunes também sugere que citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatorias podem influenciar o risco de reganho de peso (Ambeba et al., 2013;

Sougiannis et al., 2020).

2.4. Cannabis medicinal: fitocanabinoides como potencial agente

terapéutico na obesidade

A Cannabis sativa L. € amplamente utilizada para fins medicinais devido a sua rica
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composicdo de compostos farmacologicamente ativos, conhecidos como
fitocanabinoides. Esses compostos tém mostrado grande potencial no tratamento de
diversas condi¢cbes, como dor crénica, inflamacgéo, esclerose mudltipla, epilepsia e
distarbios metabdlicos. A acdo medicinal da C. sativa esta fortemente associada a sua
capacidade de interagir com o sistema endocanabinoide (ECS), que regula processos

fisioldgicos essenciais (Braile et al., 2021; Maayah et al., 2020).

O ECS é composto por receptores canabinoides tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2),
endocanabinoides como anandamida (AEA) e 2-aracdonilglicerol (2-AG), e enzimas que
sintetizam e degradam esses compostos, como a FAAH para a AEA e MAGL para o 2-
AG (Fig. 4). O receptor CB1 estad amplamente presente no sistema nervoso central (SNC)
e em orgéos periféricos como figado, masculos e tecido adiposo, regulando a ingestao
de alimentos, gasto energético e respostas relacionadas a recompensa. Ja o0 receptor
CB2 é altamente expresso em células imunolégicas, como linfocitos e neutrofilos,
desempenhando um papel anti-inflamatorio (Figura 5) ao reduzir a liberacéo de citocinas
pré-inflamatérias e regular a ativacao dos linfocitos T. A proporcéo de distribuicdo nesta
células, € com uma distribuicdo maior em células B, seguido por granulécitos, células
dendriticas, macrofagos, células T CD8+, células T natural killer (NKT), células T CD4+
e, por ultimo, em células natural killer. Especificamente em linfécitos T, a expressao do
CB2R é preferencialmente induzida em células T reguladoras (Treg) FOXP3+ CD4+ (Liu
et al., 2022; Lowin et al., 2022; Maayah et al., 2020; Pénzes et al., 2023).

Os canabinoides de forma geral, exercem efeitos anti-inflamatoérios complexos por
meio da interacdo com os receptores CB1 e CB2, que sdo ambos receptores acoplados
a proteina Gi/o, com sete dominios transmembranares. Estes receptores reduzem os
niveis de AMP ciclico ao inibirem a adenilato ciclase (via que em células mononucleares

esta responsavel pela regulacdo positiva de processos inflamatorios), conforme figura 6.

A expressao do CB2R é altamente induzivel durante processos inflamatorios,
sugerindo um papel importante na regulacdo da resposta imune. A ativacdo deste
receptor resulta em uma diminuicdo da expressdo de moléculas MHC-II na superficie

celular e na reducao das citocinas pro-inflamatorias IL-1 e IL-12p40, além de também
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polarizar macrofagos de um estado pré-inflamatério classico (M1) para um estado anti-
inflamatorio alternativo (M2) (Liu et al., 2022; Maayah et al., 2020; Pénzes et al., 2023).

Figura 4. Reac0Oes intracelulares que ocorrem quando agonistas interagem com

receptores canabinoides CB1 e CB2 no SNC

Agonistas (THC,

anandamida, etc.
Receptor

canabindide

Decréscimo na
transmissdo de
um impulso

Decréscimo na liberagio
de neurotransmissores

Fonte: Honorio, Arroio e Silva (2006)

Os receptores CB1 e CB2 desempenham papéis distintos na regulacdo do
metabolismo e na obesidade. O CB1, quando ativado em estados obesogénicos,
contribui para 0 aumento da ingestdo alimentar e do acumulo de gordura, enquanto o
CB2, cuja expresséo € induzida em processos inflamatérios, promove a polarizacéo de
macrofagos para um estado anti-inflamatério e pode reduzir a gordura corporal ao
estimular a -oxidacao. A ativacao do CB2 tem sido associada a efeitos protetores contra
a resisténcia a insulina induzida pela obesidade, sugerindo seu potencial como alvo
terapéutico em disturbios metabdlicos (Braile et al., 2021; Liu et al., 2022; Maayah et al.,
2020; Pénzes et al., 2023).

Figura 5. Efeito anti-inflamatorio dos fitocanabinoides da C. sativa
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Anti-inflammatory effect of Cannabis compounds
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Fonte: Cavalheiro e colaboradores (2022). O canabidiol (CBD) atua sobre CB2 (agonismo
reverso), atenuando o efeito dos receptores das células imunolégicas; sobre PPARy (agonismo),
reduzindo a expresséo de genes pro-inflamatérios; e sobre A,A (agonismo indireto), diminuindo
a apresentacdo de antigenos, o trafego e a propagacédo de células imunologicas, além da
producao de citocinas pro-inflamatdrias e da citotoxicidade. O tetrahidrocanabivarina (THCV) age
em CB2 (agonismo reverso), atenuando o efeito dos receptores das células imunolégicas. O A9-
tetrahidrocanabinol (THC) atua em CB1 (agonismo), alterando a microbiota intestinal,

aumentando o numero de Akkermansia muciniphila, reduzindo citocinas inflamatérias e
melhorando a sensibilidade das células a insulina. Simbolos: O agonismo reverso; v agonismo;

+ agonismo indireto.

Os fitocanabinoides séo substancias exdégenas derivadas da Cannabis sativa que
ativam os receptores endocanabinoides. A planta contém aproximadamente 400
substancias quimicas, das quais cerca mais de 100 s&o fitocanabinoides (Figura 7),
sendo os mais conhecidos o A9-tetraidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD) (Maayah
et al., 2020; Tassi Borille et al., 2017).

O THC é responsavel pelos efeitos psicoativos, devido a sua alta afinidade pelos
receptores CB1, predominantemente localizados no sistema nervoso central (Borille,

2016). A ativacdo desses receptores promove, entre outros efeitos, o aumento do apetite.
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Enquanto o CBD ¢é considerado ndo psicoativo e apresenta propriedades terapéuticas
diversas. Além dos fitocanabinoides, a Cannabis sativa contém terpenos, como o [3-
cariofileno, que também interagem com o ECS e contribuem para o chamado "efeito
entourage”, onde a combinacdo de canabinoides e terpenos potencializa os efeitos

terapéuticos da planta (Braile et al., 2021; Maayah et al., 2020).

Figura 6. Via de sinalizacdo da ligacéo canabinoide-receptor CB1
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Fonte: Wash, McKinney e Holmes (2021). A liga¢éo dos canabinoides ao receptor neuronal CB1

estimula tanto as vias de sinalizagdo neuronal Gi/Go quanto B-arrestina, levando a inibicdo da
adenilato ciclase, ativagédo dos canais de potassio retificadores de entrada regulados por proteina
G (GIRK) e a internalizacéo do receptor. Além disso, a ativagdo dos canais transient receptor
potential vanilloid (TRPV) e ankyrin (TRPA) pelos canabinoides provoca influxo de Ca2* que ativa

enzimas sensiveis ao Ca?*, como a proteina quinase dependente de Ca2*/calmodulina (CaM).

Na Cannabis sativa L., a biossintese dos canabinoides (Figura 8) ocorre nos
tricomas glandulares das flores femininas a partir de dois precursores principais: o acido
olivetdlico (via poliquetideo — polyketide pathway) e o geranil difosfato (via plastidial
MEP — 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato) (Walsh; McKinney; Holmes, 2021). Esses
compostos sdo condensados pela enzima olivetolato geraniltransferase (GOT),
formando o &cido canabigerdélico (CBGA), precursor dos principais canabinoides acidos:

acido tetrahidrocanabinolico (THCA), via THCA-sintase; acido canabidiolico (CBDA), via
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CBDA-sintase; e acido canabicroménico (CBCA), via CBCA-sintase. Sob acéo de calor
ou luz, esses 4cidos passam por descarboxilacdo ndo enzimatica, gerando as formas
neutras e farmacologicamente ativas, como A°-THC (a partir do THCA) e canabidiol
(CBD, a partir do CBDA) (Tahir et al., 2021; Walsh; McKinney; Holmes, 2021).

O THC é o principal componente da C. sativa, com efeitos que incluem analgesia,
relaxamento muscular, aumento do apetite e propriedades antieméticas e
neuroprotetoras. Esses efeitos sdo mediados principalmente pela ativacdo dos
receptores CB1, que estdo presentes em grande niamero no SNC. Contudo, o uso de
THC pode levar a efeitos colaterais como disfuncdo cognitiva e perda de memoria a curto
prazo (Batkai et al., 2007; Gojani et al., 2023; Maayah et al., 2020; Pénzes et al., 2023).
Evidéncias sugerem que o A%-THC é o principal responsavel pela dependéncia e pela
inducdo de sintomas psicoticos em individuos vulneraveis, possivelmente devido ao
aumento do fluxo pré-sindptico de dopamina no cértex pré-frontal medial (Matos
Goncalves; Schlichting, 2014).

Figura 7. Tabela contendo os metabolitos secundarios de C. sativa

Tabela 1. Classes de compostos encontrados na planta Cannabis sativa

Classe

Nimero de compostos
encontrados na planta

Classe

Nimero de compostos
encontrados na planta

Canabinoides 6l Cetonas simples 13
Canabigerol (CBG) f Acidos simples 20
Canabicromeno (CBC) 4 Acidos graxos 12
Canabidiol (CBD) 7 Esteres e lactonas simples 13
AMLTHC 9 Esteraides 11
ATFLTHC 2 Agiicares ¢ andlogos 34
Canabiciclol (CBL) 3 Monossacarideos 13
Canabielsoin (CBE) 3 Dissacarideos 2
Canabinol {CBN) il Polissacarideos 5
Canabinodiol (CBND) 2 Ciclitdis 12
Canabitriol (CBT) i} Amino-aguicares 2
Outros canabindides 13 Terpenos 103

Compaostos Nitrogenados 20 Monoterpenos 58
Bases quartenirias 5 Sesquiterpenos 38
Amidas ] Diterpenos 1
Aminas 12 Triterpenos 2
Alcaldides espermidinas 2 Mistura de terpendide 4

Amincicidos 18 Fendis ndo-canabindides 16

Proteinas, glicoproteinas e enzimas 9 Glicosideos Flavondide 19

Hidrocarbonetos 50 Vitaminas 1

Aleoois simples 7 Pigmentas 2

Aldeidos simples 12 Total 421
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Fonte: Honorio, Arroio e Silva (2006)

Por outro lado, a THCv (tetrahidrocanabivarina, homdélogo ndo-psicoativo do THC),
tem mostrado efeitos anti-inflamatérios significativos, incluindo a inibicdo da producéo de
oxido nitrico e citocinas pro-inflamatérias em macrofagos ativados. Além disso, a THCv
pode regular a expresséo de receptores CB1 e tem sido investigado por seus efeitos na
modulacdo do metabolismo lipidico e na protecdo contra danos hepéticos induzidos por
dietas ricas em gordura (Batkai et al., 2011; Gojani et al., 2023.; Maayah et al., 2020;
Pénzes et al., 2023).

Figura 8. Via biossintética dos canabinoides primarios
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Fonte: Nachnani, Raup-Konsavage, Vrana (2021). A biossintese dos canabinoides comega com
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a combinacdo do geranil pirofosfato e do acido olivético para formar o 4cido canabigerélico
(CBGA). O CBGA atua como substrato para a sintese do acido A9-tetrahidrocanabindlico (A9-
THCA) e do &cido canabididlico (CBDA). A descarboxilagdo do CBGA, A9-THCA e CBDA pelo
calor resulta, respectivamente, em canabigerol (CBG), A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) e
canabidiol (CBD). Como o CBGA serve de substrato para a sintese dos principais canabinoides,
ele € normalmente encontrado em quantidades muito pequenas no material proveniente de
plantas do género Cannabis.

A THCv difere estruturalmente do THC por possuir uma cadeia propila (trés
carbonos) em vez da pentila. Sua biossintese inicia-se com a condensacao de geranil
pirofosfato com &cido divarindlico, formando o acido canabigerovarinico (CBGVA), que,
pela acdo da THCv-sintase, origina o0 acido tetrahidrocanabivarinico (THCVA). A
descarboxilacéo induzida por calor ou radiacdo UV converte o THCVA em THCv (Abioye
et al., 2020; Cavalheiro et al., 2022; Riedel et al., 2009; Wargent et al., 2013).

Enquanto o THC estimula o apetite por sua agédo agonista no CB1, a THCv atua
como antagonista ou agonista neutro nesse receptor (Riedel et al., 2009), reduzindo a
ingestao alimentar em modelos murinos (Abioye et al., 2020; Cavalheiro et al., 2022;
Mendoza, 2025).

Em camundongos obesos (DIO ou ob/ob), a THCv melhorou a toleréncia a glicose,
aumentou a sensibilidade a insulina, reduziu triglicerideos hepaticos e elevou o gasto
energético (Riedel et al., 2009). Em ensaio clinico duplo-cego com pacientes com
diabetes tipo 2, a administracdo de THCv (5 mg duas vezes ao dia) reduziu a glicemia
de jejum, melhorou a fungdo das células B-pancredticas e aumentou 0s niveis de

apolipoproteina A e adiponectina (Cavalheiro et al., 2022; Wargent et al., 2013).

O CBD é um canabinoide com diversas propriedades terapéuticas, incluindo efeitos
sedativos, anticonvulsivantes, anti-inflamatérios e antipsicoticos. Diferente do THC, o
CBD néao atua predominantemente nos receptores CB1 e CB2, mas sim em outros
sistemas, como os receptores de serotonina (5-HT1A) e canais TRPV, contribuindo para
seus efeitos neuroprotetores e anti-inflamatorios (Lowin et al., 2022; Jastrzab; Jarocka-

Karpowicz; Skrzydlewska, 2022).

Revisdes recentes demonstram que o CBD esta envolvido em diversos processos

fisioldgicos, incluindo regulacdo do equilibrio energético, via sistemas de sinalizagéo
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complexos como canais idGnicos, enzimas do citocromo P450, e vias inflamatorias e

apoptoticas (Swenson, 2025), conforme ilustrado na figura 9.

Figura 9. CBD: vias inflamatdrias e apoptoticas
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Fonte: Swenson (2025). O CBD impacta vias inflamatérias e apoptoticas, interagindo com
multiplos componentes desses processos. O CBD antagoniza TLR4, lipoxigenase, interleucinas
1a, 1B, 6 e 18, TNFa, NFkB, NLRP3 e caspase 1. Ele ativa as caspases 8 e 9, 0s receptores
acoplados a proteina G GPR3, GPR6 e GPR12, o receptor PPARYy, o receptor de adenosina AA,
bem como as proteinas ERK1/2 e MAPK. Além disso, o CBD ativa inversamente os receptores
GPR3, GPR6 e GPR12, e modula alostericamente o receptor P2X7.

De forma similar, o CBG que € o precursor dos principais canabinoides, possui uma
afinidade moderada pelos receptores CB1 e CB2. No entanto, ele se destaca por sua
capacidade de inibir enzimas como a lipoxigenase e de ativar o receptor adrenérgico 02,
o que Ihe confere efeitos anti-inflamatdrios, analgésicos e antidepressivos. Além disso,
o CBG também tem potencial para atuar na modulacao do sistema endocanabinoide em
condicoes de inflamacéo e obesidade (Janecki et al., 2022; Jastrzgb; Jarocka-Karpowicz;
Skrzydlewska, 2022; Kogan et al., 2021; Lowin et al., 2023).

O canabigerol (CBG) é um canabinoide ndo psicotropico, presente em menores
concentracbes na planta. Trata-se da forma descarboxilada do CBGA, precursor de
diversos canabinoides, incluindo THC e CBD (Kohara et al., 2025; Nachnani; Raup-
Konsavage; Vrana, 2021). Sua biossintese envolve a formacdo de &cido olivetolico a
partir de hexanoyl-CoA e malonyl-CoA, seguida pela prenilacdo mediada por uma
preniltransferase (geranyl-pyrophosphate-olivetolate geranyltransferase) para originar o
CBGA, que, por descarboxilagdo, da origem ao CBG. Durante o desenvolvimento da
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planta, a maior parte do CBG é convertida em THC ou CBD, restando apenas cerca de
1% no material vegetal maduro (Kearsey et al., 2023). O CBG atua como agonista fraco
nos receptores CB1 e CB2, agonista potente do receptor a,-adrenérgico, antagonista do
receptor serotoninérgico 5-HT;A e inibidor dos canais TRPM8. Também inibe enzimas
como FAAH (fatty acid amide hydrolase), COX-1 e COX-2, e interfere na recaptacao e no
metabolismo da anandamida (Kohara et al., 2025; Nachnani; Raup-Konsavage; Vrana,

2021), conforme ilustrado na figura 10.

Figura 10. Mecanismo dos efeitos anti-inflamatérios do CBG
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Fonte: Li e colaboradores (2024). O mecanismo dos efeitos anti-inflamatoérios do canabigerol
(CBG) envolve a reducéo da atividade da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a modulagéo
da expressao da superoxido dismutase-1 (SOD-1). Além disso, o CBG inibe a diacilglicerol lipase
(DAGL) e diminui a atividade das enzimas ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-
2).

Evidéncias indicam que o CBG pode reduzir ansiedade, melhorar memaria e
exercer efeitos neuroprotetores, embora sejam necessarios mais estudos clinicos para
confirmar sua eficacia e seguranga (Kohara et al., 2025; Li et al., 2024; Navarro et al.,
2018). Estudos pré-clinicos sugerem ainda que o CBG pode estimular o apetite: em
roedores saciados, observou-se reducéo do tempo para inicio da alimentacéo e aumento

da frequéncia das refeicbes, sem comprometimento neuromotor. Esses resultados
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apontam para um potencial terapéutico na perda de apetite associada a quimioterapia,
com baixo risco de inducédo de euforia (Brierley et al., 2016; Nachnani; Raup-Konsavage;
Vrana, 2021).

De forma geral, estes fitocanabinoides modulam tanto a atividade quanto a
migracdo de varias células do sistema imune, incluindo macrofagos, mondcitos,
neutrofilos, linfocitos, células dendriticas, células NK, fibroblastos e células endoteliais.
Além de diminuir a producgéo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1(3, IL-2, IL-6, IL-8,
IL-12, IL-17, IL-18, IFN-y, TNF-a, MCP-1/CCL5 e GM-CSF, os fitocanabinoides também
aumentam a liberacédo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-4, IL-10, IL-11 e TGF-B
(Maayah et al., 2020; Pénzes et al., 2023).

