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“A Cannabis esta para o século XXl como a penicilina esteve para o século XX”
Sidarta Ribeiro



Avaliacao do Perfil Toxicolégico In Silico e In Vivo de
Extratos da Planta Cannabis Sativa L.

Contendo os Fitocanabinoides CBD e A9-THC.

DE AQUINO, D. N.

Pés-graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Tese/CCS/UFPB 2025

RESUMO

A Cannabis sativa L., utilizada ha milénios para fins medicinais e industriais, possui
uma composigao quimica complexa, com destaque para os fitocanabinoides, como
o canabidiol (CBD) e o Ae-tetraidrocanabinol (Ae-THC). Apesar do avango nas
pesquisas farmacologicas, lacunas persistem quanto a toxicidade de extratos
integrais (full spectrum), essenciais para embasar seu uso terapéutico seguro. Este
estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade in silico do Ae-THC e CBD isolados, e
o perfil toxicolégico agudo do extrato integral enriquecido com As-THC e CBD,
identificando possiveis alvos de toxicidade e contribuindo para a compreensao de
sua seguranca. No teste in silico, trés ferramentas foram utilizadas: ADMETsar, Pass
online e ProTox. Os resultados in silico apresentaram toxicidade oral aguda classe
lIl e IV para a estrutura quimica do delta-9-tetraidrocanabinol e canabidiol nos testes
ADMETsar e ProTox respectivamente. Além de demonstrar pontos finais de
toxicidade para diversos alvos, entre eles, toxicidade respiratdria, imunotoxicidade,
ecotoxicidade, entre outros. Foi realizado um teste de toxicidade oral aguda,
seguindo o protocolo OECD 423 (2001), em modelo animal, com administragcédo unica
de 2000 mg/kg e observacao por 14 dias. Foi realizada a triagem farmacoldgica e
parametros durante os 14 dias foram observados. Apds a eutanasia, amostras de
sangue foram coletadas para analises laboratoriais de pardmetros hematolégicos e
bioquimicos. Uma necropsia macroscépica foi realizada e analise histopatolégica foi
conduzida. Em relagdo a toxicidade aguda, nenhuma alteracdo nos parametros
hematoldgicos e histopatoldgicos foram observadas. Os resultados demonstram um
perfil de seguranga favoravel para o extrato integral de Cannabis sativa enriquecido
com Ae-THC e CBD, alinhando-se a aplicacbes terapéuticas controladas. Esta
pesquisa fornece bases cientificas para a regulamentacao de produtos a base
de Cannabis no Brasil, subsidiando decisdes clinicas e normativas pela ANVISA.
Palavras-chave: Cannabis sativa L., canabidiol (CBD), Ae-tetraidrocanabinol (Ae-
THC), toxicologia, teste in silico, OECD 423.
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ABSTRACT

Cannabis sativa L., used for millennia for medicinal and industrial purposes, has a
complex chemical composition, with particular emphasis on phytocannabinoids such
as cannabidiol (CBD) and A9-tetrahydrocannabinol (A9-THC). Despite advances in
pharmacological research, gaps remain regarding the toxicity of full-spectrum
extracts, which are essential to support their safe therapeutic use. This study aimed
to evaluate the in silico toxicity of isolated Ae-THC and CBD, as well as the acute
toxicological profile of a full-spectrum extract enriched with Ae-THC and CBD,
identifying potential toxicity targets and contributing to a better understanding of their
safety. For the in silico assessment, three computational tools were employed:
ADMETsar, PASS online, and ProTox. The in silico results indicated acute oral
toxicity classes Ill and IV for the chemical structures of Ag-tetrahydrocannabinol and
cannabidiol, respectively, according to the ADMETsar and ProTox analyses.
Additionally, several toxicity endpoints were predicted, including respiratory toxicity,
immunotoxicity, and ecotoxicity, among others. An acute oral toxicity test was
conducted in an animal model following the OECD Guideline 423 (2001), using a
single administration of 2000 mg/kg with a 14-day observation period.
Pharmacological screening was performed, and parameters were monitored
throughout the 14 days. After euthanasia, blood samples were collected for
hematological and biochemical analyses. Macroscopic necropsy and
histopathological examinations were also carried out. Regarding acute toxicity, no
alterations were observed in hematological and histopathological parameters. The
results demonstrate a favorable safety profile for the full-spectrum Cannabis sativa
extract enriched with Ao-THC and CBD, supporting its potential for controlled
therapeutic applications. This research provides a scientific basis for the regulation
of cannabis-based products in Brazil, contributing to clinical and regulatory decision-
making by ANVISA.

Keywords: Cannabis sativa L., cannabidiol (CBD), Ae-tetrahydrocannabinol (Ae-
THC), toxicology, in silico test, OECD 423.
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1 INTRODUGAO

A Cannabis satival., espécie vegetal originaria da Asia, inserida na
familia Cannabaceae, esta entre as plantas com a trajetéria historica mais longa ja
documentada. Registros paleobotanicos apontam que possivelmente essa espécie
tem sua existéncia desde aproximadamente 12.000 anos a.C. Adicionalmente,
achados arqueoldgicos demonstram que ela ja era empregada ha mais de quatro
milénios, seja para fins terapéuticos ou em cerimdnias espirituais (Pisanti & Bifulco,
2019).

Dotada de multiplas aplicagdes, a planta integrou-se a civilizagdo humana ao
fornecer matéria-prima para confeccao de cordas e redes, enquanto suas sementes
serviam tanto como fonte nutricional quanto para extracao de 6leos (Clarke & Merlin,
2016).

Consequentemente, as sementes e exemplares dessa espécie dispersaram-
se junto com os povos némades. Esse deslocamento favoreceu uma relagdo de
cooperagao reciproca, tanto o homem quanto a planta facilitaram sua expansao
geografica mutua (Clarke & Merlin, 2016). O processo de distribuicdo mundial
concluiu-se quando a espécie atingiu o continente africano, posteriormente a
América do Sul, e finalmente a América do Norte (Crocq, 2020).

Na segunda metade do século XX, mais precisamente nos anos 1960, o
pesquisador israelense Raphael Mechoulam conseguiu isolar e sintetizar o
canabidiol (CBD), o delta-9-THC (tetraidrocanabinol) e diversos outros
fitocanabinoides. Paralelamente, no Brasil, durante a década de 1980, o cientista
Elisaldo Carlini e sua equipe foram pioneiros em publicar estudos que destacavam a
possivel eficacia do CBD no manejo de crises convulsivas (Cunha, Carlini, Pereira
et al., 1980).

Ao longo do tempo, os estudos cientificos avancaram significativamente,
revelando que a Cannabis possui uma composicao quimica complexa, com mais de
538 substancias identificadas. Dentre esses compostos, aproximadamente 100 sao
classificados como fitocanabinoides, estruturas moleculares caracterizadas por
monoterpenos com substituicdo arila. Além desses, a planta apresenta uma
diversidade quimica abrangente, distribuida em 18 categorias distintas, como

alcaloides, aminoacidos, hidrocarbonetos, carboidratos, terpenoides, flavonoides,
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compostos organicos variados e acidos graxos (Bonini, Premoli, Tambaro et al.,
2018).

O entendimento das propriedades farmacoldgicas evoluiu consideravelmente
apos o isolamento e sintese desses principais fitocanabinoides, o As-THC e o CBD.
Pesquisas revelaram atividades analgésica (Rahn & Hohmann, 2009),
neuroprotetora, incluindo agao antioxidante (Hampson, Grimaldi, Axelrod et al.,
1998), potencial anticonvulsivante (Jones, Hill, Smith et al., 2010), efeitos ansioliticos
(Russo, 2005), dentre muitas outras.

A utilizagdo da planta como medicina foi ganhando conhecimento da
populagao e consequentemente aumentando seu uso. Foi entdo que década de 50,
quando a sua utilizagcao era proibida no Brasil, profissionais contratados pelo governo
da época, fizeram testes em animais, intoxicando-os para confirmar a
toxicidade/letalidade da planta, sem nenhum rigor ou padrao cientifico (Dias, Dos
Santos, 2021).

Dessa forma, surgiu-se a necessidade de confirmar a toxicidade desses
compostos para que possa ser usado na terapéutica com seguranga, sem colocar o
paciente em risco, indicando a concentragao segura da substancia (De Aquino, Diniz,
2025).

Sendo assim, a toxicologia € uma ciéncia multidisciplinar que estuda os efeitos
adversos ocasionados por substancias quimicas no ser humano e no meio ambiente
(Adebal, Délio, Dias, 2001). Para isso, estudos nao clinicos de seguranga como
estudos de toxicidade de dose unica (aguda), toxicidade de doses repetidas,
toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local e carcinogenicidade s&o
necessarios (Anvisa, 2013).

Nesse contexto, o teste de toxicidade oral aguda, é uma etapa preliminar para
avaliagdo da substancia estudada (OECD 423/2001). E um teste utilizado para
avaliar a toxicidade produzida por uma substancia quando esta é administrada em
uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24 horas, seguido de
observagao dos animais por 14 dias apds a administracado (Anvisa, 2013).

Essa etapa preliminar faz parte do processo de registro de medicamentos
onde se exige a realizacdo de pesquisas nao clinicas que permitam avaliar as
interagdes farmacoldgicas entre os principios ativos combinados. Esses estudos

devem abranger analises farmacodinadmicas, farmacocinéticas e toxicologicas, com
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o proposito de identificar possiveis efeitos aditivos, sinérgicos ou antagdnicos
resultantes da utilizagao terapéutica (Anvisa, 2013).

Considerando tais aspectos e com o objetivo de assegurar a seguranga e
eficacia terapéutica, este estudo analisou o perfil toxicolégico e a relagao risco-
beneficio do extrato integral de Cannabis enriquecido com CBD e Ao-THC,
identificando seus possiveis 6rgaos-alvo de toxicidade. Os resultados deste estudo
contribuem para a compreensao dos efeitos bioldgicos da substancia, fornecendo

subsidios cientificos para sua aplicagao clinica segura.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistema Endocanabinoide (SEC)

A descoberta e o isolamento dos principais fitocanabinoides permitiram o
progresso das investigacdes cientificas ao longo do tempo, culminando, no fim da
década de 80, com a identificagdo do primeiro receptor canabinoide (CB1R)
(Devane, Dysarz, Johnson et al., 1988), seguido pela descoberta do receptor CB2R
por Munro e colegas em 1993. Tais achados levaram a inferéncia de que deveria
existir um sistema enddgeno responsavel pela modulagao dos efeitos dos principais
fitocanabinoides no organismo humano (Howlett, Barth, Bonner, et al., 2002).

Assim, esses estudos confirmaram a existéncia desse sistema endégeno com
funcao fundamental no Sistema Nervoso Central (SNC), além de atuar na modulacao
da atividade neuronal em individuos adultos (Lu, Mackie, 2021).

Esse sistema foi denominado Sistema Endocanabinoide (SEC), onde engloba
os canabinoides endogenos (eCBs), incluindo a araquidonoiletanolamina (AEA),
também conhecida como anandamida, e o 2-araquidonoilglicerol (Figura 1) (2-AG)
(Kruk-Slomka, Banaszkiewicz, Slomka, et al., 2019). Além disso, o SEC abrange
receptores especificos acoplados a proteina G (GPCRs), os CB1-R e CB2-R, bem
como as proteinas responsaveis pelo transporte, biossintese e metabolismo desses
compostos, como as enzimas acido graxo hidrolase (FAAH) e monoacilglicerol lipase
(MAGL) (Kruk-Slomka, et al., 2019).
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Figura 1- Estrutura quimica dos dois principais endocanabinoides (Adaptado de
Kano, Ohno-Shosaku, Hashimotodani et al., 2009).

Os receptores canabinoides do tipo CB1-R apresentam elevada densidade de
expressao no SNC, enquanto os CB2-R predominam em células imunitarias (Huang,
Chen & Zhang, 2016), com evidéncias de sua localizagdo em terminais pré-
sinapticos neuronais (Oddi, Scipioni, Maccarrone, 2020), sendo expressos na
micréglia em doengas neurodegenerativas, como Doenca de Alzheimer, esclerose
multipla e esclerose lateral amiotréfica (Aymerich, Aso, Abellanas et al., 2018).

Apos sua deteccao em tecido cerebral em condigdes fisioldgicas (Van Sickle,
Oland, Mackie et al., 2003), pesquisas subsequentes indicaram a participagao do
SEC na modulagao de diversos mecanismos neurobiolégicos, incluindo agdes anti-
inflamatorias, neuroprotetoras e de mediagcdo da plasticidade neural (Navarrete,
Garcia-Gutiérrez, Aracil-Fernandez et al., 2018).

Desse modo, o receptor canabinoide CB1-R, cuja codificacdo genética é
realizada pelo gene CNR1, apresenta uma estrutura molecular composta por 472
aminoacidos, manifestando-se em trés isoformas distintas. A isoforma primaria, de
conformagao canénica alongada, demonstra expressao predominante no tecido
encefalico e muscular esquelético, enquanto as variantes truncadas, caracterizadas
pela delecdo de 33 aminoacidos na regidao terminal-N, exibem maior prevaléncia em
células hepaticas e pancreaticas, indicando seu papel metabdlico. Em contraste, o
CB2-R, codificado pelo gene CNR2, possui uma cadeia polipeptidica mais curta, com
360 aminoacidos, compartilhando apenas 44% de homologia sequencial com o CB1-
R (Mcpartland, Glass, 2003).

Sendo assim, ambos os receptores canabinoides (CBRs) exercem fungdes
neuroprotetoras durante processos de excitotoxicidade. A ativacdo do CB1-R
promove a hiperpolarizagdo das membranas neuronais, regulando simultaneamente
as vias de transdugédo de sinal, a liberagdo de neurotransmissores, incluindo o

glutamato excitatorio e o GABA (acido gama-aminobutirico) inibitério, e a modulagao
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de citocinas. Esse mecanismo de agédo agonista demonstra capacidade protetora
contra danos neuronais em condicdes excitotdxicas, como as observadas na Doenca
de Alzheimer (Marsicano, Goodenough, Monory et al., 2003).

Em adicdo, estudos cientificos comprovam que a estimulacdo do receptor
CB1 suprime a liberagdo de diversos neurotransmissores. Entre os mensageiros
quimicos afetados por essa modulagdo, encontram-se o glutamato, o GABA, a
glicina, a acetilcolina, a noradrenalina, a dopamina, a serotonina e a colecistocinina
(CCK) (Kano et al., 2009).

Paralelamente, os CB2-R operam na atenuacao da neuroinflamacao, inibindo
a ativagao microglial e consequentemente reduzindo a degeneragéo progressiva dos
neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal, um processo caracteristico da
fisiopatologia da Doenca de Parkinson. Desta forma, ambos os receptores
canabinoides apresentam mecanismos complementares de neuroprotegao, atuando
tanto na regulacdo da excitabilidade neuronal quanto no controle da resposta
neuroinflamatdria (Garcia-Arencibia, Gonzalez, De Lago et al., 2007).

Sendo assim, os receptores canabinoides CB1-R e CB2-R apresentam
acoplamento preferencial as proteinas G do tipo Gi/Go. Quando ativados, esses
receptores desencadeiam uma cascata de sinalizacdo que inclui: elevagao da
concentragao intracelular de calcio (Ca?*), ativagao de fosfolipases de membrana, e
subsequente conversao do acido araquidénico (AA) em endocanabinoides (Castillo,
Younts, Chavez et al., 2012).

Em sintese, a produ¢cdo do endocanabinoide 2-araquidonoilglicerol (2-AG)
ocorre principalmente através da ativagédo da fosfolipase CB (PLCPB), que pode ser
mediada tanto pela via dependente quanto independente da diacilglicerol lipase
(DAGL). Na via dependente de Gqg/11, a PLCP hidrolisa fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP;) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), sendo este ultimo convertido
em 2-AG (Castillo et al., 2012)

Por outro lado, a sintese de anandamida (AEA) envolve predominantemente
a acao da N-acil-fosfatidiletanolamina-fosfolipase D (NAPE-PLD), enzima
responsavel pela clivagem de N-acil-fosfatidiletanolaminas em AEA (Castillo et al.,
2012).

Dessa modo, estudos farmacoldgicos demonstram diferengas significativas no
perfil de ativagao dos principais endocanabinoides. A anandamida (AEA) comporta-
se como agonista parcial de alta afinidade pelo receptor CB1-R, porém exibe baixa
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eficacia agonista no CB2-R. Em contraste, o 2-AG atua como agonista completo em
ambos os subtipos receptores (CB1-R e CB2-R), embora com afinidade de
moderada a baixa (Zou, Kumar, 2018).

Nesse contexto, por meio de sinalizagdo retrégrada (Figura 2) os
endocanabinoides sdo transportados para o neurdnio pré-sinaptico via proteinas
carreadoras lipofilicas (Castillo et al., 2012). Esse processo revela que o
recrutamento diferencial de 2-AG e AEA em neurdnios pos-sinapticos esta
diretamente relacionado ao padrao de atividade pré-sinaptica (Puente, Cui, Lassalle
et al., 2011).

Dessa maneira, o processo de sinalizagdo endocanabinoide ocorre da
seguinte forma: inicialmente, ocorre a liberagdo de neurotransmissores (excitatorios,
como glutamato, ou inibitérios, como GABA) na fenda sinaptica. Em seguida, esses
neurotransmissores ligam-se a receptores especificos no neurénio pés-sinaptico,
desencadeando uma resposta celular. Quando essa ativagdo resulta em
despolarizacao suficiente, ha um influxo de ions Ca?* para o interior do neurénio pés-
sinaptico, o que estimula a sintese "sob demanda" e a liberagdo de
endocanabinoides (como 2-AG e AEA). Essas moléculas lipofilicas difundem-se
retrogradamente, atravessando a fenda sinaptica e ligando-se a receptores
canabinoides no terminal pré-sinaptico. Essa ligagdo desencadeia uma cascata de
sinalizagao intracelular que, em ultima instancia, inibe a liberagdo adicional de
neurotransmissores, regulando assim a atividade sinaptica. Esse mecanismo de
retroalimentacgdo negativa é crucial para manter o equilibrio (homeostase) nas redes
neuronais, evitando tanto a hiperexcitabilidade quanto a hipoatividade sinaptica
(Farrelly, Vlachou, Grintzalis, 2021).



24

- POST
SYNAPTIC
NEURON

Aumento de Ca*

aciona a sintese

sob demanda de
AEA e 2-AG

7] j .
a 5
receptor ° / ? receptorsy, % =
CB2 A o . ca’|| Ligacdo ao receptor
receptor ’/ " Slqalzagao causa influxo de Ca*
/ ’ retrégrada de Ca2/'

channels _ AEA e 2-AG A
/ GPRSS ™, :)/
/ receptor \_ St O™ ™

¥ PPAR % @ Cat /Caz
receptor % % /e
Inibicao da .. Overall Reduction in -
: V4N
liberacéo de R {Veuronal Signall 4
neurotransmissores XA NMDA
A receptor
: &® o Liberacdo de NTs
PRE o0 Le. | e® o | excitatérios ou
SYNAPTIC - °y"iee inibitorios
NEURON t 3

Figura 2- Sinalizagcdo retrograda de endocanabinoides (Adaptado de Farrelly,
Vlachou, Grintzalis, 2021).

Com base nessas descobertas, demonstrou-se o quanto o SEC pode atuar
em diversas vias e processos metabdlicos (Cristino, Bisogno, Di Marzo, 2020). Logo,
percebeu-se que esses endocanabinoides atuavam ndao somente nos CB1-R e CB2-
R, como também no receptor vanildide de potencial transiente (TRPV), no receptor
de proliferagao-ativagdo do peroxissomo (PPAR), e nos receptores 6rfaos GPRS5,
GPR118 e GPR119 (Huang et al., 2016), mostrando que as suas diversas ag¢des
afetam uma rede mais ampla relacionada a todo o sistema endocanabinoide,
conhecida como endocanabinoidoma (ECdoma) ou sistema endocanabinoide
expandido (Cristino et al 2020).

Dessa maneira, o endocanabinoidoma (ECdoma) (Figura 3) compreende um
conjunto de moléculas lipidicas bioativas sintetizadas a partir de fosfolipidios
membranares, cuja biogénese ocorre através de vias enzimaticas parecidas as
responsaveis pela produ¢ao dos endocanabinoides classicos, AEA e 2-AG (Lian,
Casari, Falasca, 2022).
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Figura 3- Componentes do endocanabinoidoma. CB1- receptor canabinoide tipo 1;
CB2- receptor canabinoide tipo 2; AEA- N-araquidonoiletanolamina ou anandamida;
2-AG- 2 araquidonilglicerol; NAPE-PLD- N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipase D;
DAGL- diacilglicerol lipase; FAAH- amida hidrolase de &acido graxo; MAGL-
monoacilglicerol lipase; PPAR-a- receptor alfa ativado por proliferador de
peroxissoma; GPR55, GPR35, GPR119- receptor 55 acoplado a proteina G; TRPV1-
receptor de potencial transitério vaniloide 1; PEA- palmitoiletanolamida; OEA-
oleoiletanolamida; SEA- estearoiletanolamida; NADA- N-araquidonoil dopamina
(Adaptado de Thapa, Ghimire, Warne et al., 2025).

Em suma, estes mediadores lipidicos sofrem metabolizagcdo por um sistema
enzimatico especializado, incluindo NAPE-PLD, DAGL, FAAH e MAGL, que regulam
sua biodisponibilidade e atividade biologica. Tais processos exercem influéncia
direta em diversos mecanismos fisioldgicos, como respostas inflamatdrias, regulacao
metabdlica, modulagao da percepcéo dolorosa e manutencao da funcdo da barreira
intestinal (Thapa, Ghimire, Warne et al., 2025).

Notavelmente, compostos como a oleoiletanolamida (OEA) e
palmitoiletanolamida (PEA), apesar de ndo apresentarem afinidade significativa
pelos receptores CB1R e CB2R, atuam como agonistas do receptor PPARAaq,
exercendo fungdes regulatorias cruciais no metabolismo de lipidios, processos

inflamatorios e balanco energético (O’Sullivan, 2016). Paralelamente, o receptor
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TRPV1 é modulado pela anandamida (AEA) e outros lipidios bioativos,
desempenhando papel fundamental na regulagdo da nocicepgao e na mediagao de
vias pré-inflamatorias (Louis-Gray, Tupal, Premkumar, 2022).

Nesse contexto, diversos mecanismos fisioldgicos envolvendo o ECdoma
estdo sendo elucidados. Um exemplo relevante é a N-oleoil-glicina, um mediador
lipidico que demonstrou efeitos neuroprotetores significativos em modelos
experimentais de lesao cerebral traumatica leve em roedores (Shahen-Zoabi,
Smoum, Bingor et al., 2023).

Adicionalmente, evidéncias recentes tém destacado complexas interacoes
entre os sistemas orexinérgico e endocanabinoidoma, particularmente em processos
relacionados a dependéncia quimica e respostas ao medo (Deli, Bonab, Khakpay et
al., 2022; Ten-Blanco, Flores, Pereda-Pérez et al., 2022). Contudo, o envolvimento
preciso da orexina na modulacdo da resposta ao estresse e nos processos de
consolidagdo memorial permanecem como uma importante questao em aberto na
neurociéncia contemporanea (Deli et al., 2022).

Portanto, a complexidade do endocanabinoidoma que abrange
potencialmente centenas de mediadores lipidicos, mais de 20 enzimas envolvidas
em processos biossintéticos ou de degradacado, e diversos alvos moleculares
(Morris, Walder, Kloiber, 2021), evidencia a importancia crucial de elucidar seus
mecanismos moleculares fundamentais. Essa compreensio é essencial tanto para
desvendar sua participagcdo na fisiopatologia de diversas doengas quanto para

viabilizar o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

2.2 Patologias acometidas pelo SEC

Nos ultimos anos, estudos sobre intervengdes genéticas e farmacoldgicas no
Sistema Endocanabinoide (SEC) tém ganhado destaque nas areas médica,
farmacéutica e cientifica. Devido a sua atuagao essencial em processos fisioldgicos
e fisiopatolégicos (Figura 4), o SEC é considerado um alvo promissor para o
desenvolvimento de terapias baseadas em agentes canabinérgicos (substancias ou
processos que atuam no SEC), substancias canabimiméticas (que imitam os efeitos
dos canabinoides enddgenos e dos fitocanabinoides no corpo) e derivados

canabinoides. Esses compostos modulam o sistema por meio da inibicdo de vias
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metabdlicas ou pela acao sobre seus receptores, promovendo alteragdes funcionais
em seus componentes, efeito potencialmente benéfico em diversas doencas (Lowe,
Toyang, Steele et al., 2021).
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Figura 4- Diagrama esquematico mostra o Sistema Endocanabinoide (SEC) e seus
diferentes componentes na fisiologia celular normal. O SEC desregulado, como
resultado de lesdes ou patologias cerebrais, torna-se ineficiente para manter a
homeostase celular e agrava a progressdo de diferentes disturbios neuroldgicos
(Adaptado de Reddy, Grogan, Ahluwalia et al., 2020).

Como consequéncia, essas acbes resultam na expressao/atividade
diferencial dos componentes do SEC, o que se manifesta em respostas que
modulam transtornos de humor e ansiedade. Por exemplo, o CB1R esta envolvido
na mediacdo de recompensas naturais e efeitos prazerosos, o que possibilita o
tratamento de diversas condi¢des, tais como o transtorno do panico (TP), transtorno
de ansiedade social (TAS), transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno
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de estresse poés-traumatico (TEPT) e transtorno obsessivo-compulsivo (TOC)
(Blessing, Steenkamp, Manzanares et al., 2015).

Adicionalmente, no controle da dor, o SEC atua por mecanismos como
reducdo da inflamagédo, regulagdo da excitabilidade neuronal e inibicdo de
neurotransmissores, atuando no controle da dor crbénica, neuropatica e também na
dor oncoldgica (Vuckovi¢, Srebro, Vujovic et al., 2018).

Dessa maneira, condigdes como asma, doencas autoimunes, como artrite
reumatoide, hepatite, colite, esclerose multipla e condi¢ées dermatolégicas comuns
sdo processos inflamatérios que podem ser atenuados a partir de efeitos no SEC.
Endocanabinoides como AEA e 2-AG, e fitocanabinoides como Ae-THC e CBD,
atuam na regulacao da ativacado dos receptores CB1 e CB2, que estdo envolvidos
na producdo de citocinas, quimiocinas e na funcdo das células do sistema imune
(Nagarkatti, Pandey, Rieder et al., 2009).

Além disso, em outras comorbidades como diabetes, doengas
cardiovasculares e acidente vascular cerebral, o SEC desempenha um papel crucial,
especificamente no controle da pressao arterial, frequéncia cardiaca, contratilidade
cardiaca e inflamacéo vascular. Nesse contexto, & importante destacar que o CB1R
e 0 AEA estdo diretamente envolvidos na vasodilatagdo e na regulacdo do ténus
vascular (Stanley, Hind, O'Sullivan, 2013).

Por outro lado, no ambito do cancer, o SEC participa ativamente de diversos
processos celulares relacionados a tumorigénese, incluindo angiogénese, apoptose,
inflamacao, metastase e proliferacao (Seltzer, Watters, MacKenzie et al., 2020). Mais
especificamente, a ativacdo do SEC em células neoplasicas regula diversas vias
intracelulares de sinalizagdo, como os eixos MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR e
cAMP/PKA, os quais estdao diretamente envolvidos tanto na promocdo do
crescimento tumoral quanto na inibicdo de mecanismos de morte celular programada
(Cridge, Rosengren, 2013).

Dessa maneira, compreende-se que o SEC constitui um sistema molecular e
biolégico complexo, composto por multiplos elementos interconectados, que exerce
fungdes regulatérias ndo apenas em seus proprios mecanismos intrinsecos, mas
também em diversos outros sistemas e seus processos fisiologicos (Lowe et al.,
2021).

Diante das evidéncias que associam diversas fisiopatologias a um sistema

modulador identificado por meio de estudos com a C. sativa, utilizagcdo de compostos
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bioativos derivados diretamente da planta emerge como uma estratégia terapéutica
eficaz, ja que fitocanabinoides oferecem um perfil de seguranca que esta sendo
consolidado neste estudo, além de apresentar uma evolugao histérica de seu uso

medicinal.