Os fitocanabinoides demonstram potencial promissor na modulac&o da inflamacéo
cronica de baixo grau, como a observada na obesidade. A hipétese deste estudo € que
esses compostos podem restaurar a homeostase imunologica e otimizar a sinalizacao
da insulina, contribuindo para a melhora do equilibrio fisiol6gico e da fung&o corporal em
individuos obesos. Assim, atuariam como adjuvantes eficazes no tratamento da
obesidade, promovendo a melhoria do quadro inflamatério e funcional, além de auxiliar

na prevencao do reganho de peso apos intervengdes convencionais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o potencial modulador de extratos
brutos de diferentes quimiotipos de Cannabis sativa L., frente ao perfil inflamatorio,

supressor e metabdlico de células mononucleares do sangue periférico de pessoas com

obesidade.
3.2. Objetivos especificos
1) Avaliar os parametros laboratoriais e antropométricos a fim de classificar

clinicamente os grupos estudados;

2) Observar o efeito citotoxico de extratos brutos dos quimiotipos: CBG, CBD,
THC, THCv de C. sativa L. sobre linhagem celular de macrofagos murinos RAW 264.7,
eritrocitos e as células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de individuos
eutroficos;

3) Analisar 0 mecanismo de morte celular provocado pelas concentragcbes
determinadas dos extratos brutos dos quimiotipos: CBG, CBD, THC, THCv de C. sativa
L. sobre as células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de individuos humanos
eutroficos;

4) Realizar triagem dos extratos brutos de C. sativa, a fim de observar qual
apresenta atividade anti-inflamatéria mais pronunciada frente as PBMCs de individuos
com obesidade;

A partir do extrato bruto de C. sativa L. de melhor resultado:

5) Avaliar a atividade imunomoduladora do extrato bruto de C. sativa L. na
producéo de IL-6, IL-10, IL-12, IL-17 e IFN-y em PBMC de individuos com obesidade em
relacdo a individuos eutrdficos;

7) Observar atividade anti-inflamatoria em marcadores imunoldgicos
prognoésticos na subpopulacdo de mondécitos CD14+ totais quanto a producdo de
citocinas (TNF-a) e mecanismo de modulacao inflamatério (MPO) de individuos com

obesidade em relacdo a individuos eutroéficos;
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8) Analisar atividade anti-inflamatéria em marcadores imunologicos
progndsticos na subpopulagdo de linfécitos T CD4+ quanto & producgdo de citocinas
(IFN-y, IL-10 e IL-17-A), receptores de ativacdo (CD25) e modulacdo purinérgica (CD39,
CD73) de individuos com obesidade em relacéo a individuos eutroficos;

9) Investigar o papel modulador do extrato bruto de C. sativa L. de melhor
resultado, na frequéncia de receptor de insulina (CD220) e via de sinalizacdo mTOR-
RPS6K1, nas células do sistema imune avaliadas acima;



50

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéao da Cannabis medicinal

Os extratos brutos de Cannabis sativa ricos em diferentes fitocanabinoides foram
adquiridos da APEPI (Apoio a Pesquisa e Pacientes de Cannabis Medicinal - Rio de
Janeiro, RJ), uma empresa licenciada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para a distribuicho de Cannabis medicinal para fins de pesquisa,

documentacédo vide em ANEXO A.

Todos os extratos seguiram metodologia padronizada de preparo, do cultivo a
elaboracdo do produto. Os quimiotipos utilizados no estudo: CBD, CBG, THCV e THC
(Tabela 1) foram cultivados na sede campestre da APEPI, localizada em Paty de Alferes,
Rio de Janeiro - Brasil. Espécimes férteis foram coletados no Rio de Janeiro, RJ - Brasil.
Neste estudo, o extrato bruto de C. sativa rico em THC somente sera usado como
controle positivo do seu homélogo (THCV), visto que apresenta caracteristicas como
dependéncia e processos alucindbgenos, que ndo sao ideais para um candidato a

medicamento.

Tabela 1. Extratos de Cannabis sativa

o o Fitocanabinoide
Quimiotipo/Codigo S
majoritario
EBDRS86 CBD
EBCBG28 CBG
EBPWK10 THC
EBTHCVO1 THCv

Dados fornecidos pela APEPI.

O processo de extracao foi realizado pelo laboratério responsavel da APEPI, onde
as flores de Cannabis sativa cultivadas foram secas em um armario com circulacdo de

ar controlada, mantendo-se a umidade e a temperatura sob parametros especificos.
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Apos esse processo, foram trituradas por um moinho de facas e posteriormente
acondicionadas em embalagens hermeticamente fechadas para serem utilizadas na
etapa de extracdo e obtencao do extrato vegetal. As flores de Cannabis trituradas foram
colocadas em contato com alcool de cereais (92,8°) em proporcdo de substrato para

solvente de 1:10 (m/v).

O protocolo de extracdo seguiu 0 método padronizado do laboratério da APEPI,
gue consiste em maceracdo dinamica da solucdo, seguida da filtracdo da biomassa e
evaporacao do solvente para obtencdo do extrato. Apds a evaporacdo do solvente, os
extratos foram submetidos a etapa de descarboxilagdo em camara de
secagem/aquecimento com circulagéo forgcada de ar em frasco ambar vedado a 115°C
por 150 minutos. Apés a descarboxilagdo, os extratos estavam prontos para utilizacdo

nos estudos.

Os extratos foram analisados para obtengédo do percentual (% m/m) do perfil de
fitocanabinoides por meio de metodologia validada no Centro de Informacédo e
Assisténcia Toxicoldgica da Universidade Estadual de Campinas (Ciatox — UNICAMP),

por meio de Cromatografia Gasosa (Tabela 2).

A caracterizacdo para confirmacdo dos dados fornecidos pela APEPI sobre os
extratos foi realizada em parceria com o Laboratério Multiusuario de Caracterizacao e
Analise (LMCA) da Universidade Federal da Paraiba. Para tanto, utilizou-se um
cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (Modelo GCMS-QP2010
Ultra, Shimadzu), equipado com coluna capilar RTX-5MS (5% Diphenyl / 95% dimethyl
polysiloxane), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 uym de

fase estacionaria.

A analise e comparagdo com a biblioteca interna do equipamento permitiram
confirmar os picos majoritarios correspondentes ao CBD e THC nos extratos contendo
esses fitocanabinoides majoritarios. Para os extratos contendo CBG e THCv, foram
observados picos unicos nao identificados na biblioteca interna, os quais foram
posteriormente confirmados mediante consulta a biblioteca online GIST. Os

cromatogramas encontram-se no Apéndice A.
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Tabela 2. Percentual de fitocanabinoides presentes nos diferentes quimiotipos de

Cannabis sativa

EEFWK10 | EBCEG22 EBDR 586 EBTHCVO1
Fitocanabinoides

CBDV =02 =02 =02 =02
CBD =02 1.4 67,7 =02
CBD-A =02 =02 =02 =02
CBG 2.1 63,7 1,6 6,9
CBN =02 =02 =02 =02
CBG-A =02 =02 =02 =02
A9-THC 62,1 0,9 2.5 331
AB-THC =02 =02 =02 =02
CBC 0,8 4 2 =02
THC-A =02 =02 =02 =02
THCV - - - 23,5
THCV-A - - - 0,2

Dados fornecidos pela APEPI.

4.2. Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo com 24 voluntarios distribuidos em diferentes grupos:
individuos eutréficos (n = 12) e individuos obesos grau 2 (n = 12). Os pacientes estavam
negativos para COVID-19 no momento da coleta. Os critérios de exclusédo para todos os
grupos incluiram a sele¢éo de individuos com idade superior a 18 anos, nao gestantes e
gque nao apresentavam problemas neuroldgicos, como sindrome de Guillain-Barré,

Alzheimer, Parkinson, Esclerose Multipla e Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA).

O protocolo do estudo “ANALISE DE BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS
PROGNOSTICOS E POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DE FITOCANABINOIDES EM
INDIVIDUOS COM OBESIDADE” foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
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Centro de Ciéncias da Saude da UFPB (CAAE: 77985223.3.0000.5188, ANEXO B), e 0
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido por escrito de todos os
participantes (APENDICE B). Ademais, os voluntarios preencheram um questionario
clinico-epidemioldgico contendo dados gerais, além de informacfes acerca de sua
salude, aspectos clinicos e laboratoriais relacionados a doenca e as comorbidades

associadas.

4.3. Avaliacao de parametros clinicos e laboratoriais

Com o intuito de validar clinicamente a eutrofia e a obesidade, os individuos foram
avaliados antropometricamente por meio de balanca de bioimpedéancia de corpo inteiro
OMRON HBF-51 e estadibmetro portatil. Essa etapa foi realizada em parceria com o
Prof. Dr. José Luiz de Brito Alves (DN/CCS), que atuou como coorientador neste estudo.
O indice de Massa Corporal (IMC) foi calculado a partir da relacéo peso (kg) / altura2 (m)
e classificado conforme o proposto. Os pacientes foram selecionados segundo 0s
critérios de inclusédo: IMC entre 18,5 e 24,9 kg/mz2 para individuos ndo obesos e entre 30

e 39,9 kg/m2 para individuos com obesidade (grau 1 e 2).

Foi avaliada a relacdo cintura/quadril (RCQ) para predizer o risco de problemas
cardiovasculares. O método consistiu na afericdo da linha natural da cintura (parte mais
estreita entre o torax e o quadril) e da circunferéncia do quadril (maior circunferéncia da
regido glutea), sendo as medidas obtidas em centimetros (cm) por fita inelastica. Os
valores de referéncia para circunferéncia da cintura foram: abaixo de 80 cm (normal),
entre 80 e 84 cm (médio risco), entre 85 e 88 cm (risco elevado) e acima de 88 cm (risco
muito elevado). O resultado da RCQ foi classificado como favoravel quando menor ou

igual a 0,75 e desfavoravel quando superior a 0,75.

Apoés jejum de 12 horas, sem exercicio fisco extenuante 24 horas antes e sem
ingestao de bebida alcodlica 72 horas prévias a coleta. Foram coletados 4 mL de sangue
em tubo com anticoagulante e gel separador. As amostras foram centrifugadas a 3.000
rpom por 15 minutos, e o sobrenadante (soro) transferido para microtubos, que foram

armazenados a -20 °C até as analises.

Para a realizacdo dos ensaios laboratoriais, foram analisados 0s seguintes
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marcadores: ureia (liquiform), albumina, lipoproteina de alta densidade (HDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL), triglicerideos (liquiform), colesterol total
(liquiform), transaminase oxalacética (TGO/AST; liquiform), creatinina K, transaminase
glutamico-piravica (TGP/ALT; liquiform), Gama Glutamil Transferase (gama-GT;
liquiform) e glicemia em jejum. Todos os ensaios foram realizados utilizando Kkits
comerciais da marca Labtest, seguindo as recomendacdes do fabricante, em analisador
automatico Labmax 240 Premium, com calibracéo realizada previamente de acordo com

os valores de referéncia (Tab. 3).

Tabela 3. Valores de referéncia dos marcadores bioguimicos
Valores de referéncia (Kit Labtest)
Glicose em jejum 65 - 99 mg/dL
< 150mg/dL (esperado)
150 - 199 mg/dL (limitrofe para alto)
200 - 499 mg/dL (aumentado)
> 500 mg/dL (muito aumentado)
< 200 mg/dL (desejavel)
Colesterol total 200 - 239 mg/dL (limitrofe para alto)
> 240 mg/dL (alto)
< 40 mg/dL (baixo)
= 60 mg/dL (alto)
<100 mg/dL (6timo)
100 - 129 mg/dL (acima do ideal)
LDL 130 - 159 mg/dL (limitrofe para alto)
160 - 189 mg/dL (alto)
= 190 mg/dL (muito alto)
Albumina 3,5-550/dL
11 - 45 U/L (homem)

Triglicerideos

HDL

ALTITGP 10 - 37 U/L (mulher)

11 - 39 U/L (homem)
ASTITEO 10 - 37 U/L (mulher)

7 - 58 U/L (homem)
Gama-GT 5 - 39 U/L (mulhen
Creatinina K 0,70 - 1,20 mg/dL (homem)

0,53 - 1,00 mg/dL (mulher)
Ureia 15 - 45 mg/dL

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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4.4, Ensaio de citotoxicidade em linhagem celular de macrofago

Para a avaliacdo da atividade citotdéxica na linhagem celular de macrofagos RAW
264.7, foi utilizado o teste de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-
difeniltetrazélio). O ensaio foi realizado em trés experimentos independentes, em
triplicata, totalizando 9 replicatas por estudo de material vegetal e concentracdo. As
células foram mantidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
suplementado com 5% de SBF, 1% de L-glutamina e 1% de antibiotico (penicilina 200
U/mL e estreptomicina 0,1 mg/mL).

As células da linhagem RAW 264.7 foram gentilmente fornecidas pelo Dr. Valnes
Rodrigues Junior (DCF/UFPB). As células foram cultivadas na concentracédo de 5 x 104
células/mL em frascos de cultivo. A manipulacdo celular ocorreu em ambiente de fluxo
laminar para evitar contaminagdes, e as culturas foram mantidas em estufa a 37 °C com
atmosfera contendo 5% de CO,. O crescimento celular foi monitorado a cada 24 horas e,
ao atingirem aproximadamente 80% de confluéncia (geralmente ap6s 48 horas de
cultivo), foi realizada a passagem das células. Inicialmente, o meio consumido foi
removido e substituido por meio fresco. Em seguida, para facilitar o desprendimento das
células, a placa foi cuidadosamente posicionada sobre uma superficie com gelo
protegida, e, com auxilio de um raspador de células, as células aderidas foram

delicadamente desprendidas, evitando danos.

As células foram entdo centrifugadas a 500 x g por 5 minutos e ressuspensas em
meio suplementado para contagem em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi
avaliada utilizando o corante azul de tripan. Para manutencéo do estoque celular, parte
das culturas foi submetida a criopreservacao. Células com viabilidade igual ou superior a
90%, preferencialmente até a quinta passagem, foram preparadas para congelamento.
Para isso, 950 pL da suspensdo celular em meio contendo 10% de SBF foram
transferidos para tubos criogénicos, aos quais foram adicionados 50 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) a 5%, utilizado como criopreservante, por gotejamento. As
amostras foram homogeneizadas, mantidas inicialmente a -20 °C por 20 a 30 minutos, e

posteriormente transferidas para armazenamento em freezer a -80 °C.
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Para o plaqueamento, a concentracdo celular foi ajustada para 1,5 x 104
células/pogo em placas de 96 pocos de fundo chato, 24 horas antes do tratamento, para
que as células se fixassem e houvesse uma proliferacdo estimada matematicamente de

1,5 x 10° células/poco.

Apols 24 horas, os extratos foram adicionados aos seus respectivos po¢os nas
concentragbes de 400 a 3,12 yg/mL, com o objetivo de obter a curva citotoxica e
determinar a Concentracdo Citotéxica Média (CC50) dos diferentes extratos brutos de
Cannabis sativa (CBD, CBG, THCV) em PBMCs. O controle negativo consistiu em
células cultivadas apenas com meio DMEM, enquanto o controle positivo foi realizado
com células tratadas com 0,1% de Triton X-100 em meio DMEM. O extrato bruto de
Cannabis sativa rico em THC foi utilizado como controle positivo para seu homélogo
(THCV). Também foi avaliado o potencial citotoxico da dexametasona — o controle anti-

inflamatorio - nas concentragdes de 200 a 1,56 uM.

Apos a adicdo dos compostos, foi adicionado meio para um volume final de 200 pL
por poco. As placas foram incubadas em estufa com atmosfera contendo 5% de CO2 por
24 horas. Apo6s o periodo de tratamento, o meio foi substituido e foram adicionados 100
ML de meio DMEM contendo 10% de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina, 5 mg/mL]. Em seguida, as placas foram incubadas por 4 horas na estufa com
5% de CO2 a 37 °C. Apos esse tempo, 0 meio foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 100 yL de DMSO puro (99,9%) para dissolugdo dos cristais de
formazan. Posteriormente, a leitura das placas foi realizada em leitor de microplacas
(Biotek modelo ELx800) a 540 nm.

4.5. Ensaio de citotoxicidade em eritrécitos humanos

Na avaliacdo da atividade hemolitica, foram utilizados eritrocitos humanos
provenientes de individuos eutréficos, coletados com anticoagulante EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) (n = 3). Apds a coleta, os eritrécitos foram diluidos em PBS
1%, pH 7, para um volume de 80 uL de PBS + sangue por pogo, ajustando-se a

concentracdo das hemacias para 5%, considerando as diferencas do hematdcrito entre
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homens (40-50% = 45%) e mulheres (35-45% = 40%). Em seguida, foram adicionados
as placas os diferentes extratos brutos de C. sativa (CBD, CBG, THCV) em
concentracdes seriadas de 400 a 3,12 pg/mL, nos respectivos poc¢os contendo sangue +
PBS, para um volume final de 100 uL por poco (sangue + PBS + substancias). Também
foi avaliado o potencial hemolitico da dexametasona — controle anti-inflamatério — nas

concentragdes de 1000 a 7,81 pM.

O controle positivo do ensaio consistiu na utilizacédo de agua Milli-Q (Direct-Q UV®,
Guyancourt, Franca), que promoveu a lise das hemécias por choque osmético, sendo
considerada hemdlise de 100%. O controle negativo consistiu no plagueamento do
sangue apenas com PBS, que nao possui acdo de lise sobre os eritrécitos. O extrato
bruto de C. sativa rico em THC foi utilizado como controle positivo para seu homélogo
(THCV).

Apés a etapa de plaqueamento, as amostras foram incubadas durante 1 hora a 37
°C em estufa com demanda biolégica de CO2 a 5%, e a reacao foi interrompida pela
adicdo de 100 pL/pogo de PBS. Apds o tempo de exposicdo, as suspensdes foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos a 25 °C, e cada sobrenadante foi transferido
para outra placa de 96 poc¢os. A hemoglobina liberada, correspondente a porcentagem
de lise de eritrocitos, foi monitorada por meio da medi¢ao da absorbancia a 540 nm, para
guantificar a atividade hemolitica dos compostos.

O experimento foi realizado em duplicata para cada amostra de sangue periférico,
em trés experimentos independentes, totalizando n = 6 replicatas para cada condicao.
Os resultados foram expressos em Concentracdo Hemolitica Média (HC50) (ALMEIDA
et al., 2023).

4.6. Ensaio de citotoxicidade em PBMCs (Células mononucleares do

sangue periférico)

Para a avaliagdo da atividade citotoxica em células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs), linfécitos e mondcitos, foi utilizado o teste de MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio). Para o ensaio, foram coletados 20 mL de
sangue periférico de voluntarios eutroficos (n = 3) em tubos VACUTAINERS contendo
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heparina e as células foram separadas por gradiente de Ficoll Paque PLUS (GE
Healthcare, EUA). As plaquetas foram removidas dos PBMCs por meio de lavagens e
centrifugacfes subsequentes. Em seguida, as células foram ressuspensas em 1 mL de
meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SBF, 1% de L-glutamina e 1% de
antibiotico (penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0,1 mg/mL). A partir da suspensao
celular, foram retirados 10 uL para diluicdo em 90 pL de azul de Tripan (proporcéo 1:10) e
realizada a contagem celular em hemocitbmetro. Neste método, as células vivas com
membrana celular intacta excluiram o corante, apresentando leve coloracédo azulada ao
redor da membrana e aparéncia cintilante, enquanto as células mortas apresentaram

coloracdo azul intensa devido ao dano na membrana celular.