2.3 Cannabis Sativa L.

2.3.1 Origem e disseminagao da planta Cannabis sativa L.

A espécie Cannabis sativa L. figura entre os primeiros vegetais domesticados
pela civilizagdo humana, com registros histéricos que remontam a Antiguidade
(Figura 5). De acordo com alguns estudos paleobotanicos, a Cannabis ja estava
presente ha 11.700 anos, nos territorios da Asia Central, perto das Montanhas Altai,

o que leva a crenga de sua origem (Crocq, 2020).
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Figura 5- llustracao grafica da Cannabis sativa L.

1) Parte superior da planta masculina em flor; 2) Parte superior da planta feminina
em frutificagdo; 3) Plantula (seedling); 4) Parte de uma folha composta com onze
foliolos (“eleven-fold leaf’); 5) Inflorescéncia masculina com botdes e flor masculina
madura; 6) Flor feminina com estigmas destacados; 7) Fruto coberto com bractea
pilosa persistente; 8) Vista lateral do fruto; 9) Vista do fruto de lado (perfil); 10)
Tricoma glandular com haste multicelular; 11) Tricoma glandular com haste curta,
unicelular e transparente; 12) Tricoma nao glandular que contém um cistolito
(Adaptado de Vogel, 2017).

A taxonomia da Cannabis sativa inclui sua classificacdo e nomenclatura. Sua
classificagdo esta contida no Reino Plantae, Filo Streptophyta, Classe
Equisetopsida, Subclasse Magnoliidae, Ordem Rosales, Familia Cannabaceae e
Género Cannabis. A familia Cannabaceae atualmente consiste em Cannabis e
Humulus, além de oito géneros anteriormente pertencentes a familia Celtidaceae:
Celtis, Pteroceltis, Aphananthe, Chaetachme, Gironniera, Lozanella, Trema e
Parasponia. Além disso, essa familia agora inclui cerca de 170 espécies
(McPartland, 2018).

Ja a sua nomenclatura botanica mais amplamente aceita para a Cannabis
€ Cannabis sativa L., onde a letra "L." representa Linnaeus, de Carl Linnaeus o pai
da taxonomia moderna, que estabeleceu essa denominacéao cientifica em sua obra
seminal Species Plantarum (1753). Posteriormente, em 1785, o bidlogo francés
Jean-Baptiste Lamarck identificou e descreveu uma segunda espécie distinta
- Cannabis indica - caracterizando-a como uma variedade de porte reduzido e com
propriedades psicoativas mais pronunciadas, em contraste com C. satival., de
estatura elevada e predominantemente fibrosa. O género Cannabis foi
posteriormente ampliado com a descricdo de uma terceira espécie por D. E.
Janischevsky em 1924- Cannabis ruderalis-, uma variedade silvestre adaptada as
condigdes ambientais da Sibéria Ocidental e regides da Asia Central (Clarke &
Merlin, 2016).

Existe, contudo, um debate cientifico em curso acerca da classificagao
taxondmica da Cannabis. O processo de domesticagao da espécie para fins distintos

levou a significativas alteragdes fenotipicas e fisiolégicas nas variedades cultivadas
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quando comparadas com seus parentes silvestres. Tais modificagbes abrangem
caracteristicas morfologicas, perfis quimicos, padroes de distribuicdo geografica e
adaptagdes ecoldgicas. Plantas selvagens parecem ser, ou escapes de formas
domesticadas, ou o resultado de milhares de anos de ampla troca genética com
plantas domesticadas, tornando impossivel determinar se populagcdes primitivas ou
ancestrais inalteradas ainda existem (Small, 2017).

No entanto, quando analisamos seu uso histérico, evidéncias arqueoldgicas
provenientes do territério chinés atestam sua utilizacdo para fins téxteis desde o
quarto milénio antes de Cristo (4.000 a.C.). Concretamente, os antigos chineses
empregavam as fibras extraidas do caule desta espécie vegetal na confecgao de
artefatos diversos, desde cordames e tecidos até suportes para escrita. Como prova
disso, exemplares de papel e tecidos manufaturados a partir de Cannabis sativa
foram identificados no complexo funerario do Imperador Wu (141-87 a.C.),
pertencente a dinastia Han Ocidental (Zuardi, 2006).

Outra evidéncia de sua origem, foi o descobrimento de uma sepultura
encontrada em Xinjiang Uygur, datada de 750 a.C., associada a cultura tocariana.
Evidéncias arqueobotanicas revelaram que os restos mortais de um individuo do
sexo masculino, com aproximadamente 45 anos de idade, possivelmente um xama,
foram encontrados em associagao com residuos vegetais de Cannabis contendo
elevadas concentragbes de Ao-THC. Estudos fitoquimicos e morfolégicos
subsequentes demonstraram a presenca seletiva de estruturas femininas da planta,
caracterizadas por maior produgdo de fitocanabinoides, enquanto as partes
masculinas (com menores teores de A¢-THC) haviam sido intencionalmente
removidas. Esses achados sugerem praticas de cultivo intencional e manipulagéo
botanica ja4 nesse periodo histérico, visando potencializar as propriedades
psicoativas da planta para fins ritualisticos ou medicinais (McPartland, Hegman,
Long, 2019).

Adicionalmente, a determinagéo precisa da origem geografica da Cannabis
permanece uma questdo em aberto na literatura cientifica, sobretudo em fungao das
significativas variagdes climaticas ocorridas durante os ciclos glaciais e interglaciais
ao longo dos anos. De fato, essas flutuacées ambientais dificultam a reconstrucao
paleobiogeografica precisa da espécie. Nao obstante, com base em evidéncias
multidisciplinares que integram dados paleobotéanicos, genéticos e arqueoldgicos, a

hipétese mais amplamente aceita atualmente sugere que a Asia Central constitui a
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regido mais provavel para a origem ancestral e diversificagdo inicial do género
Cannabis (Clarke & Merlin, 2016).

Em sua etapa conclusiva, o ciclo de disseminagao transcontinental da
Cannabis completou-se quando a espécie atingiu o continente africano e,
posteriormente, a América do Sul, com registros histéricos documentando sua
presenga no Chile por volta de 1545. Cabe destacar que a introdu¢ado na América do
Norte ocorreu tardiamente, somente no inicio do século XVII (1606), conforme
atestam evidéncias historicas, marcando assim a conclusao de sua disseminagao

por todo o planeta Terra (Crocq, 2020).

2.3.2 Historico Medicinal

Segundo registros historicos, a Cannabis ja era utilizada com fins medicinais
na China Antiga, conforme documentado na Pen-ts'ao Ching, considerada a mais
antiga farmacopeia conhecida. Compilada no século | d.C., essa obra teve origem
em tradi¢des que remontam ao reinado do Imperador Shen-Nung, por volta de 2700
a.C. Entre as aplicacdes terapéuticas descritas estavam o alivio de dores reumaticas,
o tratamento de prisdo de ventre, desordens ginecolégicas, malaria e outras
enfermidades (Crocq, 2020).

Em um contexto histérico paralelo, no Egito por volta de 1500 a.C., registros
indicam sua utilizagdo topica no tratamento de processos inflamatorios.
Simultaneamente, os assirios documentaram suas propriedades medicinais em
tabletes de argila. Posteriormente, no periodo romano, estudiosos como Plinio, o
Velho, Galeno e Dioscorides descreveram o emprego da planta no manejo de
afeccbes dolorosas e inflamatdrias, com énfase especial em artrite e gota.
Notavelmente, Galeno, em particular, destacou seus efeitos psicoativos, o que
representou um avango significativo no entendimento sobre suas propriedades
farmacoldgicas (Crocq, 2020).

Adicionalmente, no inicio da era crista, o renomado cirurgido Hua T'o (110-
207 d.C.), pioneiro na cirurgia chinesa, empregava uma preparagao a base de
Cannabis combinada com vinho como anestésico em procedimentos cirurgicos
(Zuardi, 2006).
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Paralelamente, na india, a Cannabis nativa das planicies himalaias, era
utilizada ha séculos tanto na medicina quanto em rituais hindus. No Atharva Veda
(2000-1400 a.C.), era chamada de Bhanga e reverenciada como "Alimento dos
Deuses", enquanto o Sushruta Samhita (século VI d.C.) documentava seu uso
terapéutico para doencgas fleumaticas, termo utilizado na medicina antiga que se
referia a um dos quatro temperamentos basicos, mas nao designava propriamente
uma patologia especifica (Karki & Rangaswamy, 2023).

Foi nesse contexto cultural e farmacolégico que o médico anglo-irlandés
William O'Shaughnessy (1809-1889) observou pessoalmente sua eficacia no alivio
de dores reumaticas e no manejo de sintomas associados a doengas como colera,
tétano e raiva. Durante seu servigo na india colonial, documentou a eficacia da
Cannabis tornando-se o principal responsavel pela disseminagdo de seus usos
terapéuticos na Europa (Grotenhermen, Russo, 2002).

Apods as comunicacdes de William B. O’Shaughnessy, médicos europeus e
norte-americanos passaram a experimentar a planta na clinica e empiricamente,
incorporando extratos e tinturas em terapias para dor, convulsdes, cdlicas e
espasmos. O’'Shaughnessy é considerado a figura-chave que reinsere a Cannabis
na pratica médica ocidental a partir de relatos clinicos publicados entre 1840-1843.
(Russo, 2017).

Assim, no final do século XIX, a planta aparece em farmacopéias e em
inumeros preparados patenteados (tinctures, elixirs, formulas domésticas) usados
por médicos e farmacéuticos na Europa e nos EUA, prescrita para enxaqueca,
espasmos, dor e problemas gastrointestinais (Bridgeman & Abazia, 2017).

Como resultado direto do interesse no controle e taxagao do alcool durante o
inicio do século XX, observou-se um acumulo progressivo de medidas regulatérias
e campanhas sociais que estigmatizaram a Cannabis. Nos Estados Unidos, esse
processo culminou com a aprovagao do Marihuana Tax Act em 1937, o qual
restringiu severamente seu uso e comercializagao, levando a uma reducgao drastica
da presenga da planta na pratica clinica. Esse marco regulatério representou o inicio
do declinio do uso medicinal regulamentado em diversos paises ocidentais (Rathge,
2017).

No Brasil, a planta foi introduzida por africanos escravizados, sendo chamada
de "fumo de Angola", posteriormente adotada por populagdes indigenas e

escravizadas. Adicionalmente no século XIX, ganhou reconhecimento médico apds
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relatos de uso do exército britdnico na india. Contudo, na década de 1930, a
declaragéo do delegado Dr. Pernambuco em um férum internacional com 45 paises,
onde afirmou que a substancia era mais perigosa que o 6pio, serviu como base para
as primeiras politicas proibitivas no pais (Carlini, 2006).

Assim, no contexto brasileiro, a Cannabis foi inicialmente introduzida por
africanos escravizados, sendo denominada "fumo de Angola", sendo posteriormente
assimilada por populagdes indigenas e escravizadas. No século XIX, a planta
ganhou reconhecimento médico apds a divulgagao dos relatos sobre seu uso pelo
exército britanico na india. Entretanto, na década de 1930, ocorreu uma virada
significativa quando o delegado Dr. Pernambuco, em um férum internacional com 45
paises, declarou que a substancia era mais perigosa que o 6pio, afirmacédo que
serviu como base para as primeiras politicas proibitivas no pais (Carlini, 2006).

Somente cinco décadas depois, na década de 1980, € que o Dr. Elisaldo
Carlini e sua equipe publicaram os primeiros artigos cientificos demonstrando o
potencial terapéutico do CBD para o tratamento de epilepsias. Vale destacar que,
anteriormente a esses achados, ja na década de 1960, o Dr. Raphael Mechoulam,
em Israel, havia realizado o isolamento e sintese do canabidiol (CBD), delta-9-THC
e outros fitocanabinoides (Cunha, Carlini, Pereira et al., 1980).

ApoOs anos, um marco importante ocorreu em 1996, quando o estado da
Califérnia, nos Estados Unidos, se tornou pioneiro na legalizagado do uso medicinal
da Cannabis sp. e seus derivados, iniciando assim um processo gradual de adogéo
do uso medicinal em outros 28 estados (Page & Verhoff, 2006).

Em consonéncia com a descoberta do Sistema Endocanabinoide (SEC) no
inicio da década de 1990, observou-se que a partir dos anos 2000 houve
recuperacao do interesse clinico, produtos farmacéuticos a base de canabinoides
passaram a ser estudados e, em certos paises, aprovados. Paralelamente, a
literatura cientifica cresceu em neurofarmacologia, analgesia, e efeitos antieméticos
e antiespasticos (Bridgeman & Abazia, 2017).

Ent&o, no inicio do século XXI, os Estados Unidos deram inicio aos primeiros
ensaios clinicos com medicamentos a base de canabinoides, entre os quais se
destacaram o Marinol® (FDA. NDA 18-651/S-021: Marinol. 2004) e, no Canada, o
nabilone (Dronabinol®), ambos contendo Ae-THC em sua forma sintética ou isolada
como principio ativo. Uma década mais tarde, por volta de 2014, o CBD emergiu

como protagonista no cenario médico devido a seu uso bem-sucedido em um caso
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complexo de epilepsia refrataria, no tratamento de Charlotte Figi, paciente portadora
da Sindrome de Dravet (Maa & Figi, 2014).

Atualmente, o cenario regulatério brasileiro conta com 23 produtos a base de
Cannabis aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
conforme dados de 2022. Desse total, 9 sdo formulados a partir de extratos de
Cannabis sativa enquanto os 14 restantes tém como principio ativo o canabidiol
(CBD), todos regulamentados pela Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC)
327/2019 (Anvisa, 2022).

Contudo, apesar do robusto corpo de evidéncias farmacoldégicas e
terapéuticas acumuladas, a prescricdo da planta ainda enfrenta significativa
resisténcia decorrente de estigmas sociais. Para que seu potencial terapéutico seja
plenamente aproveitado, torna-se imperativo superar as barreiras do preconceito,
igualmente importante, combater a desinformagao que persiste tanto na populagéo

geral quanto entre profissionais de saude.

2.3.3 Fitocanabinoide Ao-THC

O Ao-tetraidrocanabinol (Ae-THC), principal fitocanabinoide psicoativo
da Cannabis sativa L., possui estrutura lipofilica que favorece sua permeabilidade
através da barreira hematoencefalica, determinando seus efeitos no SNC (Russo &
McPartland, 2003). Sua formula molecular C,;;H3,0, apresenta uma estrutura
quimica com trés anéis: um anel aromatico, um anel de ciclohexeno e uma cadeia
lateral pentil (Figura 6), o que contribui para sua lipossolubilidade e interagdo com
receptores (Barrales-Cureno, Lopez-Valdez, Reyes et al., 2020).