Ao final dessa etapa, a concentracdo celular foi ajustada com meio RPMI para
1x1077 células/mL, e 25 pL dessa suspensao foram adicionados em cada poc¢o de uma
placa de 96 pocos com fundo em U, totalizando aproximadamente 250.000 células por
poco. Simultaneamente, os compostos previamente diluidos em tubos Eppendorf foram
adicionados aos respectivos pogos nas concentragdes de 400 a 3,12 ug/mL, para
obtencéo da curva citotoxica e determinacdo da Concentracdo Citotoxica Média (CC50)
dos diferentes extratos brutos de C. sativa (CBD, CBG, THCV) em PBMCs. O controle
negativo foi realizado apenas com células e meio RPMI, enquanto o extrato bruto de C.
sativa rico em THC foi utilizado como controle positivo do seu homdlogo (THCV).
Também foi avaliado o potencial citotéxico da dexametasona — controle anti-inflamatério
— nas concentracdes de 1000 a 7,81 uM.

Apés a adicao dos compostos, foi adicionado meio para um volume final de 200 uL
por poco. As placas foram incubadas em estufa com demanda biologica de CO2 (5%)
por 24 horas. ApGs o periodo de tratamento, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm
por 10 minutos a 4 °C, e 100 pL do sobrenadante foram descartados. Em seguida, foram
adicionados 10 uL de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazélio]
diluido em PBS a uma concentracao final de 5 mg/mL. As placas foram incubadas por 4
horas em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e, ap6s esse tempo, foram novamente
centrifugadas e o sobrenadante descartado, com o pellet ressuspendido em 100 uL de
DMSO puro (99,9%) para dissolucdo dos cristais de formazan. Por fim, a leitura das
placas foi realizada em leitor de placas (Biotek modelo ELx800) a 540 nm.
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4.7. Avaliacdo de morte celular por citometria de fluxo em PBMCs

marcadas com AnexinaV-PlI

Como adicional as avaliagbes do efeito biologico dos extratos de C. sativa L., e
considerando os resultados da CC50 observados frente as PBMCs, foi escolhida a
concentragcdo correspondente & CC20 dos extratos, baseada em um efeito citotoxico
meédio de aproximadamente 20%, a fim de observar o provavel efeito imunomodulador
em 80% das células viaveis. Para visualizar o mecanismo e a frequéncia com que tais
compostos induziam a morte celular, foi realizada esta metodologia. Para a obtencéo das
PBMCs, foram coletados 10 mL de sangue periférico de voluntarios eutréficos (n = 3) em
tubos VACUTAINERS contendo heparina e as células foram separadas por gradiente de

Ficoll Pague PLUS (GE Healthcare, EUA), conforme procedimento citado anteriormente.

As células tiveram sua concentracdo ajustada para 2,5x10"5 células por poco e
foram plaqueadas conforme descrito anteriormente. Os extratos foram testados nas
concentracdes correspondentes a CC50 e CC20 obtidas nos ensaios prévios de MTT.
Além disso, para este experimento, foram utilizadas as seguintes condicfes: pocos
contendo os extratos nas duas concentraces descritas, DMSO (0,5%) como controle
veiculo, dexametasona na concentracao descrita na literatura capaz de induzir atividade
anti-inflamatéria ex vivo em PBMCs, e auséncia de qualquer substancia como controle
negativo.

Apés a adicdo dos compostos, foi adicionado meio para um volume final de 200
UL por poco. As placas foram entéo incubadas em estufa com demanda biol6gica de CO2
(5%) por 24 horas. Apés o periodo de tratamento, as placas foram retiradas da estufa e
centrifugadas a 2000 rpm por 8 minutos a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o pellet celular em cada poco foi ressuspendido em uma solugdo-mix
contendo anticorpos e Binding Buffer (BB) 1x (10 uM HEPES, 140 mM NacCl e 2,5 mM
CaCl2, pH 7,4). A solucao-mix foi preparada considerando o numero total de pocgos
multiplicado por 1 uL de Anexina-V por poco, 3 L de iodeto de propidio (PI) por pogo e
96 pL de BB 1x por poco. Assim, 100 uL do mix foi adicionado em cada poc¢o para

marcacdo com os dois anticorpos. Essa etapa permite avaliar a exposicao de
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fosfatidilserina (PS) na face externa da membrana plasméatica (um evento-chave no inicio
da apoptose) por meio do ensaio de Anexina-V/Pl. Enquanto células viaveis ndo sao
marcadas, células em apoptose inicial ligam Anexina-V, e células em apoptose tardia ou
necrose tornam-se duplamente positivas devido a permeabilidade ao Pl que atua como
intercalante de DNA (Audo et al., 2017; Kari et al., 2022; Span et al., 2002).

Contudo, algumas condi¢des exigiram o preparo separado das solucdes, tais como:
células marcadas apenas com Anexina-V, células marcadas apenas com PI, e células
ndo marcadas, que foram ressuspendidas somente com 100 puL de BB 1x, sem
anticorpos. Apés as ressuspensdes, as placas foram incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente (25 °C), protegidas com papel aluminio devido a
fotossensibilidade dos anticorpos. Por fim, o contetdo de todos os pocos foi transferido

para tubos de citometria de fluxo de 5 mL e diluido com 300 uL de BB 1x.

As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo Accuri C6 dentro de 1 hora
apos a marcacdao, sendo adquiridos 30.000 eventos por amostra. Como 0 experimento
envolveu a participacdo de trés individuos, cada condicéo foi testada em triplicata, uma

vez para cada amostra de sangue.

4.8. Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica para analise de citocinas

produzidas

Para quantificacdo das citocinas IL-6, IL-10, IL-12, IL-17 e IFN-y foi utilizado o
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Neste experimento, apds o tratamento de
PBMCs (n=12 por grupo) com o extrato bruto de C. sativa mais promissor, 0S
sobrenadantes foram coletados. A dexametasona foi utilizada com controle anti-
inflamatorio na concentracdo de 1 yM (Anil et al., 2021; Tejwani et al., 2021). enterotoxina
B de Staphylococcus sp. foi utilizada como controle positivo na concentracéo de 1ug/mL
(S4881). As citocinas presentes nesses sobrenadantes foram quantificadas por ELISA
sanduiche de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen/ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, EUA). A leitura sera realizada em leitor de microplaca no comprimento
de onda de 450 nm.
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4.9. Extracdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

e ensaio de citometria de fluxo

As amostras foram processadas para obtencdo de leucdécitos totais (Buffy Coat)
ou PBMCs, separados por gradiente de Ficoll. As PBMCs e/ou leucdcitos obtidos foram
plagueados em placa estéril de 96 pocos e incubados em quatro condic¢des: 1) células
nao tratadas (meio); 2) tratadas com extrato de C. sativa mais promissor, em
concentracdo previamente estudada capaz de modular resposta anti-inflamatoria; 3)
tratadas com anti-CD3 (2 ug/mL) e anti-CD28 (4 ug/mL) para estimulo policlonal de
células T (Muller et al., 1999; CD3: clone HIT3a, isotipo Mouse BALB/c I1gG2a, «, cat.
550367, espécie Mouse; CD28: clone CD28.2, isotipo Mouse BALB/c 1gG1, k, cat.
556620, espécie Mouse), 4) tratadas com LPS de E. coli 0111:B4 (cat, #12190105) para

estimulo de mondcitos, por 16 horas em estufa a 5% de CO2 e 37°C.

Logo apos, as células foram incubadas por 4 horas com brefeldina A (1 mg/mL),
impedindo a exportacdo de proteinas para o meio extracelular. Apos este periodo, o
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas por agitacdo. Em seguida,
adicionaram-se 0s anticorpos para estruturas de superficie, previamente diluidos
conforme a titulacdo estabelecida na fase de padronizacdo dos reagentes, em um
volume final de 40 pL: anti-CD14-PE-Cy5 (clone M@P?9, isotipo Mouse BALB/c 1gG2b, k,
cat. 340585, espécie Mouse), anti-CD4-FITC (clone SK3, isotipo Mouse 1gG1, K, cat.
566911, espécie Mouse), anti-CD4-APC (clone RPA-T4, isotipo Mouse IgG1, k, cat.
555349, espécie Mouse), anti-CD4-APC-Cy7 (clone RPA-T4, isotipo Mouse 1gG1, k, cat.
557871, espécie Mouse), anti-CD25-PE-Cy7 (clone M-A251, isotipo Mouse BALB/c
IgG1, K, cat. 557741, espécie Mouse), anti-CD39-PE (clone TU66, isotipo Mouse 1gG2b,
K, cat. 555464, espécie Mouse), anti-CD73-APC (clone AD2, isotipo Mouse IgG1, K, cat.
561254, espécie Mouse) e anti-CD220-PE (clone B6.220, isotipo Mouse IgG2b, «, cat.
352604, espécie Mouse).

Apés a adicdo dos anticorpos, as placas foram incubadas a 4 °C por 30 minutos,
ao abrigo da luz. Decorrido o periodo de incubacao, realizou-se a lavagem das células
com 150 uL de PBS por poco, seguida de centrifugacao (8 min, 1300 rpm, 4 °C). O
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sobrenadante foi removido e as células ressuspendidas por agitacdo. Posteriormente,
adicionaram-se 100 pL de PBS e 100 pL de solucéo de formaldeido a 4% em cada poco
para fixagcdo da marcacao extracelular (20 min, temperatura ambiente, ao abrigo da luz).
Apo6s nova centrifugacéo (8 min, 1300 rpm, 4 °C) e remocédo da solucao fixadora,
as células foram lavadas com 150 uL de PBS. A permeabilizacéo foi entdo realizada
incubando-se as células por 10 minutos em Permeabilization Buffer (0,5% BSA, wiv, e
0,5% saponina, w/v, em PBS) a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se nova
centrifugacédo (8 min, 1300 rpm, 4 °C), o sobrenadante foi removido e as células
ressuspendidas.

Para marcacéo intracelular, foram adicionados 40 yL da solu¢do de anticorpos,
devidamente diluidos em Permeabilization Buffer: anti-MPO-FITC (clone MPO455-8ES6,
isotipo Mouse BALB/c IgG1, k, cat. 11-1299-42, espécie Mouse), anti-TNFa-PE (clone
MADb11, isotipo Mouse BALB/c IgG1, k, cat. 559321, espécie Mouse), anti-IL-10-PE
(clone JES3-19F1, isotipo Mouse BALB/c IgG2a, k, cat. 554707, espécie Mouse), anti-
IL-17A-PE (clone N49-653, isotipo Mouse BALB/c IgG1, k, cat. 560486, espécie Mouse),
anti-IFN-y-PE-Cy7 (clone B27, isotipo Mouse BALB/c I1gG1, Kk, cat. 557643, espécie
Mouse) e anti-RPS6Phospho(Ser235/Ser236)-PE (clone A17020B, isotipo Mouse IgG1,
K, cat. 608604, espécie Mouse).

As amostras foram incubadas por 45 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo
da luz. Em seguida, adicionaram-se 150 pL/po¢o de Permeabilization Buffer,
procedendo-se nova centrifugacéo (8 min, 1300 rpm, 4 °C) e remocédo do sobrenadante.
Posteriormente, adicionaram-se 200 pL/pogo de solucdo Wash B (PBS/BSA). Por fim, o
volume final de 200 pL/poco contendo as células marcadas foi transferido para tubos
proprios para leitura no citbmetro de fluxo. As amostras foram mantidas a 4 °C, ao abrigo
da luz, até o momento da aquisicdo dos dados. A leitura foi realizada em citbmetro de
fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA), adquirindo-se 50.000
eventos por amostra. As analises subsequentes foram conduzidas no software FlowJo
(TreeStar, Ashland, OR, EUA).

4.10. Andlise de dados por citometria de fluxo

Para a andlise dos dados de citometria, os dados contendo 50.000 eventos foram
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inicialmente exportados para o programa FlowJo 10.8.1. O limite para a posi¢cao dos

quadrantes foi estabelecido com base na utilizacdo de controles negativos (células) e

controles Fluorescence Minus One (FMO), quando apropriado. Para a caracterizagéo de

morte celular por anexina/Pl, foi realizado o posicionamento dos quadrantes a partir da

selecdo inicial da regido correspondente as PBMCs, mediante os parametros de tamanho
(FSC-A) e granulosidade (SSC-A), seguida pela identificacdo das single cells (FSC-A x
FSC-H). Dentro dessa populagéo, foram observadas as marcagdes isoladas de anexina

(FITC) e de PI (PE-Cy5) em tubos contendo uma uUnica marcacao, a fim de definir os

limites dos quadrantes. Em seguida, procedeu-se a analise da dupla marcacao (Fig. 11).

SSC-A:SSC-A

SSC-A " SSC-A

Figura 11. Estratégia de analise de mecanismo de morte celular
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de propideo. Figura A = Controle sem marcacao; Figura B = Controle com as diferentes

marcacoes (sé Anv, sé PI, Anv-Pl).

CD14+), foram associados de dois a cinco fluorocromos conjugados a anticorpos
especificos para os parametros de interesse. A Figura 12 apresenta a estratégia de
analise utilizada para a caracterizacdo dos marcadores imunolégicos em mondcitos e

monacitos e linfocitos T CD4+ totais.

Para a caracterizacdo dos marcadores imunoldgicos nas células em estudo (CD4+,
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Figura 12. Estratégia de andlise para selecdo de mondcitos e linfécitos T CD4+
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e CD73 nas células estudadas. Assim, apos a identificacdo dos mondcitos e linfocitos T
CD4+, a frequéncia dessas células expressando os marcadores supracitados foi
determinada (Figuras 13 A-B e 14).

Figura 13. Estratégia de analise para selecdo de linfécitos T CD4+ positivos para

marcadores de interesse
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Figura 14. Estratégia de analise para selecdo de mondcitos positivos para

marcadores de interesse
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Gréficos representativos.

4.11. Andalise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism
(San Diego, EUA), considerando-se diferencas estatisticamente significativas quando p
< 0,05. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (W). Para
comparacdes entre multiplos grupos, foram aplicados o teste ANOVA one-way (F),
seguido do pés-teste de Tukey, quando os dados apresentaram distribuicdo normal, ou
o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido do pds-teste de Dunn, para dados nao
paramétricos. Comparacfes entre dois grupos foram realizadas por meio dos testes t
pareado ou ndo pareado (t) para dados paramétricos, ou dos testes de Wilcoxon ou
Mann-Whitney (U) para dados ndo paramétricos. Para identificacdo e exclusdo de
outliers, foi utilizado o teste de Grubbs. Diferencas estatisticas (p < 0,05) entre as
condicdes dentro de cada grupo foram indicadas por letras minusculas ou simbolos (*,
#). Heat maps das frequéncias obtidas nos tratamentos de individuos eutroficos e obesos,

com base nas analises por citometria de fluxo, também foram utilizados.
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Para os estudos de correlacao, a escolha do teste foi feita mediante inspecao visual
do scatter plot, considerando distribuicdo, linearidade e presenca de outliers. O teste de
Pearson (r) foi aplicado para dados normalmente distribuidos com relacédo linear; caso
contrario, utilizou-se Spearman (p) para dados n&o paramétricos com relagao
monotdnica; e Kendall (1) para amostras pequenas ou com muitos empates. A

significancia estatistica dos coeficientes de correlagéo foi considerada quando p < 0,05.

Para a analise da atividade dos compostos em eritrocitos humanos, foram plotadas
as absorbancias obtidas em espectrofotometro referentes aos trés experimentos
independentes. Esses dados foram expressos em HC50, onde a porcentagem de
hemdlise foi determinada pela formula (AbsA - AbsCN)/(AbsCP - AbsCN) x 100, sendo
AbsA a absorbancia da amostra, AbsCN a absorbancia do controle negativo e AbsCP a
absorbancia da hemdlise total ou controle positivo (ALMEIDA et al., 2023). As
absorbancias foram normalizadas para porcentagem, considerando 100% de lise celular

para o controle positivo e 0% para o controle negativo.

A andlise para inferir o valor de CC50 da atividade biol6gica dos compostos testados
frente a linhagem RAW 264.7 e PBMCs utilizou os dados de absorbancia dos trés
experimentos independentes, que foram transformados em log pela equacéo X = Log(x),

normalizados e utilizados para obtencéo da curva logaritmica do CC50.
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5. RESULTADOS

5.1. Aspectos demograficos e clinicos de voluntéarios inseridos no

estudo

Para o presente estudo, um total de 24 voluntérios foi recrutado, distribuido em
dois grupos. O grupo de individuos eutroficos foi composto por 12 participantes, sendo 7
homens e 5 mulheres, com média de idade de 24,08 anos (+3,09). O grupo de individuos
obesos também contou com 12 participantes, sendo 7 homens e 5 mulheres, com média
de idade de 27,50 anos (+5,82) (Tabela 4). Entre os participantes eutréficos, 58,33% se
autodeclararam brancos, 41,67% pardos e nenhum participante se identificou como
preto. Por outro lado, no grupo de individuos com obesidade, 41,67% se autodeclararam

pretos, 33,33% brancos e 25% pardos.

Tabela 4. Aspectos demograficos e clinicos de voluntarios inseridos no estudo
Individuos Individuos

Parametro eutréficos (n=12) | obesos (n=12)
+ +
Idade (anos) £ SD 24,08 + 3.09 27,5 +5,82
IMC (kg/m2) +SD |20,82 +2,04 35,02 +2,51
RCQ +SD 0,75+ 0,04 0,91 + 0,09
CC £SD 71,98 + 545 105,75 + 7,03
Sexo (F/IM) 41,67% /58,33% | 41,67% /58,33%
58,33% brancos, |33,33% brancos,

Racga/Cor (%) 41,67% pardos, 25% pardos,

0% preto 41,67% pretos
Comorbidades

Diabetes mellitus

Il (n, %) 0 (0%) 2 (16,67%)

Doenca Hepética
Gordurosa Nao |0 (0%) 3 (25%)
Alcodlica (n, %)
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Hipertensao

0 0
arterial (n, %) 0 (0%) 2 (16,67%)

Doenca do
Refluxo
Gastroesofagico
(n, %)

Asma (n, %) 0 (0%) 1 (8,33%)

Apneia
obstrutivado 0 (0%) 0 (0%)
sono (n, %)

0 (0%) 3 (25%)

Artropatias (n, %) |0 (0%) 0 (0%)

Eventos
tromboembdlicos |0 (0%) 1 (8,33%)
(n, %)

Insuficiéncia
renal crénica (n, |0 (0%) 0 (0%)
%)

Insuficiéncia
hepaticacrbénica |0 (0%) 0 (0%)
(n, %)

Insuficiéncia

0, 0,
cardiaca (n, %) 0 (0%) 0 (0%)

Hipotireoidismo |0 (0%) 1 (8,33%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2025). F = Feminino, M = Masculino; SD = Desvio Padréo; n = frequéncia
absoluta; % = frequéncia relativa; RCQ = relagéo cintura/quadril; CC = circunferéncia da cintura. O individuo
obeso que relata ter apresentado eventos tromboembdlicos arteriais, incluindo infarto agudo do miocardio,
ambos ocorridos apds a doenga COVID-19. Os dois individuos obesos com hipertenséo arterial e os dois
com diabetes mellitus afirmam que desenvolveram essas condi¢des também apés a COVID-19. Quanto a
doenca hepatica ndo alcodlica, um dos individuos apresenta a forma grau |, com diagnéstico desde os 8
anos de idade, enquanto o outro apresenta a mesma condi¢cao em grau Il. Dois dos 12 individuos do grupo
obeso encontram-se em uso de polimedica¢éo.

A Tabela 4 apresenta a média do IMC dos dois grupos. O grupo eutréfico
apresentou meédia de 20,82 kg/m? (£2,04), enquanto o grupo de individuos obesos
apresentou média de 35,02 kg/m2 (x2,51). A Tabela 3 também apresenta a média da

razao cintura/quadril (RCQ) dos dois grupos. O grupo de individuos eutréficos apresentou
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meédia de 0,75 (x0,04), enquanto o grupo de individuos obesos apresentou média de 0,91
(£0,09).

N&o foram observadas comorbidades no grupo eutréfico. No entanto, entre os
individuos obesos, foi identificado um perfil clinico heterogéneo, sendo a doenca do
refluxo gastroesofagico e a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica as comorbidade
mais prevalentes (25%), seguida por diabetes mellitus tipo 1l e hipertenséo arterial, ambas
com prevaléncia de 16,67%. Os dados demonstram diferencas nos indicadores
antropometricos entre os grupos, refletindo o estado clinico-nutricional dos individuos.

Além disso, a presenca de multiplas comorbidades no grupo obeso reforca a associacao

entre obesidade e risco aumentado para doencas metabdlicas e gastrointestinais.

Conforme apresentado na Tabela 5, os individuos eutréficos apresentaram niveis

desejaveis para todos os marcadores bioquimicos avaliados. Em contraste, os individuos

obesos mostraram alteracdes relevantes.

Tabela 5. Dosagem bioquimica dos voluntarios inseridos no estudo

Marcadores bioquimicos |Qualitrol 1H | Eutréficos (£ SD) |Obesos (= SD)
Glicose em jejum 95 73,38 £ 6,39 83,25 + 14,30
Triglicerideos 112 57,30 + 15,78 153 +£ 134,70
Colesterol total 94 162,29 + 29,31 194,91 + 53,51
HDL 47 55,38 + 18,63 45 + 10,01
LDL 31 80,92 + 32,92 107,91 + 43,80
Albumina 2,34 4,79 £ 0,22 4,54 + 0,19
ALT/TGP 35 12 +11,97 22,25 + 32,25
AST/TGO 45 16 + 9,84 18,25 + 8,10
Gama-GT 11 17,61 + 11,88 94,91 + 118,57
Creatinina K 1,03 0,62 £ 0,10 0,84 £ 0,17
Ureia 28 21,84 + 8,99 24,33 + 4,74

Fonte: Elaborada pelo autor (2025). SD = Desvio Padréo; Qualitrol 1H = controle da dosagem bioquimica

no Labmax240 premium.

O colesterol total apresentou média de 194,91 + 53,51 mg/dL, situando-se entre

os valores desejaveis e o limite para classificacdo como limitrofe. O LDL apresentou
média de 107,91 * 43,80 mg/dL, com valores variando de 6timos a limitrofes para altos,

considerando a disperséo amostral. Além disso, observou-se elevagao nos niveis de ALT
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(22,25 + 32,25 U/L) e de Gama-GT (94,91 £ 118,57 U/L), sugerindo alteracGes hepaticas
potencialmente associadas ao estado metabdlico dos individuos obesos.



72

5.2. Perfil citotoxico e mecanismo de morte celular dos extratos brutos
de C. sativa L. ricos em CBD, CBG e THCv
O valor de CC50 de CBD frente aos macréfagos murinos foi de 28,49 ug/mL (Fig.

15A). A analise estatistica indicou que o controle diferiu significativamente (F = 612,5; p
<0,0001) das concentracdes 25 a 400 ug/mL, com p<0,0001 para todas as comparacoes.
Por sua vez, CBG apresentou CC50 de 47,56 ug/mL (Fig. 15B), com o controle diferindo
significativamente das concentragfes de 3,125 ug/mL (p = 0,0053), 6,25 ug/mL (p =
0,0046) e 50 a 400 ug/mL (p<0,0001 em todas as comparacdes). Ademais, THCv
apresentou CC50 de 8,68 ug/mL (Fig. 15C), onde o controle diferiu das concentracdes
6,25 ug/mL (p = 0,0002) e 25 a 400 ug/mL (p<0,0001).

Por conseguinte, ndo foi possivel estimar com certeza o CC50 do THC frente a
linhagem celular devido a alta variabilidade dos dados, indicando que é necessario um
maior numero de amostras para obter uma regressao linear precisa. Contudo, observou-
se redugdo significativa na viabilidade celular a partir da concentracao de 12,5 pg/mL (Fig.
15D), que diferiu do controle (p = 0,0078). Além disso, a concentracdo de 25 pg/mL ja
resultou em viabilidade inferior a 50% (média de 21,47%), com todas as concentracfes
de 25 a 400 pg/mL apresentando diferencas significativas em relacdo ao controle (p <
0,0001).

Por fim, para a dexametasona, também néo foi possivel estimar a CC50, mas por
um motivo distinto, j& que mesmo na maior concentracdo testada (200 uM), a viabilidade
celular permaneceu acima de 50% (Fig. 15E). Apesar disso, observou-se diferenca
estatistica entre o grupo controle e todas as concentragfes avaliadas: 200 uM (p =
0,0005), 100 uM (p = 0,0007), 50 uM (p = 0,0009), 25 uM (p = 0,0004), 12,5uM (p =
0,0003), 6,25uM (p = 0,0006), 3,125 pM (p = 0,0021) e 1,56 uM (p = 0,0012). As
concentracdes testadas mantiveram uma média de viabilidade de aproximadamente 75%

das células.

Os extratos de Cannabis sativa ricos em fitocanabinoides foram avaliados quanto
a citotoxicidade frente a eritrocitos humanos (Figura 16). Os resultados (Figuras 16A-D)

demonstraram que 0s extratos ndo apresentaram atividade hemolitica significativa (CBD:
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F =95,45; CBG: F =169,9; THCv: F = 487,1; THC: F = 83,58; em todos 0s casos, p <
0,0001) nas concentracdes testadas, quando comparados ao controle negativo (solugéo
salina). Foi observada diferenca estatistica (p < 0,0001) entre todos os extratos e o
controle positivo, indicando baixa hemdlise induzida pelos extratos, em concordancia com

0s achados anteriores.

Figura 15. Avaliacdo da Concentracdo Citotéxica Média (CC50) em linhagem de macréfagos
murinos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). CTL- = controle negativo, sem tratamento. Os simbolos representados
por letras minusculas representam diferengas estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢ges dentro de cada
grupo: Figura A = a (grupo controle x concentragfes de 25 a 400 ug/mL); Figura B = a (grupo controle x
concentracdes de 3,125 e 6,25 ug/mL), b (grupo controle x concentracdes de 50 a 400 ug/mL); Figura C
= a (grupo controle x concentracdo de 6,25 ug/mL), b (grupo controle x concentragbes de 12,5 a 400
ug/mL); Figura D = a (grupo controle x concentracéo de 12,5 ug/mL), b (grupo controle x concentra¢cfes
de 25 a 400 ug/mL); Figura E = a (grupo controle x todas as concentrac¢des testadas, com o mesmo p-
valor). As barras de erro nas Figuras A a E representam o desvio padrdo (SD) de cada grupo. Os grupos
e concentragfes foram comparados por meio de analises estatisticas, iniciando-se com o teste de Shapiro-
Wilk (W) para a verificacdo da normalidade dos dados; quando apropriado, foi aplicado o teste ANOVA
(one-way ANOVA, F), seguido pelo pés-teste de Tukey, ou o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo pés-
teste de Dunn.
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De modo semelhante, a dexametasona, utilizada como controle no ensaio de
dosagem de citocinas, também ndo apresentou atividade hemolitica significativa nas
concentracOes testadas (Figura 16E), quando comparada ao controle negativo. No
entanto, diferencas significativas (F = 270,1; p < 0,0001) foram observadas em relacéo
ao controle positivo. Assim, ndo foi possivel determinar os valores de HC50
(concentracdo que causa 50% de hemolise) para os compostos testados, uma vez que

nao se atingiu o limiar necessério para esse calculo.

Figura 16. Analise quantitativa da Concentracdo Hemolitica Média (HC50)
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). C- = controle negativo, PBS; C+ = controle positivo, agua deionizada;
DEXA = dexametasona. Os simbolos representados por letras mindsculas representam diferencas
estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢des dentro de cada grupo: a (grupo controle, todas as concentracdes
testadas x controle positivo). As barras de erro nas Figuras A a E representam o desvio padrédo (SD) de
cada grupo. Os grupos e concentrag8es foram comparados por meio de analises estatisticas, iniciando-se
com o teste de Shapiro-Wilk (W) para a verificagdo da normalidade dos dados; quando apropriado, foi
aplicado o teste ANOVA (one-way ANOVA, F), seguido pelo pds-teste de Tukey, ou o teste de Kruskal-
Wallis (H), seguido pelo pos-teste de Dunn.

Da mesma forma, foi realizada a avaliacdo da CC50 dos tratamentos frente as
PBMCs (Figura 17), também por meio do método colorimétrico de MTT. O valor de CC50
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de CBD frente aos linfocitos e monadcitos do sangue periférico (PBMCs) foi de 5,91 ug/mL
(Fig. 17A). Com base nesse resultado, os experimentos imunolégicos subsequentes
utilizaram uma concentragdo que mantivesse aproximadamente 80% da viabilidade
celular, correspondente a CC20, estimada em 2 pg/mL para este extrato. Optou-se pelo

uso de concentragdes inteiras na conducao dos ensaios.

Figura 17. Determinacdo da Concentracdo Citotoxica Média (CC50) em células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). PBMCs: células mononucleares do sangue periférico; CTL- = controle
negativo, sem tratamento. Os simbolos representados por letras minusculas representam diferencas
estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢cdes dentro de cada grupo: Figura A = a (grupo controle x
concentracdo de 20 ug/mL); Figura B = a (grupo controle x concentra¢gfes de 5 a 20 ug/mL); FiguraC = a
(grupo controle x concentracéo de 10 ug/mL), b (grupo controle x concentracéo de 20 ug/mL); Figura D
= a (grupo controle x concentraces de 10 e 20 ug/mL), b (gconcentracdo de 10 x 20 ug/mL). As barras
de erro nas Figuras A a E representam o desvio padrédo (SD) de cada grupo. Os grupos e concentracdes
foram comparados por meio de andlises estatisticas, iniciando-se com o teste de Shapiro-Wilk (W) para a
verificacdo da normalidade dos dados; quando apropriado, foi aplicado o teste ANOVA (one-way ANOVA,
F), seguido pelo pés-teste de Tukey, ou o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo pds-teste de Dunn.
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A analise estatistica revelou que o controle diferiu significativamente (F = 9,41; p
<0,0001) das concentracdes de 5 ug/mL (p = 0,0298), 10 ug/mL (p = 0,0041) e 20 ug/mL
(p<0,0001). Por sua vez, para o CBG a CC50 foi de 15,77 ug/mL (CC20: 5 ug/mL), com
o controle diferindo significativamente (F = 33,66; p <0,0001) apenas da concentracao de
20 ug/mL (p = 0,0001) (Fig. 17B). O THCV apresentou CC50 de 6,79 (CC20: 2ug/mL),
sendo observada diferenca estatistica (F = 13,67; p <0,0001) entre o controle e as
concentracdes de 10 ug/mL (p = 0,0003) e 20 (p<0,0001) (Fig. 17C).

Figura 18. Avaliacao da citotoxicidade frente a PBMCs por citometria de fluxo
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). C- = controle negativo, sem tratamento; DMSO 0,5%: dimetilsulféxido
a 0,5%, veiculo; DEXA: dexametasona; PI: iodeto de propideo. Os simbolos m, A e e, representam,
respectivamente, marcacao positiva para anexina V (apoptose inicial), anexina v em associa¢do com iodeto
de propideo (apoptose tardia) e iodeto de propideo isolado (necrose). Os simbolos representados por letras
minUsculas representam diferencas estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢des dentro de cada grupo: a
(grupo controle x dexametasona, CBG CC50, TCHV CC20 e CC50); b (CBG CC20 x CBG CC50); ¢ (THCv
CC20 x THCv CC50); d (THC CC20 x THCv CC20 e CC50); e (THC CC50 x THCv CC20 e CC50); f
(grupo controle x CBG CC50 e CBD CC50); g (CBG CC20 x CBG CC50); h (CBD CC20 x CBD CC50); i
(grupo controle x dexametasona e THCv CC50); j (THC CC20 x THCv CC20 e CC50); k (THC CC50 x
THCv CC20 e CC50). As barras de erro na Figura representam o erro padrdo da média (SEM) de cada
grupo. Os grupos e concentrages foram comparados por meio de andlises estatisticas, iniciando-se com
o0 teste de Shapiro-Wilk (W) para a verificacdo da normalidade dos dados; quando apropriado, foi aplicado
o teste ANOVA (two-way ANOVA, F), seguido pelo pos-teste de Tukey, ou o teste de Kruskal-Wallis (H),
seguido pelo pos-teste de Dunn.
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Por conseguinte, THC apresentou CC50 de 6,66 (CC20: 2 ug/mL) com o grupo
controle diferindo significativamente (F = 32,09; p <0,0001) das concentracdes 10 e 20
ug/mL (p<0,0001), bem como entre estas duas concentracdes (p = 0,0293) (Fig. 17D).
Por ultimo, a dexametasona mesmo na maior concentracao testada (1000 uM), manteve
a viabilidade celular permaneceu em 100% (Fig. 17E), sem diferenca estatistica (F= 1,08;

p = 0.3815) em relacdo ao controle.

Ademais, investigou-se o mecanismo de morte celular induzido pelos tratamentos
((F= 140,36; p < 0,0001; Figura 18). Em relacéo a apoptose inicial (Fig. 18), observou-se
que o controle negativo diferiu significativamente dos grupos tratados com
dexametasona, CBG na CC50, bem como THCv nas CC20 e CC50 (p < 0,0001).

Além disso, CBG CC50 diferiu significativamente de CBG CC20 (p < 0,0001),
assim como os tratamentos com THCv CC20 e CC50 entre si (p = 0,0167). De maneira
semelhante, THC na CC20 apresentou diferenca estatistica em relacdo a THCv CC20 e
THCv CC50 (p < 0,0001), o que também foi observado para THC CC50 em comparacgao

aos mesmos grupos (p < 0,0001).

No que tange a apoptose tardia (Fig. 18), o controle negativo diferiu
significativamente dos grupos tratados com CBG na CC50 e CBD na CC50 (p < 0,0001).
Ademais, CBG CC50 diferiu significativamente de CBG CC20 (p < 0,0001), assim como
os tratamentos com CBD CC20 e CC50 entre si (p < 0,0001). Sobre a presenca de
necrose nos grupos avaliados (Fig. 17), o controle negativo diferiu significativamente dos
grupos tratados com dexametasona (p = 0,0181) e THCv na CC50 (p = 0,0117). Além
disso, THC na CC20 apresentou diferenca estatistica em relacdo a THCv CC20 (p =
0,0150) e THCv CC50 (p = 0,0013), o que também foi observado para THC CC50 em

comparag¢ao aos mesmos grupos (p = 0,0267; p = 0,0026, respectivamente).
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5.3. Determinacéao do extrato bruto de C. sativa L. rico em fitocanabinoides

com potencial imunomodulador frente a PBMCs de individuos com

obesidade

Para a triagem inicial com o objetivo de selecionar o extrato que seguiria para 0s
ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) e de modulacdo por citometria de fluxo,
foi conduzido um experimento preliminar com um ndmero reduzido de individuos obesos
(N=3). Nessa etapa, buscou-se avaliar o perfil imunomodulador dos quatro extratos ricos
em fitocanabinoides por meio da analise da frequéncia de citocinas em 100.000 eventos,

via citometria de fluxo.

Na Figura 19A, sédo apresentados os resultados da frequéncia de TNF-a em
monadcitos CD14+. Foi observada a reducdo de TNF-a nos grupos (H = 18,25; p = 0,0056)
tratados com dexametasona (p = 0,0436) e com THCv na CC20 (t = 14,24; p < 0,0001),
ambos em comparacdo ao grupo controle. O tratamento com THCv apresentou efeito

semelhante ao da dexametasona, sugerindo agédo anti-inflamatoria.

Na Figura 19B, é apresentada a frequéncia de IL-10 em mondcitos CD14+. Os
grupos CBG CC20 (p = 0,0301), THC CC20 (p < 0,0001) e LPS (p = 0,0013)
apresentaram reducéo (H = 18,52; p = 0,0051) na frequéncia de IL-10 em comparagao

ao controle, indicando um possivel perfil regulador negativo.

Ja na Figura 19C, avaliou-se a frequéncia de TNF-a em linfocitos CD4+. Nao
observada diferencas estatisticas entre os grupos (F = 2,02; p = 0,1752), apenas uma
tendéncia de diminuicdo da frequéncia de TNF-a no grupo tratado com dexametasona (p

=0,0836), em relacao ao controle.

Por fim, a Figura 19D mostra a frequéncia de IL-4 em linfocitos CD4+. Observou-
se reducédo da IL-4 nos grupos tratados com CBG (p = 0,0001), CBD (p = 0,0100), THC
(p = 0,0004), estimulo policlonal com aCD3-CD28 (p = 0,0010) e dexametasona (p <
0,0001), quando comparados ao grupo controle (F = 10,72; p = 0,0001). Esses achados
sugerem que tais extratos ricos em fitocanabinoides exercem um efeito modulador
negativo sobre o eixo Th2.

Figura 19. Avaliacdo imunomoduladora preliminar dos diferentes extratos brutos de
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C. sativa ricos em fitocanabinoides frente a PBMCs de individuos obesos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). PBMCs foram coletadas de voluntérios com obesidade (n = 3), a fim
de realizar a triagem do estudo. Meio = sem tratamento; LPS = lipopolissacarideo de E. coli; aCD3-aCD28

= estimulo policlonal de célula T aCD3-CD28; DEXA = dexametasona. Diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05) estdo indicadas pelo simbolo (*). O simbolo (#) representa diferencas significativas
identificadas por testes estatisticos distintos dos convencionais aplicados entre grupos. As barras de erro
nas Figuras A a D representam o erro padrdo da média (SEM) de cada grupo. Os grupos foram comparados
por meio de analises estatisticas, iniciando-se com o teste de Shapiro-Wilk (W) para a verificacdo da
normalidade dos dados; quando apropriado, foi aplicado o teste ANOVA (one-way ANOVA, F), seguido
pelo pos-teste de Tukey, ou o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo pés-teste de Dunn. Analises
comparativas entre dois grupos foram conduzidas utilizando-se o teste t pareado ou ndo pareado, ou ainda
os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney (U), conforme a adequacao a distribuicdo dos dados.