Sendo assim, o As-THC exibe um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas. Sua acédo € marcadamente estereosseletiva, com o isdmero (-)-trans
apresentando poténcia 6 a 100 vezes superior em comparagao a forma (+)-trans.
Notavelmente, apenas a configuragcao (-)-trans ocorre naturalmente na planta
(Adams & Martin, 1996).
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THC

Figura 6- Composicao quimica do fitocanabinoide As-THC (Adaptado de Thomas,
ElSohly, 2015).

Em relagdo a sua biossintese (Figura 7), ela inicia-se com o acido
canabigerolico (CBGA), precursor comum na via metabdlica dos canabinoides
vegetais. A conversao enzimatica catalisada pela THCA sintase transforma o CBGA
em acido tetraidrocanabindlico (THCA) através de uma reagdao de ciclizagao
oxidativa. O composto ativo € gerado por descarboxilagdo termicamente induzida do
THCA, processo que elimina um grupo carboxila para formar o Ae-THC e
posteriormente sua oxidagao o transforma em CBN (canabinol) (Bloemendal, Van
Hest, Rutjes, 2020).

Embora tenham propriedades bioquimicas distintas, as formas acidas dos
fitocanabinoides sdo mais comumente descarboxiladas por meio do calor para
produzir os fitocanabinoides neutros, ou seja, a maioria desses fitocanabinoides sao
formados como acidos carboxilicos (por exemplo, Ae-THCA, CBDA, CBCA e Ao-
THCVA) que séo descarboxilados em seus correspondentes neutros, formas como
consequéncia da secagem, aquecimento, combustdo ou envelhecimento (Thomas,
Elsohly, 2016).
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Figura 7- Biossintese do  Ao-tetraidrocanabinol (As-THC) (Adapatado de
Bloemendal, Van Hest, Rutjes, 2020).

Apos o isolamento e sintese do Ao-THC, a primeira aplicacdo terapéutica
desse sintetico foi em disturbios alimentares de pacientes oncologicos e HIV-
positivos (Plasse, Gorter, Krasnow et al., 1991). Estas evidéncias cientificas
anteriores confirmaram outras propriedades, como acao mio-relaxante (Kavia, De
Ridder, Constantinescu et al., 2010), capacidade broncodilatadora, -efeito
neuroprotetor antioxidante e atividade analgésica (Rahn & Hohmann, 2009).

Dessa maneira, o Ao-THC atua ligando-se aos CB1R no cérebro,
particularmente no hipotalamo, uma regiao central na regulacdo do apetite. Essa
interagdo estimula neurdnios relacionados a fome e aumenta a liberagdo de
neurotransmissores como a dopamina, intensificando a sensacao de prazer ao
comer. Além disso, ele eleva os niveis de grelina, o "horménio da fome", que sinaliza

ao cérebro a necessidade de ingestado alimentar (DiPatrizio, 2021).
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Sendo assim, essa atividade acontece por conta da sua ligacdo aos
receptores, o Ao-THC atua como agonista parcial dos receptores canabinoides CB1
e CB2, exibindo afinidade moderada por esses sitios de ligacao (Pertwee, 2008).
Essa caracteristica farmacodinamica explica seu perfil de efeitos psicoativos menos
pronunciado quando comparado a agonistas totais desses receptores, como o Ag-
THC sintético (Govaerts, Hermans, Lambert, 2004).

Adicionalmente, em nivel neuroquimico, o As-THC modula a liberagéo
sinaptica de diversos neurotransmissores, incluindo, aumento da atividade
dopaminérgica mesolimbica (associado a efeitos euforizantes e de recompensa),
regulagdo da liberacdo de glutamato (envolvido em processos cognitivos) e
potencializagdo da transmissdo GABAérgica (relacionada a efeitos ansioliticos e
anticonvulsivantes) (Castillo, Tolon, Fernandez-Ruiz et al., 2010). Entretanto, em
doses elevadas, essa modulacdo pode resultar em efeitos adversos como
ansiedade, paranocia e, em modelos experimentais, neurotoxicidade por
excitotoxicidade glutamatérgica (Varvel, Lichtman, 2002).

Dessa maneira, quando administrado por via oral, o Ae-THC apresenta baixa
biodisponibilidade, geralmente entre 10% e 20%, devido ao extenso metabolismo
hepatico de primeira passagem. Nesta via, o inicio dos efeitos ocorre entre 30 a 90
minutos apos a ingestao, com duracéo prolongada que pode se estender por até 12
horas (Huestis, 2007).

Em contraste, a administracdo por via inalatéria (fumada ou vaporizada)
apresenta biodisponibilidade significativamente maior, estimada entre 25% a 30%,
com inicio de acdo rapido, geralmente dentro de minutos apds a inalagdo. No
entanto, a duracao dos efeitos € mais curta nesta via, tipicamente de 2 a 4 horas.
Estas diferengas farmacocinéticas entre as vias de administragdo sao clinicamente
relevantes para o uso terapéutico (Grotenhermen, 2003).

Assim, por conta da sua alta afinidade por lipidios, o Ae-THC é rapidamente
distribuido para tecidos altamente vascularizados, como cérebro, coracéo, pulmbes
e figado (Huestis, 2007). Além disso, sua capacidade de se armazenar no tecido
adiposo prolonga sua meia-vida, permitindo sua detecgéo em fluidos biolégicos por
dias ou semanas apos 0 consumo, especialmente em usuarios cronicos
(Grotenhermen, 2003).

Deste modo, ele é metabolizado no figado, principalmente pelo sistema de
citocromo P450 (CYP450), com destaque para as isoenzimas CYP2C9, CYP2C19 e
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CYP3A4 (Huestis, 2007). A biotransformagdo ocorre em duas etapas principais.
Primeiramente, o Ao-THC sofre hidroxilagdo, sendo convertido em 11-hidroxi-A9-
THC (11-OH-THC), um metabdlito psicoativo que pode apresentar maior poténcia
que o THC original na ativagao do receptor CB1 (Grotenhermen, 2003). Em seguida,
0 11-OH-THC é oxidado a acido 11-nor-9-carboxi-THC (THC-COOH), um composto
farmacologicamente inativo. Esses metabdlitos sofrem conjugacgao, principalmente
por glucuronidacdo, tornando-os mais hidrossoluveis e facilitando sua excregao
(Huestis, 2007).

Nesse sentido, sua eliminacdo e de seus metabdlitos ocorrem
predominantemente por via fecal (65% a 80%) e urinaria (20% a 35%), sendo essa
ultima a mais relevante para testes toxicolégicos (Grotenhermen, 2003). Na urina, os
metabodlitos sdo detectados principalmente na forma conjugada (THC-COOH-
glucuronideo). Este e outros metabdlitos contribuem para o perfil farmacologico
complexo da Cannabis e suas variagdes individuais de resposta (Grotenhermen,
2003).

2.3.4 Fitocanabinoide CBD

O canabidiol (CBD) €& um fitocanabinoide pertencente a classe dos
terpenofendis, com férmula molecular C,,H3,0, (Figura 8). Estruturalmente, € um
isdmero do As-THC, diferenciando-se pela posigao da ligagao dupla e pelo arranjo
espacial dos atomos. Sua estrutura consiste em um nucleo dibenzopirano
modificado, composto por um anel aromatico (benzeno) ligado a um grupo pentil e a
uma cadeia de cicloexeno parcialmente saturada. Além disso, o CBD possui dois
grupos hidroxila fendlicos, que influenciam sua solubilidade lipofilica e sua

capacidade de interacdo com membranas bioldgicas (Pertwee, 2008).
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CBD
Figura 8- Composicdo quimica do fitocanabinoide CBD (Adaptado de Thomas,

EISohly, 2015).

Nesse contexto, sua via biossintética (Figura 9) inicia-se com a produgao do
acido olivetdlico (OLA), um composto fendlico. O OLA é sintetizado a partir da
condensacgao do pirofosfato de geranila (GPP), um monoterpenoide, com o acido
hexanoico, formando a estrutura central dos fitocanabinoides (Gulck & Mgller, 2020).

Dessa forma, o OLA é entao convertido em acido canabigerdlico (CBGA) pela
acao da enzima olivetolato geranyltransferase ou olivetol sintase (OLS). O CBGA é
considerado o "canabinoide m&e", pois serve como precursor comum para oS
principais fitocanabinoides, incluindo THCA, CBDA e CBCA (Luo, Reiter, d’Espaux
et al., 2019).

Em seguida, a enzima especifica CBDA sintase (CBDAS) catalisa a ciclizagao
oxidativa do CBGA, transformando-o em acido canabidiolico (CBDA). Essa reagao é
determinante para a produgdo de CBD em quimiovares ricos nesse fitocanabinoide
(Taura, Sirikantaramas, Shoyama et al., 2007).

Por fim, o CBDA, um composto carboxilico, sofre descarboxilagdo por meio
de um processo ndo enzimatico, geralmente induzido por calor (ex.: secagem,
aquecimento) ou exposi¢ao a luz. Essa reagao remove um grupo carboxila (-COOH),
convertendo o CBDA em CBD bioativo. Esse mecanismo explica por que o
aquecimento da Cannabis (como no processo de vaporizagdo) aumenta a
biodisponibilidade do CBD (Citti, Linciano, Russo et al., 2019).
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Figura 9- Biossintese do canabidiol (CBD) (Adapatado de Bloemendal, Van Hest,
Rutjes, 2020).

Ao contrario do As-THC, o CBD néo se liga diretamente ao sitio ortostérico
dos receptores CB1 e CB2, mas exerce um efeito modulador indireto sobre o SEC.
Estudos demonstram que o CBD antagoniza os efeitos de agonistas canabinoides
sintéticos, como o CP-55,940 e o WIN55,212-2, sugerindo um mecanismo alostérico
(Pertwee, 2008). Essa modulagao ocorre porque o CBD atua como um modulador
alostérico negativo (NAM), reduzindo a poténcia de ligagao tanto do As-THC quanto
do 2-AG, sem bloquear completamente a ativagdo dos receptores (Laprairie, Bagher,
Kelly et al., 2015).

Em adicdo, o CBD inibe a recaptacdo de AEA, aumentando sua
disponibilidade sinaptica e prolongando sua acéo (Bisogno, Hanu$§, De Petrocellis et
al., 2001).

Além disso, o CBD pode atuar como antagonista ou agonista inverso,
dependendo da concentragdo, e funciona como um agonista parcial do CB2,
podendo explicar seus efeitos anti-inflamatérios e de modulagao imunoldgica (An,
Peigneur, Hendrickx et al., 2020).

Assim, & possivel perceber que o CBD ndo exerce seus efeitos somente

através dos receptores canabinoides classicos CB1 e CB2, mas sim por meio de
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uma complexa rede de interagdes com multiplos sistemas de sinalizagédo celular
(Pertwee, 2008).

Como é o caso dos canais TRPV1-4 (receptor potencial transitério vaniloide),
onde o CBD atua. Esta ativagdo do TRPV1 esta associada aos efeitos analgésicos
e anti-inflamatérios do CBD (lannotti et al., 2014). Nesse sentido, pesquisas
destacam ainda sua agao preferencial no TRPV2, sugerindo um papel distinto na
modulagao da dor neuropatica (De Petrocellis, Ligresti, Moriello et al., 2011).

Adicionalmente, nos receptores acoplados a proteina G (GPCR), o CBD atua
como antagonista do GPR55, podendo modular processos inflamatérios e a presséo
intraocular (Ryberg, Larsson, Sjogren et al., 2007). Em acréscimo, pesquisas
recentes demonstram sua ag¢ao nos receptores GPR3, GPR6 e GPR12, sugerindo
influéncia na neuroplasticidade e em processos cognitivos (Swenson, 2025).

Além disso, nos receptores de serotonina (5-HT1A), media efeitos ansioliticos
e neuroprotetores (Peng, Fan, Na et al., 2022). E também apresenta interagdo com
receptores adrenérgicos a1 e opioides /0, além da afinidade por D2 dopaminérgico,
sugerindo papel na modulagcéo da dor e em processos aditivos (De Almeida, Devi,
2020).

Em conclusdo, o mecanismo como agonista do receptor PPARy esta
associado a efeitos anti-inflamatorios, melhora no metabolismo de lipidios e glicose,
além de apresentar potencial aplicagdo em sindromes metabdlicas (De Almeida,
Devi, 2020).

Cabe acrescentar que em relagao a sua biodisponibilidade e absorgao, a via
inalatéria (fumada ou vaporizada) apresenta biodisponibilidade média de 31%,
resultado da absorcdo pulmonar direta na circulacdo sistémica. Em contraste, a
administragao oral mostra absorgéo variavel (4-20%) devido ao extenso metabolismo
de primeira passagem hepatico e baixa solubilidade aquosa (Ujvary & Hanus, 2016).
Em formulagdes lipidicas podem aumentar esta biodisponibilidade para até 35% em
preparagdes especificas (Millar, Stone, Yates et al., 2018).

Por um lado, na via inalatéria, o CBD atinge o pico de forma extremamente
rapida, geralmente entre 3 a 10 minutos apds a administragcdo. Em contraste, a
administracao oral apresenta um perfil de absor¢gdo mais lento, com o pico sendo
alcangado tipicamente entre 1 a 4 horas apés a ingestado, variando conforme a

formulac&o (Millar, Stone, Yates et al., 2018).
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Por outro lado, a via oromucosal, particularmente na forma de spray,
apresenta um perfil intermediario, com tempo para atingir a concentracdo maxima
variando de 1,5 a 4 horas. Esse tempo reflete tanto na absorgao através da mucosa
oral quanto na por¢cdo que é eventualmente deglutida e absorvida pelo trato
gastrointestinal (Huestis, 2007).

Entdo, depois de absorvido, o CBD sofre metabolizacdo que ocorre
principalmente no figado, por enzimas do citocromo P450, principalmente pela
CYP2C19 e CYP3A4 mas também pelas CYP1A1, CYP1A2, CYP2C9 e CYP2D6
(Martinez Naya, Kelly, Corna et al., 2024).