Diante desses resultados, o extrato de THCv foi selecionado para as proximas

etapas da pesquisa, por demonstrar tendéncia inicial a um perfil imunomodulador
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favoravel a inflamacé&o crénica de baixo grau, caracterizado pela reducédo de TNF-a em
mondcitos e pela manutencdo de niveis semelhantes ao controle para IL-10 em

mondcitos CD14+ e IL-4 em linf6citos CD4+.
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5.4. Avaliacado da producao de citocinas do extrato bruto de C. sativa L.

rico em tetrahidrocanabiverina (THCv) frente a PBMCs de individuos

eutroficos e obesos

Com relacdo aos resultados de ELISA para citocinas (Figura 20), observou-se
diferenca significativa (H = 30,71; p < 0,0001) entre os grupos tratados com THCv e
dexametasona em individuos obesos (Fig. 20A; p = 0,0001) na dosagem de IL-6. A
dosagem de IL-12, por sua vez, ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
avaliados (Fig. 19B; H = 12,82; p = 0,0767).

Na dosagem de IL-17 (Fig.20C), os grupos analisados demonstraram diferencas
estatisticas significativas entre si (F = 18,40; p < 0,0001). No grupo de individuos
eutréficos, observou-se tendéncia a diferenca entre o grupo controle (meio) e o grupo

tratado com enterotoxina B de Staphylococcus sp. (SEB), com p = 0,0635.

Por outro lado, entre os individuos obesos, o grupo controle apresentou diferenca
estatistica em relacdo aos grupos tratados com THCv (t = 02,61; p = 0,0311), que exibiu
discreta reducdo na producado da citocina; com dexametasona (t = 02,57; p = 0,0499),
gue demonstrou aumento na producéo de IL-17; e com SEB (t = 03,22; p = 0,0486), que
apresentou elevacéo acentuada na producgéo da citocina. Ainda nesse grupo, observou-
se diferenca significativa entre os tratamentos com THCv e SEB (t = 03,34; p = 0,0443),
apresentando perfil de producao de IL-17 semelhante ao observado na comparacéao entre

0S grupos controle e SEB.

Com relacdo a dosagem de IL-10, no grupo de individuos eutréficos (Figura 20D),
0 grupo sem tratamento diferiu significativamente (F = 5,42; p < 0,0001) dos grupos
tratados com: THCv, que apresentou aumento na producdo de IL-10 (t = 03,32; p =
0,0209), e com dexametasona, que demonstrou reducdo (t = 04,66; p = 0,0023). Além
disso, o grupo tratado com THCv também diferiu do grupo tratado com dexametasona (t
= 06,45; p = 0,0013).

Observou-se ainda que, entre 0s grupos sem tratamento, os individuos obesos
apresentaram niveis mais elevados de IL-10 em comparacao aos eutroficos (t = 03,20; p

= 0,0062). No grupo dos individuos obesos, o meio diferiu significativamente da
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dexametasona (t = 09,16; p < 0,0001), assim como o grupo tratado com THCv também

diferiu da dexametasona (t = 06,36; p < 0,0001).

Figura 20. Dosagem de citocinas do extrato bruto de C. sativa rico em THCv frente

a PBMCs de individuos eutroficos e obesos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). PBMCs foram coletadas de voluntarios eutréficos (n = 12) e individuos
obesos (n = 12), formando os grupos do estudo. OB = individuos obesos; EUT = individuos eutréficos; Meio
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= sem tratamento; Dexa = dexametasona; SEB = enterotoxina B de Sthaphylococcus sp. Os simbolos
representados por letras mindsculas representam diferencas estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢des
dentro de cada grupo: Figura A = a (grupo THCv OB x Dexa OB); Figura C = a (grupo meio OB x THCv
OB, Dexa OB e SEB OB); b (grupo THCv OB x SEB OB); Figura D = a (grupo meio EUT x meio OB); b
(grupo meio EUT x THCv EUT); ¢ (grupo meio EUT x Dexa EUT); d (grupo meio OB x Dexa OB); e (grupo
THCv OB x Dexa OB); Figura E = a (grupo meio EUT x Dexa EUT); b (grupo meio OB x SEB OB); ¢ (grupo
TCHv EUT x THCv OB); d (grupo THCv OB x SEB OB); e (grupo SEB EUT x SEB OB). As barras de erro
nas Figuras A a E representam o desvio padrdo (SD) de cada grupo. Os grupos foram comparados por
meio de analises estatisticas, iniciando-se com o teste de Shapiro-Wilk (W) para a verificacdo da
normalidade dos dados; quando apropriado, foi aplicado o teste ANOVA (one-way ANOVA, F), seguido
pelo pos-teste de Tukey, ou o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo pds-teste de Dunn. Analises
comparativas entre dois grupos foram conduzidas utilizando-se o teste t pareado ou ndo pareado, ou ainda
os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney (U), conforme a adequacao a distribuicdo dos dados.

Por fim, na dosagem de IFN-y (Figura 20E), houve uma reducao na produgéo de
IFN-y no grupo sem tratamento de individuos eutr6ficos em comparacdo com o grupo
tratado (F = 24,56; p < 0,0001) com dexametasona (t = 3,43; p = 0,0415). Considerando
os diferentes tratamentos entre os individuos obesos, o grupo tratado com SEB diferiu
significativamente tanto do grupo com meio (t = 5,20; p = 0,0066) quanto do grupo tratado
com THCv (t = 4,20; p = 0,0247).

No mais, observou-se diferenca estatistica entre os grupos tratados com THCv
entre individuos eutréficos e obesos (t = 3,86; p = 0,0062), sendo que os individuos
obesos apresentaram menor producdo da citocina. Por outro lado, em resposta ao
tratamento com SEB, os individuos obesos apresentaram maior producédo de IFN-y em

comparacao com os eutroficos (t = 3,57; p = 0,0073).
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5.5. Atividade imunomoduladora do extrato bruto de C. sativa L. rico em

tetrahidrocanabiverina (THCv) frente a mondcitos (CD14+) e linfécitos CD4+

de individuos eutréficos e com obesidade

No que tange a frequéncia de células CD14+ (Fig. 21A), ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos (F = 0,14; p = 0,9726). De forma similar, em relagéo
a frequéncia de linfocitos T CD4+ (Fig. 21B), ndo foi detectada diferenca estatistica na

comparacao par a par entre 0s grupos.

Figura 21. Frequéncia de mondcitos CD14+ e linfocitos T CD4+ frente a PBMCs de
individuos eutroéficos e obesos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). PBMCs foram coletadas de voluntarios eutréficos (n = 9) e individuos
obesos (n = 9), formando os grupos do estudo. OB = individuos obesos; EUT = individuos eutréficos; Meio
= sem tratamento; LPS = lipopolissacarideo de E. coli; aCD3-aCD28 = estimulo policlonal de célula T aCD3-
CD28. Os simbolos representados por letras minUsculas representam diferencas estatisticas (p < 0.05)
entre as condi¢Bes dentro de cada grupo. As barras de erro nas Figuras A e B representam o erro padréo
da média padrao (SEM) de cada grupo. Os grupos foram comparados por meio de analises estatisticas,
iniciando-se com o teste de Shapiro-Wilk (W) para a verificagdo da normalidade dos dados; quando
apropriado, foi aplicado o teste ANOVA (one-way ANOVA, F), seguido pelo pés-teste de Tukey, ou o teste
de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo pos-teste de Dunn. Andlises comparativas entre dois grupos foram
conduzidas utilizando-se o teste t pareado ou ndo pareado, ou ainda os testes de Wilcoxon ou Mann-
Whitney (U), conforme a adequacéao a distribuicdo dos dados.

Sobre a frequéncia de monécitos CD14+ expressando CD220 (Fig. 22A), verificou-
se gue o grupo de individuos obesos apresentou aumento significativo da frequéncia de

mondcitos CD220* em relac&o ao grupo eutrdfico (t = 3,09; p = 0,0179), sem tratamento.
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Por outro lado, na analise da frequéncia de monécitos CD14+ com ativacdo da quinase

beta-1 da proteina ribossomal S6 (p-RPS6K1; Fig. 22B), proteina ativada pela via mTOR,

nao foi observada diferenca estatistica (F = 0,85; p = 0,5266) entre 0S grupos.

Figura 22. Frequéncia de mondcitos CD14+ expressando CD220 e positivos para

p-RPS6K1, mieloperoxidase e TNF-a em individuos eutroficos e obesos

+ 100 = 100-
=) X .
N 75% @ *
o~ n . . °
D~ D .
© o 50 T ¥ 75 o hd ° o
sx 257 g4 %
[T) S 0 4 ) . :
‘5 a 20+ <q:, il 11
S o EN 50 RELUIENEDRE
o 15 o .
o 2 o0
= 8 o @ °l e
-5 101 o 2 254
s~ 0 o= i
i :
£ 5
0 | | E 0 T T T T T T
RY 09 SRS RS R
NN e@ & I I A
& EF 8 I E Y
, 100+ + 1004
. o 95
22 a0 o5 o0
o= T 8-+
&% 70 . s & 207
Q - 60— Q = L ° . L]
c A [ -l=] .
:g O 50 ‘g &) 15+ ° .
g8 401 b €8 10 . .
w s 30- a . w5 . Y °
22 20 pa? ab t. . R 5
3] ) . *
g 104 g
0 1 I 1 I 1 I
«)‘,\ Q’e, FS& S PSS F
) 00
& 2 F LIS
E OB EUT OB EUT OB EUT OB EUT
row max
row min

MPO+

CD220+ p-RPS6K1+ TNFa
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individuos obesos; EUT =
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beta-1 da proteina ribossomal S6 (alvo a jusante da via mTOR para sintese proteica); MPO =
mieloperoxidase. Os simbolos representados por letras mindsculas representam diferencas estatisticas (p
< 0.05) entre as condicdes dentro de cada grupo: Figura A = a (grupo meio EUT x meio OB); Figura C =
a (grupo meio EUT x THCv EUT), b (THCv EUT x THCv OB). As barras de erro nas Figuras A a D
representam o erro padrdo da média padrao (SEM) de cada grupo. Fig. E = Heat Map da frequéncia de
monécitos CD14+ positivos para CD220, p-RPS6K1, mieloperoxidase e TNF-a nos tratamentos de
individuos eutréficos e obesos com base nas analises de citometria de fluxo apresentando no eixo X, para
cada grupo, cada individuo, e no eixo Y, os tratamentos “meio, THCv e estimulo” nas colunas 1, 2 e 3
respectivamente, por grupo com obesidade e com eutrofia. Os grupos foram comparados por meio de
andlises estatisticas, iniciando-se com o teste de Shapiro-Wilk (W) para a verificacdo da normalidade dos
dados; quando apropriado, foi aplicado o teste ANOVA (one-way ANOVA, F), seguido pelo pds-teste de
Tukey, ou o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo pds-teste de Dunn. Analises comparativas entre dois
grupos foram conduzidas utilizando-se o teste t pareado ou ndo pareado, ou ainda os testes de Wilcoxon

ou Mann-Whitney (U), conforme a adequacéo a distribuicdo dos dados.

Paralelamente, avaliou-se a frequéncia de mondcitos CD14+ positivos para MPO
(Fig. 22C). Foi observada reducéo significativa da frequéncia de mondcitos MPO* em
individuos eutroéficos tratados com THCv em relacdo aos eutréficos sem tratamento (t =
5,12; p = 0,0069) e aumento significativo da frequéncia de mondcitos MPO* no grupo de
individuos com obesidade tratados com THCv em comparacado aos eutroéficos tratados (t
= 3,56; p = 0,0073).

Em contrapartida, na modulacdo de TNF-a (Fig. 22D), ndo foram observadas
diferencas estatisticas (F = 5,59; p = 0,3477) entre 0s grupos ha comparacao geral. Em
relacdo a modulacdo de citocinas produzidas por linfocitos CD4* tratados, ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos referentes a IL-10 (Fig. 23A; H = 4,05; p = 0,5422).

Em relagédo ao IFN-y (Fig. 23B), também néo foi detectada diferenca significativa
entre os tratamentos (F = 0,65; p = 0,6659). A andlise da modulagédo de IL-17A em
linfécitos CD4* totais (Fig. 23C), evidenciou reducéo significativa da frequéncia de IL-17A
em individuos obesos quando comparados aos eutroficos (U=0; p = 0,0159), bem como

em individuos obesos tratados com THCv em relagao aos eutréficos (U=2; p = 0,0317).
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Figura 23. Frequéncia de linfocitos T CD4+ positivos para IFN-y, IL-10 e IL-17A

em individuos eutréficos e obesos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). PBMCs foram coletadas de voluntarios eutréficos (n = 9) e individuos
obesos (n = 9), formando os grupos do estudo. OB = individuos obesos; EUT = individuos eutréficos; Meio
= sem tratamento; aCD3-aCD28 = estimulo policlonal de célula T aCD3-CD28. Os simbolos representados
por letras minUsculas representam diferencas estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢des dentro de cada
grupo: Figura C = a (grupo meio EUT x meio OB), b (THCv EUT x THCv OB). As barras de erro nas Figuras
A a C representam o erro padrdo da média padrdo (SEM) de cada grupo. Fig. D = Heat Map da frequéncia
de linfécitos T CD4+ positivos para IFN-y, IL-10 e IL-17-A nos tratamentos de individuos eutréficos e obesos
com base nas analises de citometria de fluxo apresentando no eixo X, para cada grupo, cada individuo, e
no eixo Y, os tratamentos “meio, THCv e estimulo” nas colunas 1, 2 e 3 respectivamente, por grupo com
obesidade e com eutrofia. Os grupos foram comparados por meio de andlises estatisticas, iniciando-se
com o teste de Shapiro-Wilk (W) para a verificacdo da normalidade dos dados; quando apropriado, foi
aplicado o teste ANOVA (one-way ANOVA, F), seguido pelo pds-teste de Tukey, ou o teste de Kruskal-
Wallis (H), seguido pelo pds-teste de Dunn. Analises comparativas entre dois grupos foram conduzidas
utilizando-se o teste t pareado ou ndo pareado, ou ainda os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney (U),
conforme a adequacao a distribuicdo dos dados.
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A frequéncia de CD25 (Fig. 24A), marcador de ativacdo de linfécitos CD4+, ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos (H = 7,49; p = 0,1866). J& a modulacdo
do receptor de insulina CD220 (Fig. 24B) nessas mesmas células revelou diferenca
significativa entre os grupos (H = 17,77; p = 0,0032). O grupo eutréfico apresentou maior
frequéncia desse receptor em comparacdo aos individuos obesos nas trés condicdes:
sem tratamento (U = 0; p = 0,0357), tratados com THCv (U = 0; p = 0,0003) e com aCD3-
aCD28 (U = 0; p = 0,0067).

Figura 24. Frequéncia de linfocitos T CD4+ ativados (CD25+), expressando

CD220 e positivos p-RPS6K1 em individuos eutroficos e obesos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). PBMCs foram coletadas de voluntarios eutroficos (n = 9) e individuos
obesos (n = 9), formando os grupos do estudo. OB = individuos obesos; EUT = individuos eutroficos; Meio
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= sem tratamento; aCD3-aCD28 = estimulo policlonal de célula T aCD3-CD28; CD220 = receptor de
insulina; p-RPS6K1 = Quinase beta-1 da proteina ribossomal S6 (alvo a jusante da via mTOR para sintese
proteica). Os simbolos representados por letras mindsculas representam diferencas estatisticas (p < 0.05)
entre as condi¢des dentro de cada grupo: Figura A = a (grupo THCv EUT x aCD3-aCD28 EUT); Figura B

= a (grupo meio EUT x meio OB), b (THCv EUT x THCv OB), ¢ (aCD3-aCD28 EUT x aCD3-aCD28 OB);
Figura C = a (grupo meio OB x aCD3-aCD28 OB), b (THCv EUT x THCv OB), ¢ (THCv OB x aCD3-aCD28
OB). As barras de erro nas Figuras A a C representam o erro padrdo da média padrdo (SEM) de cada
grupo. Fig. D= Heat Map da frequéncia de linfécitos T CD4+ ativados (CD25+) e positivos para CD220 e
p-RPS6K1 nos tratamentos de individuos eutréficos e obesos com base nas andlises de citometria de fluxo
apresentando no eixo X, para cada grupo, cada individuo, e no eixo Y, os tratamentos “meio, THCv e
estimulo” nas colunas 1, 2 e 3 respectivamente, por grupo com obesidade e com eutrofia. Os grupos foram
comparados por meio de analises estatisticas, iniciando-se com o teste de Shapiro-Wilk (W) para a
verificacdo da normalidade dos dados; quando apropriado, foi aplicado o teste ANOVA (one-way ANOVA,
F), seguido pelo pos-teste de Tukey, ou o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo pds-teste de Dunn.
Anadlises comparativas entre dois grupos foram conduzidas utilizando-se o teste t pareado ou n&o pareado,
ou ainda os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney (U), conforme a adequacéo a distribuicdo dos dados.

De forma similar, a analise da frequéncia de linfécitos T CD4+ com ativacdo da
quinase beta-1 da proteina ribossomal S6 (p-RPS6K1; Fig. 24C), ativada pela via mTOR,
mostrou diferenca estatistica entre os grupos (F = 8,85, p = 0,0002). Foi evidenciado o
aumento da frequéncia em individuos obesos sem tratamento comparados aos tratados
com aCD3-aCD28 (t = 5,16; p = 0,0067), reducdo da frequéncia da proteina quinase no
grupo tratado com THCv em relacdo aos eutrdficos (t = 3,36; p = 0,0151), e aumento do
marcador frente ao estimulo policlonal em compara¢éo ao grupo tratado com THCv nos

individuos obesos.

Foi observada reducdo nos marcadores CD220 e p-RPS6K1 em linfécitos T CD4
totais de individuos obesos, os quais estdo biologicamente relacionados, ja que o
receptor de insulina ativa a via PI3K-Akt-mTOR, que culmina na ativacao da quinase beta-
1 da proteina ribossomal S6, fundamental para o metabolismo celular. Por isso,

investigamos se essas redugdes estavam correlacionadas.

Conforme a matriz de correlacao de Pearson (Figura 25), foi observada correlacéo
positiva significativa entre a reducédo dos marcadores CD220 e p-RPS6K1 em individuos
obesos tratados com THCV (r = 0,995; p = 0,005). Em individuos eutroéficos, também foi
observada correlacdo positiva significativa entre a frequéncia aumentada de CD220 e p-
RPS6K1 no tratamento com THCV (r = 1,000; p = 0,013).

Por outro lado, na condicdo sem tratamento dos individuos com obesidade, foi

observada correlacdo negativa entre esses marcadores, embora ndo estatisticamente
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significativa (r =-0,371; p = 0,538). Além disso, verificou-se correlacao positiva (r = 0,887;
p = 0,045) entre a reducdo de p-RPS6K1 no tratamento com THCV em obesos e o
aumento de CD220 na mesma populagdo apds estimulo policlonal (anti-CD3/CD28);
contudo, essa associacdo deve ser interpretada com cautela, pois envolve fenbmenos

biologicamente distintos.

Figura 25. Matriz de correlagédo entre os marcadores CD220 e p-RPS6K1 em

linfécitos T CD4* de individuos eutroficos e obesos
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THCv 1.00 0.96 ..-

1.00
aCD3aCD28 0.96 1.00 .. 0.89

D22
Meio 0.99 1.00 CD220 0.5

THCV . 1.00 [11:1/ 0.96 0.92 1.00

aCD3aCD28 1.00 0.86
Meio 0.96 0.86 1.00

THCv
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s,

Fonte: Elaborada pelo autor (2025). PBMCs foram coletadas de voluntarios eutréficos (n = 9) e individuos
obesos (n = 9), formando os grupos do estudo. OB = individuos obesos; EUT = individuos eutréficos; Meio
= sem tratamento; aCD3-aCD28 = estimulo policlonal de célula T aCD3/aCD28; CD220 = receptor de
insulina; p-RPS6K1 = Quinase beta-1 da proteina ribossomal S6 (alvo a jusante da via mTOR para sintese
proteica). A escolha do teste de correlacdo foi baseada na inspecéo visual do scatter plot, avaliando
distribuicao, linearidade e presenca de outliers. O teste de Pearson (r) € aplicado para dados normalmente
distribuidos com relacao linear; caso contrario, utiliza-se Spearman (p) para dados ndo paramétricos com
relagdo monoténica; e Kendall (1) para amostras pequenas ou com muitos empates. Também foi avaliado a
significancia estatistica do valor do coeficiente de correlacdo, considerando-se significativo quando p <

0,05.

p-RPS6K1

Meio 0.20
THCv o . 0.94 0.91 1.00

aCD3aCD28

Com relacédo a modulacao da frequéncia de citocinas produzidas por linfocitos T
CD4+ ativados (CD25"), foi observado que, das citocinas avaliadas (Fig.26A-C): IFN-y (
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F = 0,66, p = 0,6567), IL-10 (H = 1,91, p = 0,8060) e IL-17A (F = 0,86, p = 0,5215),

nenhuma apresentou diferenca significativa entre os grupos.

Figura 26. Frequéncia de linfocitos T CD4+ ativados (CD25+) positivos para IFN-

Yy, IL-10 e IL-17A em individuos eutroficos e obesos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). PBMCs foram coletadas de voluntarios eutroficos (n = 9) e individuos
obesos (n = 9), formando os grupos do estudo. OB = individuos obesos; EUT = individuos eutroficos; Meio
= sem tratamento; aCD3-aCD28 = estimulo policlonal de célula T aCD3/aCD28. Os simbolos
representados por letras mindsculas representam diferencas estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢des
dentro de cada grupo. As barras de erro nas Figuras A a C representam o erro padrdo da média padrao
(SEM) de cada grupo. Fig. D = Heat Map da frequéncia de linfécitos T CD4+ ativados (CD25+) positivos
para IFN-y, IL-10 e IL-17-A nos tratamentos de individuos eutroficos e obesos com base nas andlises de
citometria de fluxo apresentando no eixo X, para cada grupo, cada individuo, e no eixo Y, os tratamentos
“meio, THCv e estimulo” nas colunas 1, 2 e 3 respectivamente, por grupo com obesidade e com eutrofia.
Os grupos foram comparados por meio de analises estatisticas, iniciando-se com o teste de Shapiro-Wilk

(W) para a verificacdo da normalidade dos dados; quando apropriado, foi aplicado o teste ANOVA (one-
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way ANOVA, F), seguido pelo pés-teste de Tukey, ou o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo pés-teste
de Dunn. Analises comparativas entre dois grupos foram conduzidas utilizando-se o teste t pareado ou nédo
pareado, ou ainda os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney (U), conforme a adequacéo a distribuicdo dos
dados.

Por fim, foi avaliada a modulacdo da frequéncia das ectonucleotidases CD39 e
CD73 em linfocitos CD4+ (Fig. 27A-C). Individualmente, CD39 (marcador pré-
inflamatorio) ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos (F = 0,79, p =0,5636).
De forma semelhante, CD73 (marcador supressor) isoladamente também ndo mostrou

diferenca estatisticamente significativa (F = 0,79, p = 0,5636).

Figura 27. Frequéncia de linfécitos T CD4+ expressando para CD39 e CD73 em

individuos eutroéficos e obesos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025). PBMCs foram coletadas de voluntarios eutréficos (n = 9) e individuos
obesos (n = 9), formando os grupos do estudo. OB = individuos obesos; EUT = individuos eutréficos; Meio
= sem tratamento; aCD3-aCD28 = estimulo policlonal de célula T aCD3-CD28. Os simbolos representados
por letras minusculas representam diferencas estatisticas (p < 0.05) entre as condi¢ges dentro de cada
grupo: Figura C = a (grupo meio EUT x meio OB), b (meio EUT x THCv EUT), ¢ (THCv EUT x THCv OB).
As barras de erro nas Figuras A a C representam o erro padrao da média padrdo (SEM) de cada grupo.
Fig. D= Heat Map da frequéncia de linfocitos T CD4+ expressando para CD39 e CD73 nos tratamentos de
individuos eutréficos e obesos com base nas analises de citometria de fluxo apresentando no eixo X, para
cada grupo, cada individuo, e no eixo Y, os tratamentos. Os grupos foram comparados por meio de andlises
estatisticas, iniciando-se com o teste de Shapiro-Wilk (W) para a verificacdo da normalidade dos dados;
quando apropriado, foi aplicado o teste ANOVA (one-way ANOVA, F), seguido pelo pds-teste de Tukey, ou
o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo pos-teste de Dunn. Andlises comparativas entre dois grupos
foram conduzidas utilizando-se o teste t pareado ou ndo pareado, ou ainda os testes de Wilcoxon ou Mann-
Whitney (U), conforme a adequacao a distribuicdo dos dados. “meio, THCv e estimulo” nas colunas 1, 2 e
3 respectivamente, por grupo com obesidade e com eutrofia.

Todavia, ao avaliar a subpopulacdo duplo positiva para CD39*CD73* (Fig. 27C),
foi observada reducéo da frequéncia dessa populagéo supressora em individuos obesos
quando comparados aos eutréficos (H = 21,67, p = 0,0006), tanto sem tratamento (U = 3;
p = 0,0011) quanto apdés tratamento com THCV (U = 3,50; p = 0,0202).
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6. DISCUSSAO

A obesidade € uma doenca crbnica caracterizada pelo acumulo excessivo de
gordura visceral e associada a inflamacédo crbénica e diversas comorbidades, como
diabetes e doencas cardiovasculares (De Heredia; Gomez-Martinez; Marcos, 2012; Lin;
Li, 2021; Rubino et al., 2025). Essa inflamacdo envolve aumento de citocinas pro-
inflamatorias e resisténcia insulinica, agravando o quadro clinico (Melson et al., 2025;
Trim; Lynch, 2022). Medicamentos anti-obesidade enfrentam limitacées, como efeitos
colaterais e alta taxa de reganho de peso ap6és a interrupcéo (Greenway, 2015; Miller et
al., 2021).

Por isso, a modulacdo da inflamacédo crbnica € uma estratégia promissora (Liu;
Nikolajczyk, 2019). Fitocanabinoides da Cannabis sativa, como THCv, CBD e CBG, tém
mostrado potencial para reduzir a inflamacdo por meio da interacdo com receptores
canabinoides e outras vias (Braile et al.,, 2021; Jastrzab; Jarocka-Karpowicz;
Skrzydlewska, 2022). Baseado nisso, nosso estudo investiga os efeitos desses
fitocanabinoides na inflamacéo cronica e nas alteracbes metabdlicas de células do
sangue periférico em individuos com obesidade, abrindo novas perspectivas

terapéuticas.

Observou-se que a obesidade esteve associada ao aumento da RCQ, indicando
maior acumulo de gordura abdominal e risco cardiometabdlico (Szczerbowska-
Boruchowska et al., 2023). Alteracdes no perfil lipidico e nas enzimas hepéticas sugerem
comprometimento metabdlico que pode evoluir para outras complicacdes
(Szczerbowska-Boruchowska et al., 2023), como doenca cardiovascular, TD2M, NAFLD,

insuficiéncia renal e acidente vascular cerebral.

Em relacdo aos dados de citotoxicidade obtidos em macréfagos RAW 264.7, esse
teste inicial teve como objetivo preliminar avaliar a atividade dos extratos antes das
analises em PBMCs. Os resultados indicam que os extratos ricos em fitocanabinoides
apresentam um potencial citotoxico variavel contra esses macrofagos, enquanto a

dexametasona demonstrou menor toxicidade nas condi¢cbes avaliadas.
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Entretanto, os efeitos dos glicocorticoides sobre células do sistema imune inato de
modelos murinos sdo complexos e dependem de respostas transcricionais especificas
para a indugéo da morte celular (Ehrchen; Roth; Barczyk-Kahlert, 2019). No contexto da
cannabis medicinal, essa citotoxicidade pode ser atribuida a ativacdo do receptor
canabinoide tipo 1 (CB1R), conforme evidenciado pela inducao de apoptose, dependente
do tempo e da concentracdo, pelo endocanabinoide anandamida (AEA) em células
deciduais de ratos (Fonseca; Correia-da-Silva; Teixeira, 2009). Por fim, a alta
variabilidade observada nos dados relativos ao THC indica a necessidade de um maior

namero de replicacdes para uma definicdo mais precisa de seu CC50.

A auséncia de toxicidade em hemacias observada nos extratos brutos de C. sativa
representa um indicativo promissor para a continuidade dos estudos, pois demonstra que
tais extratos ndo promovem lise ou dano a membrana dessas células, preservando sua

integridade e evitando potenciais efeitos adversos hematoldgicos.

Por outro lado, a auséncia de toxicidade observada para a dexametasona,
empregada como controle, corrobora seu perfil conhecido de seguranca hematolédgica
em doses terapéuticas. Tal resultado foi igualmente constatado no ensaio realizado com
PBMCs, onde ndo houve evidéncia de citotoxicidade nas concentracfes testadas,

conforme avaliacdo pelo método colorimétrico de MTT.

Os resultados da avaliagdo da CC50 dos extratos de Cannabis sativa em PBMCs
indicam que os fitocanabinoides apresentam diferentes niveis de citotoxicidade A
escolha das concentragdes para os experimentos subsequentes foi baseada na CC20,
garantindo viabilidade celular préxima a 80%, preservando a funcionalidade das células
para as analises imunoldgicas. A partir do calculo das concentragfes, seguiu-se para a
avaliagdo do mecanismo molecular de morte celular induzidos por estes materiais

vegetais.

A anélise do mecanismo de morte celular induzido pelos tratamentos avaliados
indicou que a via predominante foi a apoptose, especialmente em sua fase inicial,
conforme evidenciado pela marcagdo positiva para AnV e pelas diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos tratados e o controle negativo. Em menor
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proporcao, observou-se apoptose tardia, e, de forma pontual, necrose, sugerindo que
estes mecanismos também podem contribuir para a citotoxicidade observada, embora
em intensidade inferior. Assim, os resultados apontam que o0s materiais vegetais
testados, particularmente CBG (CC50), THCv (CC20 e CC50), CBD (CCh0) e a
dexametasona, promovem morte celular programada como mecanismo principal, com
participacdo secundéria de necrose em condi¢cBes especificas. Esse perfil pode indicar

uma potencial vantagem terapéutica, associada a um melhor perfil de seguranca.

Tal fendbmeno pode ser explicado pelo fato de que o receptor canabinoide tipo 1
(CB1R) ativa vias intracelulares MAPKs que modulam proteinas como p53, c-Jun e
membros da familia Bcl-2, promovendo a cascata apoptética mitocondrial (Bockmann et
al., 2022). Os endocanabinoides AEA, 2-AG, bem como o THC e canabinoides sintéticos,
induzem apoptose em diferentes modelos celulares via CB1, de forma dependente de
dose e tempo (Fonseca; Correia-da-Silva; Teixeira, 2009), com aumento da atividade
das caspases 2 e 7 (Costa et al., 2021). Por outro lado, a ativacdo do receptor CB2 esta
associada ao aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS), a inducédo do eixo
PERK-ATF4-CHOP (Almada et al., 2020), b) e ao estresse do reticulo endoplasmético
(Lojpur et al., 2019; Maia et al., 2020).

Contrastando com esse perfil, estudos recentes de Medrano et al., (2024) indicam
que, ao serem tratadas com canabinoides sintéticos, as células hematopoéticas nao
leucémicas apresentam maior resisténcia a morte celular, provavelmente devido a baixa
expressao do receptor CB2, quando comparadas as células de leucemia mieloide aguda
(AML). Isso ocorre porque a ativacdo do CB2 por canabinoides sintéticos em células AML
promove um aumento exacerbado de ROS, dano mitocondrial e hiperativacdo da
poli(ADP-ribose) polimerase 1 (PARP1), culminando em morte celular via Parthanatos,
um processo independente de caspases. Por sua vez, a baixa expressao de CB2 nas

células-tronco hematopoéticas (HSCs) contribui para a preservacao da sua viabilidade.

Os resultados referentes a dexametasona indicam que seus efeitos pré-apoptéticos
variam conforme as condi¢des particulares do cultivo celular e, principalmente, o nivel de

ativacao das células estudadas. Por exemplo, em mondcitos humanos proé-inflamatoérios
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induzidos por GM-CSF, mas ndo em células tratadas com M-CSF, o tratamento com
glicocorticoides promoveu apoptose por meio da inibicdo da atividade de ERK1/2. A
regulacdo negativa da atividade de ERK1/2 foi associada a redugdo da atividade da
quinase ribossomal p90 S6 (p90RSK), diminuicdo da fosforilacdo da proteina Bcl-2
Antagonista da Morte Celular (Bad) e aumento da atividade da caspase-3, culminando
na indugcdo do processo apoptotico (Achuthan et al., 2018; Ehrchen; Roth; Barczyk-
Kahlert, 2019). No entanto, sdo necessérios estudos adicionais para compreender o
mecanismo que leva a inducdo morte celular por esses materiais vegetais. Esses
resultados sugerem a necessidade de pesquisas mais aprofundadas para entender a

atividade destes extratos de C. sativa frente a células humanas ex vivo.

Os resultados da triagem preliminar indicam que extratos ricos em fitocanabinoides
exercem efeitos imunomoduladores distintos sobre PBMCs de individuos obesos. Entre
eles, o extrato rico em THCV destacou-se por reduzir significativamente a producéo de
TNF-a em mondcitos, efeito comparavel ao da dexametasona, sugerindo um potencial
anti-inflamatério. Esse achado vai de encontro com Furgiuele et al., (2023), onde foi
observado que o CBD antagonizou a expressdo de mRNA de TNF-a induzida por
estimulo em PBMCs cultivadas; entretanto, tal efeito ndo se traduziu em reducéo da

proteina.

Em contraste, dados de Fitzpatrick et al., (2022) mostram que THC e CBD, isolados
ou combinados em proporc¢ao equimolar (10 uM:10 pM), exacerbam a producdo de TNF- a
induzida por TLR4 em PBMCs de individuos saudaveis e pessoas com esclerose
multipla (MS), sem comprometer a viabilidade celular. Embora haja relatos de efeitos
anti-inflamatérios de canabinoides sobre TLR4 — como a supressao da sinalizacéo
inflamatoria por THCV em macréfagos (Romano et al.,, 2016) — os achados de
Fitzpatrick sugerem que, em PBMCs humanas, o aumento de TNF-a pode estar
relacionado a ativacdo das vias NF-kB e MAPKSs, previamente descrita para THC e

agonistas seletivos de CB1/CB2.

No presente estudo, o THCV preservou os niveis de IL-10 em mondcitos e de IL-4

em linfécitos CD4*, sugerindo um perfil imunomodulador que mantém citocinas
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regulatorias essenciais para o controle da inflamacéo. Resultado semelhante foi descrito
por Saroz et al., (2019) com um canabinoide sintético seletivo para CB2, que néo alterou
IL-4, mas induziu IL-10 em PBMCs de individuos saudaveis onde 85% da resposta foi
mediada por Gas e pela subunidade By (levando a fosforilagdo das proteinas ERK1/2 e

Akt), enquanto cerca de 15% foram atribuidas a Gai (levando a ativacao da proteina p38).

. Em contrapartida, CBG e THC reduziram a frequéncia de IL-4 em linfécitos CD4*
e IL-10 em mondcitos, indicando modulac&o imunoldgica distinta daquela observada com
THCV. Com relagéo a IL-10, Correa et al., (2005) observaram que a ativacdo de CB2 por
canabinoide sintético aumentou sua producdo em macréfagos ativados por LPS/IFN-y.
Em sentido oposto, Sacerdote et al., (2005) relataram que o CBD reduziu a producéo de
IL-10 em macrofagos peritoneais. Essas discrepancias podem refletir diferencas na
farmacodinamica dos agonistas de CB1R e CB2R entre espécies, na natureza do
estimulo e nas condi¢des de cultura celular (Jean-Gilles et al., 2015). Quanto a IL-4,
(Furgiuele et al., 2023) reportaram que o CBD diminuiu a frequéncia de células CD4*
produtoras dessa citocina, bem como seus niveis de mMRNA, em PBMCs de individuos

saudaveis.

Com base nesse conjunto de resultados, o extrato rico em THCV foi selecionado
para as etapas subsequentes do estudo por apresentar um balango promissor entre
modulacdo da resposta inflamatdria e preservacdo da homeostase imunoldgica.
Contudo, é importante considerar que citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e IL-4,
podem desempenhar papéis duais em contextos metabdlicos. Foi identificado em
individuos obesos, correlacdo positiva da IL-10 com parametros adipométricos e,
juntamente com TNF-q, esta citocina mostrou-se aumentada em relacéo a controles nédo
obesos (Schmidt et al., 2015). De forma semelhante, Surendar et al. (2011), relataram
que, em individuos com sindrome metabdlica (MetS), h4 aumento concomitante de
citocinas pro-inflamatorias (M1/Thl) e anti-inflamatérias (M2/Th2), incluindo IL-4,
indicando um estado de ativacdo mista com respostas inflamatorias e regulatérias

ocorrendo simultaneamente.

Foi observado na dosagem de citocinas que o extrato bruto de Cannabis sativa rico
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em THCv apresentou um perfil modulador seletivo sobre a producao de citocinas em
PBMCs humanas, com diferengas marcantes entre individuos eutréficos e obesos. Para
IL-6, observou-se diferenca significativa apenas entre os grupos tratados com THCv e
dexametasona no grupo obeso, porém sem distin¢cdo estatistica entre o tratamento com
o fitocanabinoide e o grupo controle. Esse resultado sugere que a concentracao utilizada
do extrato n&o foi suficiente para modular a producao dessa citocina, a qual desempenha
papel central na manutencdo do estado de inflamacdo crbnica de baixo grau
caracteristico da obesidade (Schmidt et al., 2015; Surendar et al., 2011; Valentine;
Nikolajczyk, 2024).

A modulacdo mais evidente foi observada para a IL-17, na qual o THCv promoveu
uma discreta reducéo da producédo dessa citocina no grupo obeso. Esse resultado sugere
um potencial efeito anti-inflamatério do THCv direcionado as vias associadas a resposta
Th17, cujarelevancia na obesidade e resisténcia a insulina ja € amplamente reconhecida
(Kurebayashi et al., 2012; Shirakawa; Sano, 2023; Wang et al., 2018).