Posteriormente, o CBD é convertido primariamente no metabdlito ativo 7-
hidroxi-CBD (7-OH-CBD). Esse, por sua vez, sofre oxidacao adicional, catalisada por
enzimas hepaticas, originando o acido 7-carboxi-CBD (7-COOH-CBD), que
representa o metabdlito mais abundante no plasma humano, atingindo
concentragdes aproximadamente cinquenta vezes superiores as do CBD inalterado
e correspondendo a mais de 90% da soma total de CBD e seus metabdlitos
circulantes (Millar, Stone, Yates et al., 2018).

Sendo assim, na fase Il do metabolismo, tanto o 7-OH-CBD quanto o 7-
COOH-CBD sao predominantemente submetidos a glucuronidacao, catalisada por
enzimas da familia UDP-glucuronosiltransferase (UGT), aumentando a solubilidade
dos compostos e facilitando a excre¢do. Embora a glucuronidagdo seja a via
principal, reacbdes de sulfatacdo também podem ocorrer, porém menos
caracterizadas no caso do CBD (Ujvary & Hanus§, 2016).

Em desfecho, a excrecdo dos metabdlitos ocorre por vias urinaria e fecal.
Estudos clinicos indicam que, em individuos sob uso terapéutico de CBD, o CBD
inalterado representa cerca de 12,1% do total de compostos detectados na urina,
enquanto seu conjugado O-glucuronideo corresponde a aproximadamente 13,3%
(Jiang, Yamaori, Takeda et al., 2011). Adionalmente, no que diz respeito a excrecgao,
estudos clinicos revelam que aproximadamente 33% da dose de CBD ¢ eliminada
intacta pelas fezes (Yeung, Beers, Jackson et al., 2023).

Em conclusao, esses dados reforcam a importancia da consideracéo das vias
de excregao no planejamento de regimes posoldgicos e na interpretacdo de testes
toxicoldgicos, especialmente em contextos terapéuticos (Jiang et al., 2011; Yeung et
al., 2023).
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2.3.5 Outros metabodlitos, Quimiotaxonomia e Efeito Comitiva

A Cannabis contém uma diversidade de fitoquimicos, que além dos
fitocanabinoides incluem alcaloides, terpenos e flavonoides. Os alcaloides, sao
compostos nitrogenados que, embora presentes em menores concentragoes,
demonstram potencial farmacologico relevante. Pesquisas recentes indicam que
esses metabdlitos podem contribuir para a modulagdo do SNC e apresentar
propriedades antimicrobianas (Yadav, Kafle, Ghimire et al., 2023).

Em acréscimo, os terpenos, representados por compostos volateis, sao
responsaveis pelas fragrancias marcantes da Cannabis e de outras plantas
aromaticas (Booth & Bohlmann, 2019), uma classe diversificada de compostos
organicos, com um numero total estimado em aproximadamente 120. Esses
compostos sao classificados em subcategorias com base no numero de atomos de
carbono em sua estrutura molecular, sendo os principais grupos os monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C;5s) e triterpenos (C3,) (Radwan, Chandra, Gul et al., 2021).

Assim, os monoterpenos, formados por duas unidades de isopreno
(totalizando 10 carbonos), destacam-se por sua volatilidade e aromas
caracteristicos, onde além de suas propriedades sensoriais, apresentam atividades
farmacoldgicas relevantes, incluindo efeitos ansioliticos e anti-inflamatérios (Russo,
2011). O mirceno, terpeno mais abundante na Cannabis, confere um odor herbal e
terroso e pode potencializar os efeitos sedativos do Ae-THC (Sommano, Chittasupho,
Ruksiriwanich et al., 2020).

Ja os sesquiterpenos, compostos por trés unidades de isopreno (15
carbonos), sdo menos volateis que os monoterpenos e geralmente apresentam
aromas mais encorpados (Paduch, Kandefer-Szerszen, Trytek et al., 2007). Além de
suas funcbes ecologicas na defesa vegetal, muitos exibem atividades
farmacoldgicas promissoras. Como o B-cariofileno por exemplo, que demonstra
atividade anti-inflamatdéria através da modulagéao do receptor CB2 (Gertsch, Leonti,
Raduner et al., 2008). Adicionalmente, estudos indicam que o humuleno pode inibir
a liberacdo de histamina, sugerindo potencial aplicagdo em condi¢cdes alérgicas
(Rogerio, Andrade, Leite et al., 2009).

Por fim, os triterpenos representam a classe estruturalmente mais complexa,
com seis unidades de isopreno (30 carbonos). Esses metabdlitos secundarios

desempenham importantes fungdes na protecao estrutural das plantas (Thimmappa,
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Geisler, Louveau et al., 2014). Em acréscimo, pesquisas recentes destacam suas
diversas atividades farmacolégicas, como a capacidade do lupeol de modular vias
inflamatdrias através da inibicdo da NF-kB (Saleem, 2009).

No que concerne aos flavonoides, aproximadamente 20 diferentes estruturas
ja foram identificadas, incluindo as canflavinas A, B e C. Sua distribuigdo em plantas
tem a funcao de pigmentagao e protecao contra estresses abibticos e bidticos (Chen,
Wang, Cheng et al., 2023).

Sob esse prisma, essas substancias tém despertado particular interesse
cientifico devido as suas marcantes propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes.
Pesquisas recentes demonstram que as cannflavinas podem inibir a produgao de
prostaglandinas e outros mediadores inflamatérios, sugerindo seu potencial
terapéutico no manejo de processos inflamatérios crénicos (Rea, Casaretto, Al-
Abdul-Wahid et al., 2021).

Ja a canflanona, um flavonoide com acéao seletiva contra virus que afetam
humanos, como o coronavirus OC43 (HCov-OC43), associado a COVID-19 e a
alguns tipos de cancer, destaca-se como uma das moléculas ndo canabinoides mais
relevantes atualmente em fase de testes clinicos (Lowe, Steele, Bryant et al., 2021).

Nessa perspectiva, em relagao a rota de sintese desses compostos (Figura
10), a dos flavonoides inicia-se com a conversdo do aminoacido fenilalanina
proveniente da via do shikimato. A enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) catalisa
sua desaminacao, formando acido cindmico, um precursor fundamental da via
fenilpropanoide (Tariq, Asif, Andleeb et al., 2023).

Em seguida, o acido cinamico € hidroxilado pela cinnamato-4-hidroxilase
(C4H), gerando p-cumarato, que é ativado pela 4-cumarato-CoA ligase (4CL) para
formar p-cumaril-CoA. Essa molécula serve como grupo “anel B” da estrutura
flavonoide (Yu, Song, Lin et al., 2023).

Adicionalmente, através da via do acetato, o acetil-CoA é convertido em
malonil-CoA, provendo os blocos de dois carbonos que constituem o “anel A” dos
flavonoides (Tariq, Asif, Andleeb et al., 2023). Esses dois fragmentos, p-cumaril-CoA
e trés unidades de malonil-CoA, sao condensados pela enzima chalcona sintase
(CHS), membro da superfamilia PKS tipo Ill, formando naringenina chalcona
(esqueleto Cs—C3—C¢) (Yu, Song, Lin et al., 2023).

Assim, a chalcona isomerase (CHI) catalisa a conversao dessa chalcona para

naringenina, onde o precursor da naringenina € convertido em apigenina pela enzima
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flavona sintase (FNS). Esse passo representa a transicdo de uma flavanona
(naringenina) para uma flavona (apigenina), e é essencial para a formagao dessa
classe especifica de flavonoides com ampla ocorréncia vegetal e variadas fungdes
biologicas (Petrussa, Braidot, Zancani et al., 2013).

Na mesma diregéo, a biossintese dos terpenos (Figura 10) inicia-se com a
formagado dos precursores isoprenodides: isopentenil difosfato (IPP) e seu isbmero
dimetilalil difosfato (DMAPP). Esses compostos sdo gerados por duas rotas
metabdlicas: Via MVA (mevalonato), no citossol, a partir da condensacao de acetil-
CoA e Via MEP (metil-erythritol fosfato), nos plastidios, originada a partir de
gliceraldeido-3-fosfato e piruvato (Camara, Perestrelo, Ferreira et al., 2024).

Sendo assim, a partir da formagao desses precursores, ocorrem reagoes de
condensagao "cabecga-cauda", formando intermediarios como: geranil difosfato
(GPP, Cyy), precursor dos monoterpenos; farnesil difosfato (FPP, C;;5), que forma os
sesquiterpenos; e geranil-geranil difosfato (GGPP, C,,), responsavel pela sintese de
diterpenos. Adiante, os triterpenos (C3,) derivam de uma condensagao "cauda-
cauda" de dois FPP, formando esqualeno por acdo da esqualeno sintase (SQS)
(Wei, Yang, Peng et al., 2023).

Posteriormente, esses intermediarios sdo entido convertidos na vasta
diversidade de terpenos através da acado de enzimas especificas chamadas terpeno
sintase (TPS). O GPP é ciclizado ou rearranjado (via carbocation estavel) por
monoterpeno sintase, frequentemente dependentes de Mg?* ou Mn?#*, originando os
monoterpenos compostos como limoneno, linalol, pineno e B-mirceno. Além desses,
nos sesquiterpenos, o FPP é transformado por sesquiterpeno sintase (sesquiTPS)
em estruturas ciclicas ou aciclicas complexas, como humuleno ou germacreno, e
também o B-cariofileno (Camara, Perestrelo, Ferreira et al., 2024.

Por outro lado, a partir de squaleno (C;,), no caso dos triterpenos, a
oxidosqualeno ciclase (ex.: lanosterol sintase) catalisa rea¢gdes complexas de
ciclizagao que envolvem rearranjos de hidreto e migracao de grupos metila, gerando
estruturas como esterdis, saponinas e outros triterpendides (Thimmappa, Geisler,
Louveau et al., 2014).
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Figura 10- Vias de biossintese de fitocanabinoides, terpenos, esterdis e flavonoides
(Adapatado de Jin et al., 2020).

Tal como evidenciado, além de uma infinidade de compostos, a planta ainda
apresenta algumas variedades comumente classificadas em quimiotipos distintos,
baseados na concentragdo relativa de seus principais fitocanabinoides: Ao-
tetraidrocanabinol, canabidiol e canabigerol (Pavlovic, Nenna, Calviet et al., 2018).

Sendo assim, o tipo 1, caracterizado por altos niveis de As-THC (>0,5%) e
baixas concentragbes de CBD (<0,3%), representa a forma psicoativa mais
comumente associada ao uso adulto (Russo, 2019). No contexto medicinal, este
quimiotipo tem sido utilizado no manejo de dor crénica, nauseas associadas a
quimioterapia e espasticidade em esclerose multipla, embora seus efeitos
psicoativos possam limitar sua aplicagdo em alguns pacientes (MacCallum & Russo,
2018).

Ja o tipo 2, com proporg¢des equilibradas de Ao-THC e CBD, oferece um perfil
farmacoldégico distinto, onde o CBD parece modular os efeitos psicoativos do Ao-
THC. Essa combinacdo tem demonstrado particular eficacia no tratamento de

epilepsias refratarias, disturbios de ansiedade e dor neuropatica, com menor
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incidéncia de efeitos adversos comparado as variedades ricas em Ag-THC
(Pamplona, Da Silva, Coan, 2018).

Em acréscimo, variedades do tipo 3, com predominancia de CBD (>0,5%) e
niveis minimos de Ao-THC (<0,3%), tém ganhado destaque no tratamento de
condigdes que requerem efeitos terapéuticos sem psicoatividade. Estudos clinicos
destacam seu potencial como agente ansiolitico, antipsicético e anti-inflamatario,
sendo particularmente relevante para pacientes pediatricos com sindromes
epilépticas (Devinsky, Patel, Cross et al., 2018).

Por fim, o tipo 4 é caracterizado por altos niveis de CBG, embora menos
comum, tem despertado interesse cientifico consideravel. Como precursor
biossintético tanto do Ae-THC quanto do CBD, o CBG apresenta propriedades
farmacoldgicas distintas, incluindo atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e
potencial neuroprotetor (Nachnani, Raup-Konsavage, Vrana, 2021).

Em sintese, esta classificagdo quimiotipica € fundamental para a selegao de
cultivares adequados a aplicagcbes especificas, permitindo otimizar os beneficios
terapéuticos enquanto se minimizam efeitos adversos. A padronizagdo desses
quimiotipos também é crucial para garantir reprodutibilidade em pesquisas clinicas e
no desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas baseadas em fitocanabinoides
(Lewis, Russo, Smith, 2018).

Sendo assim, a complexidade quimica da Cannabis sativa, decorrente da
combinagao desses diversos grupos de metabdlitos secundarios, confere a planta
um perfil farmacolégico singular. Essa diversidade molecular possibilita interagdes
sinérgicas entre os diferentes componentes, ampliando o espectro de possiveis
aplicagdes terapéuticas, evidénciando o efeito comitiva ou entourage effect (Russo,
2019).

Nessa perspectiva, Shimon Ben-Shabat, Raphael Mechoulam e
colaboradores (1998), foram os pioneiros ao sinalizarem pela primeira vez que as
diversas agdes farmacologicas da Cannabis tinham relagdo com a sinergia de seus
compostos. Ficou claro que os fitocanabinoides, juntamente com alcaloides,
terpenos, flavonoides, entre outros, podiam aumentar o indice terapéutico da planta,
fazendo com que as interacdes produzissem sinergia com relagcao ao tratamento da
dor, inflamacao, depressao, ansiedade, dependéncia, cancer e até mesmo infecgdes

fungicas e bacterianas.
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Cumpre acresentar que inicialmente, quatro mecanismos basicos do efeito
comitiva foram propostos, (i) efeitos multialvo; (ii) efeitos farmacocinéticos, tais como
melhor solubilidade ou capacidade de biodisponibilidade; (iii) interacbes de agentes
que afetam a resisténcia bacteriana; e (iv) modulacdo de eventos adversos (\Wagner,
Ulrich-Merzenich, 2009).

Primeiramente, se define “efeitos multialvo” como aqueles em que multiplos
constituintes de um extrato atuam de forma cooperativa em varios alvos. A exemplo,
o extrato rico em Ao-THC evidencia efeito antiespastico superior ao Ag-THC isolado
e 0 canabidiol com outros constituintes contribuem para o aumento do transporte de
anandamida através da membrana cerebral (Wagner, Ulrich-Merzenich, 2009).