Outro ponto importante foi 0 comportamento da IL-10. Nos individuos eutroficos, o
THCv aumentou significativamente a producdo dessa citocina anti-inflamatoria, efeito
contrario ao observado com a dexametasona, condizente com relatos de ativacdo de
respostas regulatérias por agonistas seletivos do receptor CB2 (Saroz et al., 2019). J4 no
grupo obeso, mesmo sem tratamento, 0s niveis basais de IL-10 foram mais elevados em
comparacao aos eutréficos — reforcando o papel dual das citocinas na obesidade. Além
disso, o THCv manteve niveis superiores frente a dexametasona, indicando um possivel

estimulo ou preservacédo das respostas regulatérias nesse contexto.

Quanto ao IFN-y, o THCv reduziu sua produ¢cdo nos obesos em comparagao aos
eutroficos, sugerindo um efeito modulador no grupo em estudo. No entanto, a auséncia
de diferenca estatistica entre o tratamento com THCv e o grupo controle indica que a
concentracgéao utilizada (CC20 de 2 pg/mL) pode ter sido insuficiente para uma modulagao

significativa da producédo dessa citocina.

A frequéncia de mondcitos e linfocitos CD4+ nas PBMCs se manteve relativamente

estavel entre os grupos eutréficos e obesos, assim como apdés o tratamento com THCv.
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Esse resultado é esperado no grupo obeso, uma vez que, em contextos de inflamacéo
cronica de baixo grau, o que se observa é principalmente uma modulagéo funcional das
células, e ndo necessariamente uma alteracdo significativa na frequéncia das
populacdes celulares (De Heredia; Gomez-Martinez; Marcos, 2012; Purdy; Shatzel,
2021).

Entretanto, em relacdo aos mondcitos do grupo eutréfico, nosso achado contrasta
com dados da literatura, como os de Utomo et al., (2017), que demonstraram que 0
tratamento ex vivo com THC reduz a expressao de receptores de superficie, incluindo
CD14, em mondcitos isolados de PBMCs de individuos saudaveis. Essa discrepancia
pode ser atribuida a diferencas metodoldgicas, bem como ao estado fisioldgico distinto

dos individuos estudados (obesos versus eutroficos).

Em mondcitos, os dados revelam achados pontuais que sugerem alteracdes
especificas associadas tanto aos grupos quanto ao tratamento com THCv. A frequéncia
aumentada de mondcitos CD220* em individuos obesos, quando comparados aos
eutroficos, pode refletir uma modulacdo diferenciada de vias de sinalizacdo celular
nesses individuos. O estudo de Lago et al., (2021) reforca essa interpretacdo ao
demonstrar que células imunes circulantes podem carregar a marca de alteracdes
metabdlicas na forma de expressdo anormal de proteinas de superficie, incluindo
reguladores centrais do metabolismo, como GLUTL, IR (CD220) e CD36. No referido
trabalho, observou-se aumento da expressao de IR e CD36, concomitante a reducéo de
isoformas de GLUT em subpopulagbes de PBMCs na esquizofrenia — padrédo que
espelha as alteracbes detectadas em tecidos metabolicamente relevantes, como o
adiposo e o muscular, no contexto da sindrome metabdlica (Boucher; Kleinridders;
Ronald Kahn, 2014; Guo, 2014).

Nesse cenario, a maior frequéncia de mondcitos CD220* no grupo obeso poderia
indicar uma populagéo celular mais apta a interagir com vias metabdlicas e inflamatorias,
perpetuando o estado inflamatério caracteristico desse fendtipo. Esse mecanismo é
plausivel, uma vez que na resisténcia insulinica ha uma atenuacéo da sinalizacéo via

PI3K/Akt e um desvio para a ativacao da via MAPK (Guo, 2014). O fato de esse aumento
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ocorrer independentemente do tratamento com THCv sugere que tal caracteristica esteja
fortemente ligada ao perfil metabdlico intrinseco do grupo obeso, apresentando baixa
responsividade ao tempo de tratamento com a Cannabis medicinal.

Por outro lado, a andlise da ativacdo da p-RPS6K1 (via mTOR) nao revelou
diferencas significativas entre os grupos estudados. Essa auséncia de modulacao sugere
que, nas concentracdes e no tempo de exposicao utilizados, o THCv nao interfere de
forma relevante na ativacdo dessa via em mondcitos. Essa observacdo contrasta com
dados encontrados em estudos pré-clinicos, como o de Crewe et al., (2019), que
mostraram em tecido adiposo de camundongos obesos induzidos por dieta rica em
gordura a condicdo na qual a atividade do mTORC1 esta tipicamente aumentada
desembocando a manutencgéo da supressao dos genes lipogénicos SREBP1 e ChREBP.
Todavia, embora relevantes, os achados em modelos murinos nem sempre se traduzem

diretamente para humanos, reforcando a necessidade de estudos clinicos adicionais.

A via mTOR-S6, especialmente via mTORCL1, é reconhecida por seu papel crucial
no metabolismo e na funcdo das células imunes inatas. Em contextos inflamatdrios, sua
ativacdo promove o aumento da traducao proteica, a proliferacéo celular e uma mudanca
para o metabolismo glicolitico, fatores que sustentam respostas pro-inflamatoérias. No
entanto, ha evidéncias de que essa mesma sinalizagdo mTOR-S6 também atua como
um mecanismo regulatério importante, funcionando como um freio para conter a
inflamacé&o excessiva. Esse efeito ocorre por meio da regulacdo negativa dos fatores de
transcricdo NF-kB e STATSs, além da inducao de perfis celulares anti-inflamatérios, como
macrofagos M2 e células Th2, que contribuem para a resolucdo da inflamacao (Laplante;
Sabatini, 2012; Ma; Blenis, 2009).

Complementando essa visao, Utomo et al. (2017) observaram que o THC reduz a
fosforilacdo de RPS6K1 em mondcitos isolados de PBMCs de pacientes com dor
abdominal croénica decorrente de pancreatite ou dor pos-cirargica. Essa diminuicéo da p-
RPS6K1 sugere que o THC pode modular a via mTOR-S6, limitando o metabolismo
anabdlico associado a inflamacéo crbnica e promovendo um estado imunorregulatorio.
Assim, embora nosso estudo nao tenha observado modulagdo significativa da via

MTOR-S6 pelo THCv nas condi¢des testadas, os dados da literatura indicam que a
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interferéncia nessa via pode depender da dose, do tempo de exposi¢ao e do contexto

fisiopatolégico.

Ja em relacdo a MPO, um padréo distinto entre eutréficos e obesos: reducéo
significativa da frequéncia de mondcitos MPO™ nos eutroficos tratados com THCv, mas
aumento no grupo obeso tratado em relacdo aos eutréficos tratados. E importante
ressaltar que, no grupo de individuos obesos, ndo foi observada diferenca significativa
em relacéo a condicdo sem tratamento, o que impede inferir que o tratamento com THCv
tenha promovido um aumento relativo na frequéncia de monécitos MPO™*. Além disso,
nao houve diferenca significativa entre os grupos obesos e eutrdéficos, o que contrasta
com a literatura que aponta aumento desse marcador em individuos obesos (Monserrat-
Mesquida et al., 2021). Essa divergéncia pode ser atribuida ao tamanho limitado da
amostra, ja que, visualmente, o grafico sugere uma tendéncia que néo foi confirmada
estatisticamente. Nos eutrdéficos, a reducdo da MPO sugere um efeito anti-inflamatorio
potencial do THCv, visto que a mieloperoxidase € uma enzima pré-oxidante liberada por
células do sistema imune inato, contribuindo para o estresse oxidativo e dano tecidual

(Kargapolova et al., 2021).

Quanto a modulacao de TNF-q, diferentemente do observado na etapa de triagem,
nao foram detectadas diferencas estatisticas. Esse resultado indica que o aumento do
namero amostral pode ter normalizado as varia¢c@es individuais observadas inicialmente,
evidenciando que, nas concentracfes utilizadas, o THCv ndo exerceu efeito modulador

consistente sobre a producao dessa citocina.

Outro achado do estudo foi de que a frequéncia de linfocitos CD4* produtores de
IL-17A é significativamente menor em individuos obesos em relagdo aos eutroficos,
inclusive apds tratamento com THCv. Esse resultado é consistente com os dados obtidos
por ELISA, reforcando a possibilidade de um efeito anti-inflamatoério do THCv direcionado
as vias Th1l7. Embora ndo tenha apresentado efeito estatisticamente significativo em
relacdo ao grupo controle, o THCv pode contribuir para a reducdo da IL-17A em
individuos obesos, o que pode ter implicacdes relevantes na regulagdo da resposta

inflamatodria associada a obesidade.
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Entretanto, essa observacdo parece contradizer dados da literatura. SantaCruz-
Calvo et al., (2021) relataram que, tanto em humanos quanto em modelos murinos, a
obesidade e/ou 0 T2DM estédo associados ao aumento da frequéncia de células Thl7.
Em humanos, uma maior proporcdo de células Thl7 em relacdo as células Treg no
figado e na circulacdo diferencia pacientes com esteatose hepatica simples daqueles
com esteatohepatite, duas comorbidades comuns a obesidade e T2DM. Além disso, a
supressdo de células Thl7 intra-hepéticas em camundongos obesos com
esteatohepatite resultou na reversdo da resisténcia insulinica e da inflamacéo lobular.
De maneira consistente, individuos com resisténcia insulinica apresentam maior

quantidade de células Th17 no tecido adiposo do que aqueles insulinossensiveis.

Considerando que nosso estudo analisou células circulantes, enquanto SantaCruz-
Calvo et al. avaliaram o tecido hepatico, as diferencas observadas podem refletir a
migracdo de células Thl7 para outros sitios metabdlicos. A realizacdo de analises

diretamente em tecido seria fundamental para confirmar essa hipotese.

Por fim, estudos como o de Furgiuele et al. (2023) mostram que o CBD reduz
significativamente a proporcdo de células CD4+ duplo-positivas para IFN-y e IL-17A,
além de antagonizar a expressdo de mRNA para IFN-y e IL-17 em PBMCs estimuladas,
embora esse efeito ndo tenha sido refletido na producdo proteica, 0 que sugere
complexidade na regulacao pés-transcricional dessa citocina.

A auséncia de diferenca significativa na producdo de IFN-y especificamente por
linfécitos CD4* pode ser explicada pelo fato de que, no ensaio de ELISA, a andlise reflete
a producéo total de citocinas por um pool de células mononucleares, que inclui ndo
apenas os linfécitos CD4*, mas também outras populagdes celulares produtoras de IFN-
Y, como linfocitos CD8* e células NK (Huot et al., 2023; Shimoyama et al., 2021). Dessa
forma, a contribuicdo combinada dessas diversas células pode mascarar variacdes
especificas observadas apenas em subpopulac¢des isoladas, como os linfocitos CD4*, o

que justifica as diferencas nos achados entre as metodologias.

Os resultados do estudo indicam que a frequéncia de linfécitos T CD4* ativados

(CD25%) ndo apresentou diferencas significativas entre individuos eutroficos e obesos,
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sugerindo que nem 0s grupos nem o tratamento com THCv impactaram a ativacao geral
desses linfécitos no sangue periférico. Embora (Travers et al., 2024) relatem que
linfécitos T CD4* e CD8" residentes no tecido adiposo apresentam niveis maiores de
ativacdo com o aumento da adiposidade — medidos pela expresséo de CD25 e CD69.
Nossos dados sugerem que essa ativacdo pode nédo ser refletida em células no sangue
periférico. Essa distincdo pode também explicar a auséncia de diferencas na producéo

intracelular de citocinas em linfécitos T CD4* CD25* em nosso estudo.

Em relacdo ao receptor de insulina (CD220), observamos uma frequéncia maior
desse marcador em linfocitos CD4" de individuos eutréficos em comparacéo aos obesos,
independentemente do tratamento. A reducdo de CD220 nos obesos pode refletir um
comprometimento da sinalizag&o insulinica nesses linfcitos, potencialmente afetando

seu metabolismo e funcéo.

Estudos prévios, como o de Travers et al. (2024), observaram aumento da
frequéncia de CD220 em linfoécitos T CD4* ativados (CD5+) no sangue periférico de
homens obesos submetidos a restricdo cal6rica, sugerindo que a expressdo desse
receptor pode ser modulada pelo estado metabdlico. Essa baixa frequéncia de CD220
em linfocitos durante a obesidade clinica pode estar relacionada a resisténcia insulinica,
gue tende a promover a internalizacdo e dessensibilizacdo dos receptores de insulina
(Ma et al., 2024), como demonstrado em modelos animais, por exemplo, em

camundongos Cav-1 nulos submetidos a dieta rica em gordura (Cohen et al., 2003).

Complementarmente, observou-se que a frequéncia de linfécitos CD4* positivos
para p-RPS6K1 foi reduzida em individuos obesos apds o tratamento com THCv, quando
comparados aos eutréficos. Esse achado sugere uma possivel modulagéo da via mTOR
pela Cannabis medicinal. Contudo, ndo foram encontradas diferencas significativas entre
0S grupos nas condicbes sem tratamento e com THCv, indicando que o efeito do
fitocanabinoide tem potencial para ser desencadeado nas células imunes neste modelo
de doenca, mas que a concentracdo utilizada e o tempo de exposicdo nao foram
suficientes para que diferencas pudessem ser observadas dentro dos grupos eutroficos

e obesos individualmente apds o tratamento. Isso porque estudos ja demonstram que,



105

em condic¢des inflamatodrias agudas, a fosforilagdo da RPS6K1 é reduzida pelo THC em
células T, considerando que essa sinalizacdo possui carater pro-inflamatoério. Todavia,
também foi observado que a sinalizagdo mMTOR-S6 pode aumentar apds exposicdo
prolongada ao THC, ou seja, que a inibicdo repetida a curto prazo dessa via resulta em

uma regulacdo compensatoria positiva (Utomo et al., 2017).

A diminuicéo fisioldgica da atividade de RPS6K1 nessas células em individuos
obesos pode ser explicada pelo papel fundamental dessa quinase na producgao proteica
via mTORCL1. Além da producéo proteica, o reticulo endoplasmético (RE) regula diversos
processos celulares por meio da via de sinalizacdo UPR (unfolded protein response, ou
resposta a proteinas desnaturadas), incluindo o metabolismo de nutrientes, a
proliferacéo e morte celular, a inflamacéo e a transducéo do sinal da insulina (Pagliassotti
et al., 2016).

Durante a obesidade, a funcdo normal do RE é significativamente prejudicada,
diminuindo a producdo de proteinas, gerando grande pressdo sobre a UPR. Essa
resposta ao estresse do reticulo endoplasméatico (ERS) ocorre devido ao acumulo de
proteinas mal dobradas, o que desencadeia estresse celular (Ma et al., 2024). Além
disso, o ERS pode causar producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e
disfuncdo do metabolismo energético, levando a estresse oxidativo e inflamacao (Mullins
et al., 2020).

A UPR é ativada principalmente para restaurar a homeostase proteica e € uma das
caracteristicas da inflamacéo crénica no tecido adiposo de individuos obesos. O ERS
desempenha papel fundamental na modificacdo, dobramento e transporte de proteinas,
além de controlar a atividade e expressao de enzimas-chave envolvidas na biossintese
de fosfolipidios (Sha et al., 2009), o que regula a formacao e diferenciacdo de adipécitos
(Zheng; Zhang; Zhang, 2010).

Além disso, a correlagdo positiva significativa entre as frequéncias de CD220 e p-
RPS6K1 em ambos 0s grupos, especialmente sob tratamento com THCv, reforca a
relacdo funcional entre a sinalizacdo do receptor de insulina e a ativacado da via mTOR

em linfécitos T CD4".
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CD39 (Ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1) € uma ectonucleotidase que
cliva ATP extracelular para formar AMP, que pode ser convertido em adenosina pela
CD73 (Ecto-5'-nucleotidase). Como o ATP extracelular exerce mdultiplos efeitos pré-
inflamatorios, sua remocéao pode gerar um efeito anti-inflamatério geral (Cortez-Espinosa
et al., 2015). No nosso estudo, ndo houve diferenca significativa ha expressao isolada
de CD39 e CD73 em linfécitos CD4*. Contudo, a subpopulacdo duplo positiva para
CD39*CD73" apresentou reducdo significativa em individuos obesos em relagdo aos
eutroficos, tanto sem tratamento quanto apds o uso de THCv. Além disso, o tratamento
com THCv né&o reverteu essa reducdo, sugerindo que, na concentracdo e tempo

avaliados, o extrato pode ndo modular a expressao dessas ectonucleotidases.

Esses linfocitos duplo positivos provavelmente correspondem as células Tregs ja
que estudos indicam que Tregs que expressam CD39 sdo menos abundantes em
pacientes com obesidade, TD2M e diabetes tipo 1 (Reichert et al., 2021; SantaCruz-
Calvo et al., 2021). Além disso, a obesidade tem sido associada a uma reducdo na
expressdo de CD73 (Li et al., 2021; Torres et al., 2024). Embora nosso estudo nao tenha
detectado diminuicédo isolada de CD39 ou CD73, essa auséncia pode ser atribuida ao

tamanho limitado da amostra.

Portanto, os resultados indicam um possivel comprometimento da funcéo imune
reguladora mediada por essas ectonucleotidases na obesidade, o que pode contribuir

para a inflamacao crénica caracteristica dessa condicéo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Por fim, conclui-se que, no que tange ao extrato bruto rico em THCv, selecionado
para os testes imunoldgicos, os resultados demonstram que esse fitocanabinoide modula
seletivamente a resposta imune, com diferencas marcantes entre individuos eutréficos e
obesos. Conforme evidenciado na figura 28, O tratamento preservou ou aumentou
citocinas regulatorias, como IL-10 e IL-4, e reduziu citocinas pro-inflamatdrias, incluindo

TNF-a, IL-17 e IFN-y, indicando um perfil potencialmente anti-inflamataorio.

Figura 28. Frequéncia de linfocitos T CD4+ expressando para CD39 e CD73 em

individuos eutroéficos e obesos

A) COMPARAGOES DENTRE OS B) COMPARAGOES ENTRE OS
GRUPOS GRUPOS

OB: CTL vs. THCv

EUT: CTL vs. THCv

THCv: OB vs. EUT

Fonte: Elaborada pelo autor (2025). Lado A= comparac¢des entre os tratamentos dentro do grupo
com eutrofia e com obesidade. Lado B= compara¢cdes entre 0os grupos com eutrofia e obesidade com
relacdo ao tratamento empregado. Seta dupla: manutencéo; seta para baixo: regulagédo negativa; seta para

cima: regulacao positiva. Célula azul: mondcito; Célula em vermelho: linfécito.

Em mondécitos, a maior frequéncia de CD220" no grupo obeso foi compativel com
alteracdes metabdlicas associadas a resisténcia insulinica, enquanto p-RPS6K1 n&o foi
afetado nas concentragbes e tempos avaliados. Em linfocitos CD4*, obesos exibiram

menor expressdo de CD220 e reducdo de p-RPS6K1 apds tratamento, sugerindo
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influéncia sobre a sinalizacdo insulinica e o metabolismo celular. A anélise da MPO
revelou efeito dependente do grupo: o THCv reduziu monécitos MPO* em eutréficos, mas

nao em obesos.