Um segundo mecanismo demonstra que a administragdo concomitante com
polifendis do extrato melhora significativamente a solubilidade, taxa de absorgéo e
biodisponibilidade de principios ativos pouco biodisponiveis, mantendo sua acéo
farmacoldgica primaria enquanto potencializa sua exposi¢ao. O terceiro mecanismo
descrito, ocorre quando antibidticos sdao combinados a agentes vegetais que
antagonizam mecanismos de resisténcia, permitindo sinergia terapéutica
antibacteriana. E no quarto mecanismo, os autores afirmam que constituintes do
extrato podem eliminar ou neutralizar efeitos adversos de outros componentes
(Wagner, Ulrich-Merzenich, 2009).

Em momento subsequente, Russo (2011) compilou evidéncias pré-
clinicas/observacionais e propos que terpenos poderiam modular THC/CBD
(analgesia, anti-inflamatério, ansiolitico) por vias nao-canabinoides (serotonina,
adenosina, TRP, GABA).

Com o passar dos anos, estudos clinicos e nao clinicos foram sendo feitos
demonstrando que na dor oncoldgica, a propor¢ado THC:CBD (nabiximols) superou
placebo, enquanto As-THC isolado néao foi superior (Yanes, McKinnell, Reid et al.,
2019). Ja na dor neuropatica cinco terpenos aliviaram a dor pela adenosina A2A
espinal (in vivolin vitrolin silico) (Schwarz, Keresztes, Bui et al., 2023).

Em contrapartida, revisdes sistematicas em dor crébnica mostraram beneficios
modestos e aumento de tontura/sedacao, sem separar bem “full-spectrum” versus
isolados, nao evidenciando sinergia em humanos (McDonagh, Morasco, Wagner et
al., 2022).

Decorre dai que existem sinergias/quase-sinergias especificas, dependentes

de alvos (CB1, A2A, TRP, 5-HT), tecido/tipo celular, doses e proporgdes
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(terpeno:THC) (LaVigne, Hecksel, Kereszte et al., 2021); (Raz, Eyal, Zeitoun et al.,
2023), fazendo com que ensaios in vitrolin vivo sustentem o efeito sinérgico mas
pouco testado diretamente em humanos (Christensen, Rose, Cornett et al., 2023).

Ademais, o efeito comitiva pode agir por diferentes mecanismos, além de
prevenir a degradacao do metabdlito ativo, ou afetar sua ligagdo a um receptor
(Anand, Pacchetti, Anand et al., 2021).

Em contrapartida, a modulacéo de eventos adversos, como a capacidade do
CBD atenuar os efeitos psicomiméticos do As-THC em alguns cenarios, observa-se
inconsisténcia nas evidéncias de ensaios clinicos modernos, reforcando a
necessidade de estudos dedicados sobre desfechos de seguranga (McDonagh et al.,
2022).

Diante dessa lacuna cientifica, a seguranca farmacolégica é fundamental, e
0s ensaios toxicoldgicos representam a base para a identificagdo de potenciais riscos
estabelecendo parametros seguros para a utilizacdo desses compostos (De Aquino,
Diniz, 2025).

2.3.6 Ensaios Toxicologicos e Legislagao

Apesar do reconhecimento do potencial terapéutico da Cannabis, ela
permanece classificada, em outros contextos socioculturais, como substancia de
risco quando consumida em doses elevadas. Existe a necessidade de estudar a sua
toxicologia, permitindo mensurar sua segurancga e eficacia (Lindblom, 2019).

Embora os estudos toxicologicos sobre Cannabis estejam em acensao, a
maioria concentra-se na via inalatoria. Pesquisas pioneiras avaliaram a inalagao de
Ao-THC isolado (Thompson et al., 1973), enquanto trabalhos recentes investigaram
os efeitos da fumaca inalada na fungéao pulmonar (Haidar, Traboulsi, Eidelman, 2023)
e na sua modulacao imunoldégica (Preteroti, Wilson, Eidelman et al., 2023).

Por outro lado, os estudos envolvendo administracdo oral frequentemente
utilizam compostos sintéticos, que podem apresentar perfis farmacologicos distintos
dos naturais, com maior potencial de interagcdes medicamentosas e efeitos toxicos
(Gingrich et al., 2023).

Evidencia-se entdo, uma lacuna significativa na literatura toxicoldgica sobre

Cannabis, particularmente no que diz respeito aos estudos agudos e crbnicos, por
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via oral e com extratos vegetais integrais padronizados. Os primeiros estudos
fundamentais, como o realizado por Phillips, Turk e Forney em 1971 em ratos,
estabeleceram o0s parametros toxicolégicos agudos do Ae-THC isolado,
demonstrando uma DL50 de 28,6 mg/kg por via intravenosa, 372 mg/kg por via
intraperitoneal e 661 mg/kg por via oral. No entanto, estas investigagdes pioneiras
limitaram-se ao A¢-THC purificado, ndo refletindo o perfil de seguranca de
preparagdes naturais.

Assim, com o passar dos anos, pesquisas vém demonstrando o elevado perfil
de seguranga dos derivados canabinoides. O estudo de Filipiuc e colaboradores
(2023), utilizando um extrato certificado rico em Ae-THC em, estabeleceu parametros
importantes de seguranga, revelando uma DL50 oral superior a 5000 mg/kg em
modelos roedores, o que corresponde a aproximadamente 806 mg/kg em humanos.
Esta investigagéo, ndo identificou quaisquer manifestagdes clinicas relevantes de
toxicidade ou alteragdes histopatoldgicas significativas, mesmo nas doses mais
elevadas.

Complementando essas descobertas, estudos conduziram uma analise
comparativa utilizando trés diferentes métodos de extragcado (maceragao, decocgao e
sonicagao) em camundongos. Utilizando a OECD 423, os pesquisadores
observaram completa auséncia de mortalidade e de alteragdes morfolégicas nos
orgaos vitais, particularmente figado e rins, em ambos os sexos. Estes resultados
solidificam a compreensao sobre a ampla margem de seguranga dos extratos
canabinoides (Balafrej, Skalli, Benaich et al., 2023).

Aprofundando a investigacao, El-Mernissi e colaboradores (2024) focaram em
Oleos essenciais obtidos por hidrodestilacido, compostos principalmente por volateis
e terpenos aromaticos. Seus achados demonstraram auséncia completa de
toxicidade aguda mesmo na dose maxima testada de 2000 mg/kg, sem qualquer
anomalia detectavel nos 6rgaos internos.

Sendo assim, o estudo mais abrangente até o momento, inovou ao avaliar
tanto efeitos agudos quanto crénicos (6 meses em roedores e 9 meses em coelhos)
de um extrato integral de Cannabis sativa. Os resultados foram favoraveis, sem
registrar alteracbes comportamentais, fisiolégicas ou histopatoldgicas, seja por
administragao oral ou intraperitoneal (Costa, Gasparotto, Garcia et al., 2025).

Em sintese, esses achados obtidos a partir de estudos de toxicidade

conduzidos nos ultimos anos, indicam que a Cannabis sativa, sob determinadas
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condigdes de uso e padronizagdo, apresentam um perfil de seguranga consistente,
com valores de DL50 elevados e auséncia de alteragbes significativas nos
parametros avaliados. Contudo, esses achados ressaltam a caréncia de estudos
adicionais, especialmente com diferentes vias de administracéo e diferentes tipos de
extratos, fundamentais para embasar processos regulatorios mais robustos e
seguros (De Souza, Henriques, Limberger, 2022).

No cenario regulatério brasileiro, a Resolugdo RDC n° 327/2019 da Anvisa
representa um marco regulatério no Brasil para produtos de Cannabis sativa
destinados a fins medicinais. Esta resolugcéo define os requisitos para registro de
produtos contendo canabinoides, estabelece critérios para prescricdo meédica,
regulamenta o cultivo para fins medicinais e cientificos, determina padrdes de
qualidade e controle para produgao, além de criar categorias especificas para esses
produtos, exigindo rigoroso controle sanitario, comprovacdo de qualidade,
seguranca, eficacia e boas praticas de fabricagcédo (Anvisa, 2019).

No que se refere a prescricdo médica, profissionais habilitados, mediante
receituario especifico, podem prescrever produtos com Ag-THC superior a 0,2%
restrita a pacientes em estado terminal ou sem alternativas terapéuticas viaveis. Com
as atualizacgdes trazidas pela RDC n°® 660/2022, ampliou-se a variedade de formas
farmacéuticas e formulagdes permitidas, incluindo produtos de origem natural, ndo
se restringindo apenas a compostos sintéticos ou purificados (Anvisa, 2022).

Quanto ao cultivo para fins medicinais e cientificos, essa RDC n&o autorizava
cultivo comercial no pais, restringindo-o a instituicbes de pesquisa e producgao de
medicamentos mediante autorizagdo prévia da Anvisa, com controle rigoroso sobre
origem, rastreabilidade e destinagdo da matéria-prima. Entretanto, as diretrizes mais
recentes, incorporadas por meio da RDC n°® 660/2022, abriram a possibilidade de
cultivo comercial, desde que em conformidade com normas especificas de
licenciamento, seguranca e rastreabilidade, ainda em processo de consolidagao
regulatoria (Anvisa 2019, 2022).

Em relagédo aos padrdes de qualidade e controle de produgao, a norma exige
o cumprimento de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), incluindo métodos validados
de analise de concentracdo de fitocanabinoides, controle de impurezas e
contaminantes, além da realizagdo de estudos de estabilidade que garantam a
manutengao das caracteristicas quimicas e farmacolégicas do produto durante todo

o prazo de validade. As atualizagdes normativas reforcaram esses requisitos,
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determinando justificativa técnico-cientifica detalhada para os teores de CBD e As-
THC, bem como a apresentacédo de dados robustos de seguranga, mesmo quando
a comprovacgao de eficacia seja baseada majoritariamente em literatura cientifica e
nao em estudos clinicos proprios no Brasil (Anvisa, 2022).

Por fim, a RDC cria categorias especificas para esses produtos,
diferenciando-os de medicamentos convencionais. Nessa classificagao, a exigéncia
de comprovacao de eficacia clinica é flexibilizada, permitindo que a seguranga e uso
terapéutico sejam respaldados por dados da literatura cientifica e experiéncia de uso
documentada. A RDC n° 335/2020 complementou essas disposi¢des ao permitir a
importagdo, por pessoa fisica, de produtos derivados de Cannabis mediante
prescricdo meédica e cadastro prévio na Anvisa, ampliando o acesso dos pacientes
as terapias a base de Cannabis (Anvisa, 2019, 2020, 2022).

Sendo assim, 0s avangos na pesquisa toxicolégica, que estabelecem a
seguranga e eficacia do produto, demonstram ser fundamentais para embasar
decisdes regulatorias, estabelecer doses seguras, definir parametros de qualidade,
orientar protocolos clinicos e garantir a seguranga dos pacientes.

Embora os estudos recentes demonstrem um perfil de segurancga favoravel
para os derivados canabinoides, a continua expansao da pesquisa toxicoldgica
permanece crucial. A regulamentagdo baseada em evidéncias, como exemplificado
pela RDC 327, deve evoluir em paralelo com os avangos cientificos, garantindo
assim o0 acesso seguro e eficaz a esses produtos terapéuticos promissores (Filipiuc
et al., 2023, Costa et al., 2025), promovendo inovagao terapéutica, sem deixar de

proteger a saude publica e fomentar pesquisas adicionais.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliacao do perfil toxicolégico in silico e in vivo sob a investigagado
toxicolégica nao-clinica aguda e do grau de seguranca e eficacia de extratos da
planta Cannabis sativa L. contendo os fitocanabinoides Ao-Tetraidrocanabinol e
Canabidiol.
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3.2 Objetivos Especicos

. Caracterizar o perfil de fitocanabinoides presente no extrato integral de
Cannabis sativa L. rico em Ae-tetraidrocanabinol e do extrato integral de C.
Sativa rico em canabidiol;

. Avaliar as caracteristicas farmacologicas e toxicologicas — ADMET,
PROTOX e Pass online, a partir do smile string do Ae-tetraidrocanabinol e
do canabidiol por meio de ensaios in silico;

. Avaliar a atividade comportamental e motora através da triagem
farmacoldgica de camundongos Swiss que receberam o extrato de
Cannabis sativa L. rico em fitocanabinoides As-tetraidrocanabinol e de
camundongos Swiss que receberam extrato de C. sativa L. rico em
fitocanabinoides canabidiol;

. Realizar o ensaio toxicoldgico ndo-clinico agudo (dose unica) do extrato
de Cannabis sativa L. rico em fitocanabinoides Ao-tetraidrocanabinol e do
o extrato de C. sativa L. rico em fitocanabinoides canabidiol em
camundongos Swiss, com base na OECD 423, seguido das analises

bioquimica, hematolégica e histopatolégica.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Substancia Teste

O primeiro ingrediente farmacéutico ativo (IFA) de origem vegetal € um extrato
de Cannabis sativa rico em rico em Ag-THC de espectro completo (THC 61,4%, CBD
3,7%, totalizando uma propor¢ao de 16,8:1 THC:CBD)

O segundo ingrediente farmacéutico ativo (IFA) é um extrato de Cannabis
sativa rico em CBD de espectro completo (CBD 57,4%, THC 6,5%, totalizando uma
propor¢ao de 8,9:1 CBD:THC) e o veiculo (6leo de milho) foram fornecidos pela
Associacao Brasileira de Apoio a Cannabis Esperanca (ABRACE), obtidos a partir

de uma extracao hidroalcodlica com alcool de cereais em sistema Soxhlet.
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4.2 Anadlise Quimica do Extrato Integral de Cannabis sativa rico em
fitocanabinoides CBD e As-THC por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia —
HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é amplamente empregada
para a separagao, identificacdo e quantificacdo de compostos presentes em uma
mistura complexa, utilizada para fornecer resultados quantitativos dos compostos
presentes na amostra (Brighenti, Pellati, Steinbac et al., 2017).

Nesse estudo, essa técnica analitica foi realizada pela ABRACE, associagao
de cultivo que cedeu os extratos de acordo com termo de colaboracgao.

Seu principio baseia-se na passagem de uma fase movel liquida sob alta
pressdo através de uma coluna contendo fase estacionaria, onde os analitos
interagem de forma diferenciada conforme suas propriedades fisico-quimicas,
resultando em distintos tempos de retencdo. O eluato é detectado por sistemas
especificos, como UV-visivel ou espectrometria de massas, produzindo um
cromatograma representativo da composigdo da amostra. Devido a sua alta
sensibilidade e precisdo, a HPLC é amplamente aplicada em analises farmacéuticas,
bioldgicas e ambientais (Hussein, 2025).

Sendo assim, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), confirma a
majoritariedade do fitocanabinoide CBD e As-THC, em sua concentragao (mg/g),
além de mostrar a presenca de outros fitocanabinoides bem como algumas formas
acidas. Desse modo, utilizar outro método como cromatografia gasosa (cg) ndo seria
possivel devido a alta temperatura atingida no processo. Como dito anteriormente,
as formas acidas dos fitocanabinoides sdao mais comumente descarboxiladas por
meio do calor para produzir os fitocanabinoides neutros. Portanto, obter um perfil de
metabdlitos confidveis no material vegetal por cromatografia gasosa ndo seria
possivel (Thomas, Elsohly, 2016).

Dada a composi¢gao complexa dos compostos naturais presentes na amostra,
um aspecto primordial para a identificacdo precisa e quantificagcdo confiavel dos
analitos é a otimizacado das condicdes de separacdo. Nesse contexto, os métodos

de HPLC oferecem uma boa alternativa (Brighenti et al., 2017).
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4.3 Analises Computacionais In Silico

A predicao in silico baseia-se no uso de ferramentas computacionais para
inferir caracteristicas bioldgicas, farmacologicas e toxicolégicas de compostos
quimicos, dispensando, em um primeiro momento, a necessidade de ensaios
laboratoriais. Essa metodologia emprega modelos matematicos e técnicas de
simulagao, como docking molecular, dindmica molecular e andlises QSAR,
possibilitando a antecipagao das interagdes entre moléculas e seus alvos biologicos,
contribuindo para a triagem e o aperfeigopamento de potenciais candidatos a
farmacos de maneira mais agil, econdmica e eticamente sustentavel (Gupta, Pal,
Kumar et al., 2024).

Todas as analises in silico foram feitas em colaboracdo com a professora
Doutora Micheline Freire Donato e o professor Doutor Abrahdo Alves de Oliveira
Filho.

4.3.1 Predicao ADMET utilizando AdmetSAR

Os parametros farmacocinéticos e toxicolégicos possiveis (ADMET -
Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo, Excregao e Toxicidade) foram calculados com
o objetivo de analisar se a substancia possui toxicicidade significativa ou nao, a partir
do SMILE do fitocanabinoide majoritario da substancia, o Ae-THC (SMILES STRING
CCCCCc3cc(0)c2C1C=C(C)CCC1C(C)(C)Oc2c3) e o CBD (SMILE STRING
CCCCCCCC(C)c3cc(OC(=0)CCCLN(CC)CC)c2C1=C(CCCC1)C(C)(C)Oc2c3)

Assim, os parametros analisados pela ferramenta admetSAR foram:
absorcao, distribuicdo, metabolismo, eliminagcao e toxicidade. Esses parametros
identificam, permeabilidade na barreira hematoencefalica, permeabilidade a Caco-2,
absorgao no intestino, substratos e inibidores das enzimas do complexo citocromo
P450 (CYP) e inibidores de transporte renal de cations (Yang, Lou, Sun et al., 2019).

4.3.2 Predicao da toxicidade quimica utilizando a ferramenta ProTox Il

A plataforma ProTox-Il  (https://tox-new.charite.de/protox_II/)  utiliza

abordagens baseadas em similaridade molecular e algoritmos de aprendizado de
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maquina para estimar diferentes parametros de toxicidade. Entre eles, destacam-se
a toxicidade aguda, a toxicidade em érgaos-alvo, efeitos clinicos adversos, eventos
moleculares iniciadores (MOE), vias de desfechos toxicos (Tox21), além de multiplos
outros indicadores toxicologicos e de toxicidade em alvos secundarios (Banerjee,
Eckert, Schrey et al., 2018).

Essa ferramenta foi utilizada para calcular possiveis resultados de previsao
de toxicidade oral do fitocanabinoide maijoritario da substancia utilizada, através do
nome da molécula disponibilizado no PubChem®. Sendo possivel predizer se o
composto pode causar diferentes tipos de toxicidades, entre elas, hepatotoxicidade,
carcinogenicidade, imunotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade, além de
predizer se a molécula é ativa para alvos em vias de sinalizagdo de receptores

nucleares.

4.3.3 Predicao da atividade farmacolégica e vias moleculares utilizando a
ferramenta Passonline

Ja a ferramenta PASS, Prediction of Activity Spectra for Substances (Previsao
do Espectro de Atividade de Substancias), permite prever possiveis atividades
biolégicas de moléculas como os fitocanabinoides CBD e Ao-THC, a partir de
formatos com SMILES ou MOL. Essa ferramenta prediz uma gama de alvos, como
alvos moleculares, atividades antimicrobianas e anticAncer, moduladores
metabdlicos e do Sistema Nervoso Central (SNC) (Filimonov, Rudik, Dmitriev et al.,
2020).

4.4 Procedimento Experimental In Vivo

4.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), machos e fémeas
pesando de 25-40 g, com 42 a 60 dias de vida, provenientes do Biotério de
Reproducao e Experimentagdo de Animais do Laboratério de Ensaios Toxicoldgicos
(LABETOX), devidamente regulamentado e registrado junto ao IPeFarM, sob a

responsabilidade técnica da médica veterinaria Dra. Roberta Nunes Parentoni,
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CRMV 1281, localizado nas instalagdes do |IPeFarM, na Universidade Federal da
Paraiba. Todos os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos sob
condigdes controladas de temperatura de 27 £ 2° C, ciclo claro-escuro de 12 horas,
vermifugados, tendo livre acesso a ragao (tipo pellets) e agua potavel disponivel em
garrafas graduadas de polietileno, com bicos em ago inox, colocada nas grades

metalicas das gaiolas na sua parte superior.

4.4.2 Ensaio toxicolégico agudo

Os estudos de toxicidade aguda foram baseados nas diretrizes da
Organizagao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD 423) que
preconiza a condugdo de toxicologia nao clinica e estudos de segurancga

farmacoldgica para o desenvolvimento de medicamentos (Figura 11) (OECD 2001).

Figura 11- Algoritmo para procedimento de ensaio de toxicidade aguda com dose
inicial de 2000 mg/Kg (OECD 423, 2001).

Apds a aprovacdo do projeto na Comissdo de Etica no Uso de Animais
(protocolo 6364140223), camundongos Swiss, sendo 3 machos e 3 fémeas por
grupo, receberam a dose de 2000 mg/Kg por via oral (gavagem) do extrato de
Cannabis rico em fitocanabinoides CBD e As-THC, diluido em 2 mL do veiculo (6leo

de milho). Apés a administracdo, foram observados os efeitos gerais apresentados
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pelos animais nos intervalos de 30, 60, 120, 180 e 240 minutos no primeiro dia e uma
vez ao dia, sempre no mesmo horario, nos 13 dias seguintes, com o objetivo de
rastrear possiveis alteracbes comportamentais, sugestivas de atividade sobre o
Sistema Nervoso Central e Sistema Nervoso Autébnomo (SNA), utilizando-se
protocolo experimental, elaborado pelo Laboratério de Psicofarmacologia
(IPeFarM/UFPB) e descrito por Almeida et al. (1999).

Em adigao, um grupo com 6 animais (3 machos e 3 fémeas) recebeu 2 mL do
veiculo de diluicdo (6leo de milho) permanecendo como grupo controle veiculo, além
de mais 3 animais por sexo, que receberam 2 mL de solugao salina, permanecendo
grupo controle. Diariamente, foram observados o consumo de agua, a ingestao de
racao além de evolugao ponderal semanal.

Diante disso, os parametros observados foram: sinais toxicos de carater geral,
efeitos sobre a locomogao e comportamento. Ao fim do periodo de observacao, todos
0s animais sobreviventes foram eutanasiados por inje¢cao de cetamina (300 mg/Kg)
e xilazina (30 mg/Kg), segundo recomendacao do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e em seguida necropsiados. Em adigdo a
diretriz aplicada neste experimento (OECD 423), apds a eutanasia, foram feitas
analises bioquimicas e hematolégicas do sangue e analise morfologica

macroscopica dos érgaos, seguidos de analise histopatoldgica.

4.5 Parametros Avaliados

4.5.1 Avaliagao Comportamental e Motora

Os animais tratados e controles foram avaliados antes da administragcao da
substancia e no dia da finalizagao do experimento. No aparelho de campo aberto,
avaliou-se durante 180 segundos, sua movimentagcdo espontédnea (ambulagao)
registrada pelo numero de cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisdes de
campo; 0 numero de comportamentos de autolimpeza; de levantar-se; e o numero

de bolos fecais como indice de estresse (Carlini et al., 1986).

4.5.2 Triagem Farmacolégica
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A triagem farmacolégica comportamental € um método preliminar para avaliar
os efeitos potenciais da substancia teste no SNC e SNA, observando parametros
comportamentais em animais, permitindo caracterizar suas as agdes centrais
(Almeida et al. 1999). Foi realizada a triagem farmacoldgica ap6s a administragao da
substancia, onde os parametros comportamentais foram observados nos intervalos:
30, 60, 120,180, 240 minutos, 24h pos e 48h pos quando necessario.

Podem ser observados alteragcées estimulantes do SNC como, movimentos
intensos de vibrissas, ambulagdo aumentada, convulsdes, ou depressoras como,

analgesia, catatonia, perda do reflexo auricular e corneal, dentre outros.

4.5.3 Consumo de Agua, Ragdo e Evolugdo Ponderal

A ingestédo de agua e racéo foi monitorada em animais machos e fémeas ao
longo de 14 dias de experimento. O peso dos animais foi registrado em trés
momentos especificos: tempo 0 (TO), correspondente ao inicio do estudo; tempo 1
(T1), no sétimo dia; e tempo 2 (T2), no décimo quarto dia. Com base nesses valores,
foi realizada a avaliagao da evolugao ponderal, calculando-se a variacdo de peso em
termos percentuais em relagdo ao peso inicial (peso basal). O calculo da variagéo
ponderal foi realizado utilizando a seguinte férmula:

e Peso final (T2) — Peso inicial (TO)
Variacao ponderal (%) = Peso nicial (T0) x 100

Os dados obtidos foram, entdo, submetidos a analise estatistica para

identificar alteragdes significativas ao longo do periodo experimental.

4.5.4 Parametros Hematolégicos

O sangue de todos os animais, incluindo grupo tratado, grupo controle veiculo
e grupo controle salina, totalizando 30 animais, foi retirado através de pungéo
braquial e levado a centriguga para separacdo da série vermelha e branca. As
analises hematolégicas foram feitas em todos os animais do experimento,
totalizando do estudo da série vermelha (eritrograma), branca (leucograma) e

contagem de plaquetas. No eritrograma foi realizada a contagem de hemacias,



61

determinacao do hematocrito, da hemoglobina, do volume corpuscular médio (VCM),
da hemoglobina corpuscular média (HCM), além da concentragdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM). No leucograma foi feita a contagem global dos
leucécitos e contagem da diferenciagdo celular. Foi utilizado o Analisador
Hematoldégico Automatico URIT-3000 Vet Plus de uso veterinario da marca MHLab.

Os resultados foram expressos como média * erro padrdao da média.

4.5.5 Parametros Bioquimicos

As analises bioquimicas foram realizadas em amostras de soro. As dosagens de
albumina, glicose, lactato, uréia, colesterol, HDL, LDH, trigliceridios, fosfatase
alcalina e as transaminases: aspartato amino transferase (AST) e alanina amino
transferase (ALT) foram realizadas no analisador bioquimico automatizado

CHEMWELL-T. Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média.

4.5.6 Exame Anatomopatolégico

Todos os animais, incluindo os grupos tratados, grupo que recebeu o veiculo
(6leo de milho) e grupo que recebeu solugao salina, totalizando 30 animais, foram
eutanaziados por injecao de cetamina (300 mg/Kg) e xilazina (30 mg/Kg), segundo
recomendacdo do CONCEA, e em seguida necropsiados, submetidos a exames
macroscopicos. Foi efetuada a consecutiva resseccédo e pesagem do coragao
pulmdes, rins direito e esquerdo, bago, figado, estdmago, intestino e sistema
reprodutor. A medicao da largura e altura foram coletadas do coragao, pulmoes, rins
direito e esquerdo, baco, figado, estdbmago. Apds 48 horas de fixagado, foram obtidas
amostras necessarias para processamento histopatolégico, empregando-se técnica
de inclusdo em parafina e coloragao em hematoxilina-eosina (HE). As imagens foram
capturadas usando Optica especializada com ampliagao de 10x, acoplada a uma

camera Nikon.

4.5.7 Planejamento de Medidas para Diminuir Dor, Estresse ou Outro

Sofrimento
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Para diminuir o sofrimento dos animais foram respeitados os tempos limites
de exposi¢ao do animal aos estimulos dos testes. De acordo com o CONCEA, se for
constatado sinais claros de sofrimento, € necessario realizar o fim humanitario,
decisao ética de interromper a vida do animal para evitar sofrimento desnecessario,

mesmo que ele ainda esteja vivo, mas em estado irreversivel ou grave.

4.6 Analises Estatisticas

As analises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 8.0. Todos os
dados foram analisados por ANOVA bidirecional, seguida pelo teste de comparagoes
multiplas de Dunnett, e apresentados como média * erro padréao da média (EPM).
Foi considerado como significativo os testes que apresentaram nivel de significancia

menor que 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DELTA-9 TETRAIDROCANABINOL (As-THC)

5.1.1 Ensaios In Silico Ae-THC

Os estudos néo clinicos in silico representam uma abordagem metodoldgica
relevante no desenvolvimento de farmacos, destacando-se por sua eficiéncia
temporal, reducdo de custos operacionais e auséncia de implicagcdes éticas
associadas a pesquisas in vitro e in vivo. Esses métodos oferecem beneficios
significativos tanto as necessidades regulatérias quanto aos requisitos para
avaliacdes de risco. Adicionalmente, essas ferramentas computacionais possibilitam
a avaliacdo preditiva da toxicidade de compostos, permitindo a identificacéo prévia
de potenciais riscos toxicoldgicos e auxiliando na determinagdo de dosagens
adequadas para etapas subsequentes de investigacao experimental (Parthasarathi,
Dhawan, 2018).