Além disso, a menor frequéncia de linfécitos CD4* CD39*CD73" em obesos, nédo
revertida pelo tratamento, indica um comprometimento persistente da funcao
imunorregulatoria. Esses dados evidenciam que o perfil imunometabdlico basal
condiciona a resposta a fitocanabinoides, modulando de forma integrada vias

inflamatorias, regulatorias e de sinalizacao intracelular.
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ANEXOS

ANEXO A — DOCUMENTACAO RELACIONADA A ASSOCIAGCAO DE APOIO A
PESQUISA E PACIENTES DE Cannabis MEDICINAL

() |

Acordo De Cooperagao Para Pesquisa, D E a0 entre
g &0 da Sociedade Civil e Administragao Publica

Em acordo com a Lei 13.019/2014 que foi publicada em 31 de julho de 2014 e entrou em
vigor em 23 de janeiro deste ano que se aplica a Unido, o Distrito Federal e os estados e
trala das relagbes de parceria entre a administrac8o pablica e as OSCs este instrumento
visa promover a cooperagio técnico clentifica, de um lado o LABORATORIO DE
IMUNOLOGIA DAS DOENGAS INFECCIOSAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA
PARAIBA, com sede na Rua Recanto da Milona, Via Ipé Amarelo, Centro de Blotecnologla,
Universidade Federal da Paraiba - Campus |, Jodo Pessoa, PB, CEP 58051-900, inscrita no
CNPJ de Autarqula Federal da Universidade sob ¢ n® 24.098.477/0001-10 e neste ato

representada por sua Coordenadora, d der da TATJANA KEESEN DE

SOUZA LIMA CLEMENTE, e, de outro lado, a ASSOCIAGAO DE APOIO A PESQUISA E
PACIENTES DE CANNABIS MEDICINAL, organizacio ndo go
lucrativos inscrita no CNPJ sob n® 24.436.817/0001-75, com sede na Rua do Quvidar, n*63,
Centro, Rio de Janeiro, RJ, neste ato representada por seu diretor geral, MARCOS LINS
LANGENBACH, deravante denominada APEPI

e sem fins

| CLAUSULA PRIMEIRA - OBJETO |

1.1. O cbjeto do presente Convénio é a execugio do projeto de pesquisa aplicada
Intitulado “Avaliacdo de bi q prognésti na subpopulagdo de linfécitos T

regulatérios, bem como do ial anti-infl orio de fit binoides em
p com obesidade o rbidad ladas d da COVID-19".

1.2, Integ op Convénlo os documentos abaixo discriminados, cujos termos

(k)
Apep1

Declaracio de Recebimento de Amostrar

Eu, Fernanda Silva Almeids Queiroz, rep do Lab io de I logia das Doengas
Infecciosas ao Ceatro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba (UFPB). coafirmo a
recepedo das amostras de codigos: EBDRS86 (3,3g); EBCBG28 (3.3g); EBTHCVO! (38g) e
EBPWXK10 (3.68) a base de Cannsbis sativa, originarias da Fazends APEPL Estas foram eatregues no

dia 11 de fevereiro de 2024 ¢ estio em total conformidade com as exp i belecid

Expressamos o compromisso de utilizar as exclus para itos do analise,

pesquisa ou avaliagho, em estrita observincia a0 Acordo de Cooperagio Técnica firmado entre as
g0 Ividas. C: nos, ademais, s manter 3 confidencialidade das inf 3

associadas &s amostras ¢ A conduzir a andlise dos dados de mancira éfics e responsavel

Esta decl S0 viss oficial o 1 das das, solidificando, assim, o
sncla & bilidede naé relacd o " belecidas entre a3 partes

Local: Jodo Pessos - PB
Dafa: 15 de fevereiro de 2024
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ANEXO B - PARECER DO QOMITE DE ETICA EM PESQUISAS EM SERES
HUMANOS DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DA PARAIBA

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS PROGNOSTICOS E POTENCIAL
ANTI-INFLAMATORIO DE FITOCANASINOIDES EM INDIVIDUOS COM OBESIDADE

Pesquisador: Tatiana Keesen de Souza Lima Clemente
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 77985223.3.0000.5168

Instituicao Proponente: Centro de Biotecnologia
Patrocinador Principal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 6.723.650

Apresentacao do Projeto:

O projeto trata de Avaliar blomarcadores prognésticos na sub populacao de linfacitos T regulatorios,
monacitos e células natural killers T Invanantes, bem como do potencial anti-inflamatono de fitocanabinoides
em pessoas com obesidade e comorbidades associadas

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primanco:

Gerar conhecimento sobre as conexbes entre obesidade e comorbidades associadas e seus aspecios
imunologicos. Para tal, serao avaliados os mecanismos celulares e moleculares de subtipos de linfocitos T,
celulas natural killers T invariantes e monocitos caracteristicos da obesidade, corredacionando com achados
clinicos e laboratonais. Além disso, serao mwestigados os potenciais mecanismos desencadeados nestas
células frente 8o tratamento com Cannabis sativa.

Objetivo Secundario:

1) Avaliar os parametros laboratoriais dos grupos estudados: hemograma, ferritina, velocidade de
sedimentagao de hemacias (VHS), proteina C reativa (PCR), acido unco, creatinna, insuling, colesterol total,
lipoproteina de baixa densidade (LOL), kpoproteina de alta densidade (HOL),

Enderego: Campus 1) Proado do CCS UFPE - 1° Andar

Bawro: Cidade Unwerstana CEP: 58.051.900
UF: P28 Municiplio: JOAD PESSOA
Telefone:  [B3)3216-7791 Fax: {83)3216-7791 E.mall: comiedecticadiors ufpb.br

Pigaa 0l 40 07
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ﬂ_ﬁ -1
CBiotec |
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA  wees .
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA e

DEPARTAMENTO DE BIOLOGTA CELULAR EMOLECTLAR
TEBAD DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECTDD (TCLE)

TITULO DO PROJETO: ANALISE DE BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS
PROGNOSTICOS E POTENCIAL ANTLINFLAMATORIO DE FITOCANABINOIDES EM
INDIVIDUOS COM OBESIDADE

PESQUISADOR A: Tafjanz KEeecen De Souza Lima

Eztamos comadande vocs para parbciper como volmizne de uma pesqusa sobre o
mpacto da obesidade na fongSo de células de defesa do corpe. Dharante 2 obesidade. o corpo pode
estzr maiz milamado & esfreszado. o que alters 2 resposts mome [320 zcontece porgue pessoas com
exrassy de peso, mmmizs veres, tam puiros problemos de zande relariomades 3 obesidads como
doengzs do coragsc. problemas nos pulmdes e dizhbetes. Mosso ohjetno com essa pesquisa &
zvalizr z etz de gue 2 chesidade o problemss de ssude relaciomzdos, especizlments zpos 2
COVID-19, podem alierar 35 dafesss poturais do corpo. Acredizmos que o uso de traizmenio com
Comabic safiva pode mifloemrar 2 respostz desszs celnles, potencplments redoemdo 2
milamacio. Paa =io, :msraﬁmm%daamim-hﬁaal:m[@m),mquﬂl
serag anzb=adzs 2= celules que 550 capazes de defemder o oresmisme comira o coTomETITUS
(BARS-Cov-1). Iremos chserar mm gropo deferminado de celoles goe resulam o sistema da
defesa limmane e observar se hi mmdancas em smes fimedes de acordo com peso corporal e
possTvels doengas zssociadas, alam de entender compostos devrrados da plamtz O sariva podem
modular 2 respostz pame Caso acerts parbeipar do estnde wocs devera perrir 2 reshzacso da
coleta do seu sanspe Alem disto, voce devera sufonzar 2 realizar mediples anfropomeineas, por
biompedineia & afencdo da pressio arterzl pere gue possames coletar dados que condfimmem =
poszam ser correlacionados com o5 dados obbidos posterormente. Vors também devers respondar
mn gueshionano 2 respetto da suz sande (Juendo voce estiver respondendo esse queshionano ==
alzmmz permmiz lhe cansar constransimento vocs poders detoar de responda-la

Vamos a sesnwr, explicar 2 voce para que phlizaremnos o maetens] colstado & o3 nsces &
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APENDICE D — ARTIGOS RELACIONADOS COM TEMA DA DISSERTACAO

e Publicados

laternationsl Imemumopharmacology 147 (2025) 113992

Contents lists available at ScienceDirect

International Immunopharmacology

1k

FELSEVIER Journal homepage: www olsevier.com/locata/intimp

Leptin, NK cells, and the weight of immunity: Insights into obesity

Arthur Gomes de Andrade ', Shayenne Eduarda Ramos Vanderley ', Lorrane de Farias Marques ',
Fernanda Silva Almeida *, Luiz Henrique Agra Cavalcante-Silva ", Tatjana Souza Lima Keesen "

fogy Laborutery of infecticus Diseeses, Department of Cefhbar and Moleculer Binlogy, Federad University of Paruiba, Jod Peasoc, Paruide 58051 000, Brazil

L™

* Medical Sciersces and Nirsing Complex, Federal Un y of Alagoat. Arupiraca 57309005, Brazdl

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keyworde Obesity is a chronic infl tory disease that affects more than 1 billion people worldwide and s associated
Hormears with various metabolic and physiological dysfunctions, directly impacting the dynamics of the immune response,
i ncandecrine partly due 10 elevated leptin levels. Leptin is an important peptide hormone that regulates neuroendocrine

function and energy homeostasis, with its blood levels reflecting energy reserves, fat mass, or energy deprivation.
This hormone also plays # fundamental role in regulating immune function, including the activity of NK cells,
which are essential components in antiviral and antitumor activity. In obese individuals, leptin resistance s
commonly established, however, NK cells and other immune components remain respansive to this hormone, So
far, leptin has demonstrated paradoxical activitles of these cells, often assoclated with a dysfunctional profile
when associated with obesity. The cxcessive fat is usually related 1o metabolic remodeling in NK cells, resulting
In compromised antitumor responses due to reduced cytotoxic capacity and decreased expression of cytokipes
Important for these defense mechanisms, such as IFN-y. Therefore, this review approaches a better understanding
of the immunoendocrine interactions between leptin and NK colls in the context of obesity,

Inmate immuity
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Clinical Immunology

Reshaping the microbiota and gut-immune axis: Cannabinoids as promising
therapeutic agents in | rade inflammation

—-Manuscript Draft--

Manuscript Number: .
Article Type: Review Article
vKnywuﬁ: -endocannabinoids; phytocannabinoids; immunomodulation
Corresponding Author: Tatjana Keesen
Universidade Federal da Paraiba
BRAZIL
First Author: :Shayenne Eduarda Ramos Vanderley
Order of Authors: |Shayenne Eduarda Ramos Vanderley
‘F ernanda Silva Aimeida
Fernando Cézar Comberlang
Rosalia Santos Ferreira
Hugo Juvino Isidro Anacleto
Tatjana Keesen
Abstract: Advances in research indicate that sustained low-grade inflammation, driven by

complex disturbances in redox signaling and metabolic remodeling, constitutes a
|central pathological mechanism underlying a wide range of chronic diseases.
Considering this, the endocannabinoid system (ECS) has emerged as a key integrator
of immune and metabolic signals, modulating cytokine production, redox enzyme
activity, and T cell fate through CB1/CB2 and non-canonical receptors. The ECS
orchestrates epithelial integrity and mucosal immune responses by sensing dietary
lipids and microbiota-derived metabolites. Its crosstalk with tryptophan metabolism and
the kynurenine pathway further links nutrient availability to immune regulation.
Toaether. these pathwavs could converae to position cannabinoids. such as CBD and
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To improve and transform your experience of publishing with ACS journals, we are currently developing the
ACS Publishing Center. As a result, you may experience interactions and communications from different
systems for some elements of the process during this transition. We aim to continue providing you with the
best service and appreciate your patience as we work through these changes.

24-Jun-2025

Journal: ACS Applied Bio Materials

Manuscript ID: mt-2025-01183c¢

Title: "Chitosan-functionalized polymeric nanoparticles enhance antipromastigote activity of Cannabidiol-
Rich <i>Cannabis sativa</i> Extract Against <i>Leishmania infantum</i>"

Author(s): Alcantara da Costa, Mayara Thays ; Alves da Silva, Luis Fellipe; Dantas Formiga, Allessya Lara ;
Uchoa, Ana; Marinho Ramos Cardoso, Anny Leticia; Carvalho, Lucas; Oliveira de Souza, Pedro Henricke;
da Silva Pereira, Paulo Sergio; Alves, Alisson; Cavalcanti, lago; Monteiro Fernandes, Ana Leticia;
Comberlang Queiroz Davis dos Santos, Fernando Cezar; Ramos Vanderley, Shayenne Eduarda; Fonseca
Lamec, Delva Thyares; da Silva Aimeida, Fernanda; Keesen de Souza Lima Clemente, Tatjana; Barbosa-
Filho, José; Silva, Marcelo; Soares, Karla; Xavier-Junior, Francisco

Manuscript Status: Associate Editor Assigned
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Novel 2-Acetanilide 2-Arylquinoline-4-carboxylates as Antileishmanial Agents: From
Prediction to In Vitro Activity/Toxicity

Daniel P, Costa', Abrado P. '%ousa Leonardo L Cudoso Shaycnncl:R Vandcrlcy Femanda S
Almeida’, ra!janaS L Keesen® ThlagoA M. Brito’, Marcelo S. Silva’, Petrénio F. Athaytk-Fllho' and

Gabriela F. Fiss'"

"Laboratirio de Pesquisa em Bioenergla e Sintese Orgdmica (LPRS). Department of Chemisiry, Federal University of Paraiba, Josio
Pessoa, Brazil, “Laborasirio de Imunalogia das Dam(as Infecciosas (LARIDIC) Dfp.m'nul of Bialogy Cellular and Molecular,
Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa. Brazil, and "Laboratirio Multruvadrio de Caracterizagio ¢ Analuse (LMCA), Depart-

ment of Pharmacentical Sciences, Federal University of Paraiba. Jodo Pessoa. Brazil

ARTICLEMISTORY

Nevetond Dievesber J1, 2004
Bevmad Apcd (4, 004
Aiceptad Aped 25 22

o
MO LA TTIRATT I T RS0 280

Abstract: Alomung data oo the zeglectod wopical disease lesshmanasis, especially for global visceral cases,
have motvated the development of novel drugs % overcome the emerpence of resistance. Ia this coatext, quino-
Iinc denvatives, espeorlly quinobac-4-carboxylc acids, bave shown peormising antilershmamad activity. Mere
recemtly, scctandide Tinked guenodine derrv: y sovestal scloctive antileishmansal activity, Now, we are moti-
viled 10 investizate the iaflusnce of the substituent group on antiledshanial and Lxicty propersies of sixieen 2-
acctanithde 2-arylqunoline-4-cazboxylates. To thiy end, the precursoes, 2-arylquinolme-4-curboxyhic acds, pre-
pared from satim through the Pfitzanger reaction, and 2-chloroscctamisdes were wsed in an alkylation reaction to
obtain the final products (Se-1) m yelds of 40-88% Newt, 2 ilde 2-mrylgumoline-4-carbaxylates (Se-t)
bad thes in solieoramre activiry evalusad ssinst Lesh Infi From the MalPredictX

v ¥ 1

peogram, all compounds were predicted to be active, and only four falogenated compounds (Sk, %a, So, 1)
were active by i wive assays, with the best result for the compoand Se (R/R- = Be'Cl), ICw = 17.08 & 109 M
From the pkCSM program, these comprousds were prodictod s son-mutagenic, bepatotone, sad laghly cylotox-
& oo Flathead Minnows. On the ofher hand, compounds showed mod city on Arteamie salime, with
1C, = 256-297 pgml . Fially, m coatrast of Amphoterci 88 which caused relevant enythrocyte tyss starung
from 50 M, none of the compounds showed hemolytic sctivity. Furthaemore, compounds were more selective
ngant L (afomivm promastagoses than against humes crydrocytes, with a selectivity index (HCWICW) > 1563,
which demonstrates & promising therapeutic window for 2 Ihde 2-any lgunoline—4-carbocy lates.

Keywords: Artemin saling, bsomformanics, hemolysis, isatin, Lesshmaniz infontum, plitzmger reacton
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In vitro and in silico evaluation of the anti-leishmania
activity of synthetic chalcones

Fernando Ferreira Leite?, Luis Cezar Rodrigues®, Bruno Hanrry Melo de
Oliveira®, Gabrielly Diniz Duarte®, Maria Denise Leite Ferreira®, Natdlia
Ferreira de Sousa®, Shayenne Eduarda Ramos Vanderley®<, Leonardo Lima
Cardoso®*, Tatjana Souza Lima Keesen®<, Rodrigo Santos Aquino de
Araujo*?, Luciana Scotti®, Marcus Tullius Scotti* and Francisco Jaime
Bezerra Mendong¢a-Junior*?

*Postgraduate Program in Natural and Synthetic Bioactive Products, Federal University of Paraiba, Jodo
Pessoa, Brazil; "Postgraduate Program in Development and Innovation of Drugs and Medicines, Federal
University of Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil; “Laboratory of Infectious Disease Immunology of the Department
of Cellular and Molecular Biology, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brazil; “Synthesis and Drug
Delivery Laboratory, Department of Biological Sciences, State University of Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil

ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of neglected, vector-borne infectious ARTICLE HISTORY
diseases that affect millions of people around the world. The Received 24 February 2024
medications available for its treatment, especially in cases of vis-  Accepted 2 September
ceral leishmaniasis, are old, outdated and have serious side 2024

effects. In this work, 10 chalcones were synthesised and evalu-  geyworps

ated in vitro against promastigotes and axenic amastigotes of Chalcones;
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Mycobacterium

tuberculosis in a Trap: The Role of Neutrophil

Extracellular Traps in Tuberculosis

Luiz Henrique Agra Cavalcante-Silva ', Fernanda Silva Almeida, Arthur Gomes de Andrade ',
Fernando Cézar Comberlang, Leonardo Lima Cardoso ', Shayenne Eduarda Ramos Vanderley

and Tatjana S. L. Keesen *

chock for
updates

Immunology of Infectious Diseases Laboratory, Department of Cellular and Molecular Biology, Federal University
of Paraiba, Jodo Pessoa 58051-900, PB, Brazil; 1uiz07108gmail com (LHAC-S);

fernandaalmeida ufpbi@gmail com (FS.A); arthurg hit@gmail com (A .G.d A.); fcezarld@gmail com (EC.C);
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Abstract: Mycobacterium tuberculosis complex causes tuberculosis (TB), a disease that causes pul-
monary inflammation but can also affect other tissues. Despite macrophages having a defined role in
TB immunopathogenesis, other innate immune cells, such as neutrophils, are involved in this process.
These cells have high phagocytic ability and a microbial-killing machine comprised of enzymes,
antimicrobial peptides, and reactive oxygen species. In the last two decades, a new neutrophil
immune response, the neutrophil extracellular traps (NETs), has been intensely researched, NETs
comprise DNA associated with histones, enzymes, and antimicrobial peptides. These structures are
related to antimicrobial immune response and some immuno-pathogenesis mechanisms. This mini
review highlights the role of NETs in tuberculosis and how they can be helpful as a diagnostic tool
and /or therapeutic target.
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