Nesse contexto, a ferramenta AdmetSAR (tabela 1) calcula as propriedades
fisico-quimicas e as relaciona com a farmacocinética do composto. Elucidando assim
0 processo de absorcao, distribuicdo, metabolismo, eliminacdo e toxicidade da
substancia estudada no corpo humano (Ogidigo, Anosike, Nwodo et al., 2018).

Ja a ferramenta PROTOX Il (tabela 2) atua na predi¢géo de varios desfechos
de toxicidade, como toxicidade aguda, hepatotoxicidade, citotoxicidade,
carcinogenicidade, mutagenicidade, imunotoxicidade, alvos de toxicidade e vias de
resultados adversos a partir da Tox21 (métodos mais eficientes para prever a
toxicidade de substancias quimicas definidos em colaboragdo com agéncias federais
dos EUA) (Banerjee et al., 2018).

Além dessas, a ferramenta Pass online (tabela 3) faz a predigao dos espectros
de atividade biolégica de compostos organicos com base nas formulas estruturais
disponiveis comparando compostos com atividades bioldgicas conhecidas, gerando

uma lista de possiveis efeitos com escores de probabilidade (Pa = probabilidade de



64

ser ativo, Pi = probabilidade de ser inativo) (Filimonov, Lagunin, Gloriozova et al.,
2014).

Das 3 ferramentas utilizadas, 2 delas (AdmetSar e PROTOX) evidenciam que
o composto pode ultrapassar a barreira hematoencefalica. Quando a substancia
apresenta penetracdo na barreira hematoencefalica, efeitos colaterais podem ser
observados no SNC (EI-Mernissi, EI Menyiy, Zouhri et al., 2024).

Dessa forma, as 3 ferramentas demonstraram a probabilidade do composto
analisado, Aeo-THC, ser substrato ou inibidor de algumas CYPs. No AdmetSAR
(tabela 1) a molécula de Ao-THC apresentou 72% de possibilidade de ser substrato
para o complexo CYP450 3A4, enquanto na ferramenta Pass online (tabela 3) essa
possibilidade foi de aproximadamente 78%, onde estudos confirmam que as enzimas
CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4 catalisam a maioria das hidroxilacbes dos
fitocanabinoides (Zendulka, Dovrtelova, Noskova et al., 2016).

No entanto, enquanto a plataforma AdmetSAR (tabela 1) calcula a
probabilidade de 75% do complexo CYP2C9 nao ser substrato, a Pass online prediz
90% de chance da CYP450 2C9 ser substrato para o Ae-THC. Isso demonstra que o
ensaio in silico, faz uma predi¢cao, podendo corresponder ou hao aos ensaios in Vvitro
e in vivo.

Ao mesmo tempo que o AdmetSAR (tabela 1) demonstra 76% de chance da
substancia inibir a CYP2C19, a plataforma Pass online (tabela 3) mostra 87% de
probabilidade dessa CYP2C19 ser substrato ao invés de inibidor.

Interessantemente, ensaios in vitro demonstraram que o0s principais
metabdlitos do Ae-THC, 11-hidroxi-delta-9-tetra-hidrocannabinol (11-OH-THC) e 11-
nor-9-carboxi-delta-9-tetra-hidrocannabinol (THC-COO-Gluc), seu glucoronideo
conjugado, inibiram competitivamente varias enzimas P450, entre elas CYP2B6,
CYP2C9 e CYP2D6 (Nasrin, Watson, Perez-Paramo et al., 2021).

Diante dessa fato, a ativacao/inibicdo ocasionada por fitocanabinoides pode
afetar o metabolismo de farmacos mediados por esses CYPs (Zendulka et al. 2016),
ocasionando interacbes medicamentosas que ja foram relatadas no meio cientifico
(Doohan, Oldfield, Arnold, et al., 2021).

Além disso, evidéncias in vitro demonstram que o CBD e o Ag-THC atuam
como inibidores reversiveis de multiplas isoformas do sistema enzimatico citocromo
P450 (CYP) (Bansal, Zamarripa, Spindle et al., 2023). Por isso, correlacionar

informacdes obtidas através de ferramentas in silico € de suma importancia para



65

compreender os dados obtidos, onde futuramente, serdo utilizados em testes
regulatorios, como € o caso deste estudo.

Outra informacédo relevante em relagcdo ao complexo CYP450, é a
probabilidade de 100% de ativacdo das aromatases, trazida pela ferramenta
PROTOX (tabela 2). Sabe-se que a aromatase é uma enzima do tipo citocromo P450
(CYP19) que desempenha um papel crucial na conversdo de androgénios em
estrogénios e pode estar envolvida em varios processos fisiologicos (Simpson &
Davis, 2001).

Primeiramente, constatou-se que Ao-THC estimula as células
independentemente das vias da aromatase (Takeda, Yamamoto & Watanabe, 2009).
Posteriormente, foi identificado que a molécula, além de reduzir a expressao da
aromatase e do receptor de estrogénio a (ERa), induziu apoptose e interrompeu a
progressdo do ciclo celular, destacando seu potencial efeito antitumoral via
modulacao da aromatase e receptor de estrogénio (Amaral, Trouille, Alimeida et al.,
2021).

Além disso, o composto apresentou probabilidade de ser mais substrato
(85%) do que inibidor (72%) da glicoproteina P (gp-P), uma molécula de transporte
especializada na remogao de moléculas estranhas, que desempenha funcédo na
excrecao de alguns farmacos e de seus metabdlitos, como também na resisténcia
de alguns tumores a farmacos quimioterapicos (Katzung, Vanderah, 2022).

Porém, outros estudos revelaram que Ao-THC nao é substrato nem inibidor
de gp-P (Chen, Unadkat, Mao, 2021), mostrando um conflito de resultados que se
torna existente dependendo da interagao analisada.

Em adicao, sabe-se que a analise in silico € uma ferramenta de predigdo, onde
trabalhos confirmam que as interacbes medicamentosas in vivo entre esses
fitocanabinoides, inibidores e indutores de gp-P sédo improvaveis. Sugerindo que gp-
P ndo modula a distribuicdo cerebral e fetal ou a absorgao intestinal desses
fitocanabinoides em humanos (Chen et al., 2021). Por isso, estudos futuros sao
necessarios para determinar se o Ao-THC é substrato e/ou inibidor de outros
transportadores.

Por outro lado, a plataforma PROTOX (tabela 2) traz pontos de toxicidade com
alta probabilidade de atividade, como a toxicidade respiratéria (90% de
probabilidade) e imunotoxicidade (99% de probabilidade). Relatos na literatura

sugerem que uma delegao direcionada simultanea de CB1R e CB2R pode resultar
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na exacerbacdo da reatividade imunolégica, sugerindo um papel dos
endocanabinoides na regulagao negativa da fungédo imunoldgica (Karmaus, Chen,
Crawford et al., 2011), mas nado ha indicios de imunotoxicidade causada pela
molécula.

Nesse contexto, a toxicidade respiratéria esta associada ao uso inalado do
composto, quando avaliado em estudos clinicos. Uma ampla gama de efeitos
negativos sobre sintomas respiratorios sao relatados (Khoj, Zaga, Amram et al.,
2024), diferentemente do uso utilizado neste estudo.

Em adicdo, a plataforma Pass online (tabela 3) apresenta 97% de chance do
Ao-THC apresentar atividade redutora, confirmando parte dos seus efeitos
neuroprotetores e anti-inflamatérios, em modelos in vitro e in vivo, o Ae-THC modula
negativamente o processo inflamatoério (Miller, Bonawitz, Ostrovsky, 2020). Ademais,
modelos in vitro demonstram que a molécula impede a ativacdo de inflamasomas
(Suryavanshi, Zaiachuk, Pryimakentre et al., 2022), confirmando sua acéao
antioxidante.

Além disso, a plataforma PROTOX (tabela 2) traz como resultado 100% de
probabilidade do Ae-THC ser receptor de hidrocarboneto arila (AhR), um fator de
transcricdo ativado por multiplos ligantes fisioldgicos, envolvido no metabolismo de
xenobidticos, com papéis importantes na saude e na doenca (Barroso, Mahler,
Fonseca-Castro et al., 2021). Como citado anteriormente, estudos investigam se
esses receptores podem atenuar a inflamagao pulmonar induzida pela fumaca da
Cannabis (Wilson, Gorgani, Heimbach et al., 2025), trazendo assim uma abordagem
sobre inalagao, diferentemente da forma aqui utilizada.

Em acréscimo, a ferramenta AdmetSAR (tabela 1) traz informagdes
importantes quanto a natureza ndo biodegradavel da molécula. Fitocanabinoides
como o0 As-THC e CBD, apresentam natureza lipofilica (Gaoni & Mechoulam, 1964),
o que dificulta sua biodegradacdo e remocdao em estagdes convencionais de
tratamento de agua. Seu principal metabdlito, THC-COOH, apresenta alta
persisténcia ambiental, o que pode indicar potencial de contaminacido ambiental
prolongada (How & EI-Din, 2021).

Diante desse achado, isso pode estar relacionado a alta toxicidade em
abelhas (sem estudos especificos) e Tetrahymena pyriformis, um protozoario ciliado
nao patogénico de vida livre, que é amplamente utilizado como bioindicador de

toxicidade aquatica, devido a sua alta sensibilidade a xenobidticos (Bonnet, Guiraud,
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Dusser, 2005). Assim, esses organismos podem provavelmente acumular
metabdlitos do Ao-THC, j& que a molécula demonstra alta persisténcia em
ecossistemas aquaticos

Dessa maneira, a alta probabilidade de toxicidade em peixes, mostra que o
Ao-THC pode ser téxico para embrides de vertebrados aquaticos (Chatzimitakos,
Chousidis, Leonardos, 2022).

Em contrapartida, uma pesquisa utilizando o extrato integral da planta nao
evidenciou impactos adversos no desenvolvimento e na viabilidade embrionaria,
além de ter promovido a melhoria da capacidade locomotora nas larvas de zebrafish
(Licitra, Martinelli, Petrocchi Jasinski et al., 2021).

Por fim, a ferramenta PROTOX (tabela 2) calculou a dose letal (DL50) que
causa a morte de 50% da populacdo em 482 mg/kg e classe IV na classificagao de
toxicidade, e o AdmetSAR (tabela 1) calculou a DL50 em 2.594 mol/Kg e classe Il
na classificagdo de toxicidade GHS (Sistema Globalmente Harmonizado), dados
importantes para a realizagao da avaliagc&o toxicolégica aguda.

Em suma, esses dados juntamente com resultados de estudos que
determinam a CI50 in vitro (concentragdo inibitéria de 50%) e a DLS50 in vivo
disponiveis na literatura, foram utilizados para definir a dose inicial do teste

toxicolégico agudo de acordo com a OECD 423.

5.1.1.1 AdmetSAR Ae-THC

Tabela 1- Propriedades de classificagdo ADMET, calculadas no software admetSAR,

para a substancia C,,H3,0, (delta-9-tetraidrocanabinol).

Modelo Resultado Probabilidade
Absorgéao

Barreira Hematoencefalica BBB+ 0,9685
Absorgéo Intestinal Humana HIA+ 0,9949
Permeabilidade Caco-2 Caco2+ 0,7607
Substrato da P-glicoproteina Substrato 0,8458
Inibidor da P-glicoproteina Inibidor 0,7191
Nao inibidor 0,5548

Distribuicao
Localizagao Subcelular Mitocdndria 0,5191

Metabolismo




Substrato do CYP450 2C9 N&o substrato 0,7522
Substrato do CYP450 3A4 Substrato 0,7199
Inibidor do CYP450 2C19 N&o inibidor 0,7683
Excregao
Toxicidade
Toxicidade AMES Nao téxico (AMES) 0,9132
Carcindgenos Nao carcindgenos 0,8947
Toxicidade em Peixes Alta toxicidade (FHMT) 0,9381
Toxicidade em Tetrahymena pyriformis  Alta toxicidade (TPT) 0,9993
Toxicidade em Abelhas Alta toxicidade (HBT) 0,8178
Biodegradagéao Nao biodegradavel 0,9725
Toxicidade Oral Aguda Classe lll 0,7739
Absorgao
Solubilidade Aquosa -4,3219 LogS
Permeabilidade Caco-2 1,7903 LogPapp, cm/s
Toxicidade
Toxicidade Aguda em Ratos 2,5940 LDso, mol/kg
Toxicidade em Peixes -0,1100 pLCso, mg/L
Toxicidade em Tetrahymena pyriformis 1,7781 plGCsy, pg/L
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Fonte: Dados da autora em colaboracdo com o prof. Dr. Abrah&o Alves de Oliveira
Filho, 2023. Resultado considerado: acima de 70% de probabilidade.

5.1.1.2 ProTox As-THC

Tabela 2- Propriedades de classificagcdo ProTox |l, calculadas para a substancia

C,1H300; (delta-9-tetraidrocanabinol).

Categoria Alvo Biologico Predicao Probabilidade

Toxicidade organica Toxicidade respiratoria Ativo 0.90

Pontos finais de toxic Imunotoxicidade Ativo 0.99

Pontos finais de toxic Barreira hematoencefalica Ativo 0.92
(BBB)

Pontos finais de toxic Ecotoxicidade Ativo 0.62

Pontos finais de toxic Toxicidade nutricional Ativo 0.52

Tox21 - Vias de Receptor de hidrocarboneto Ativo 1.0

sinalizacao de arila (AhR)

receptores nucleares

Tox21 - Vias de Aromatase Ativo 1.0

sinalizagcao de

receptores nucleares

Tox21-Vias de resposta  Potencial da Membrana Ativo 0,99

ao estresse Mitocondrial (MMP)

Eventos moleculares Receptor GABA (GABAR) Ativo 0,64

iniciadores

Metabolismo Citocromo CYP2C9 Ativo 0,61

Dose Letal (LD50) 482 mg/kg -
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Classificagdo de Classe IV -
Toxicidade

Fonte: Dados da autora em colaboragao com o Prof. Dra. Micheline Freire Donato,
2023. Resultado considerado: acima de 70% de probabilidade.

5.1.1.3 PassOnline Ao-THC

Tabela 3- Predicado dos Espectros de Atividade (PASS) do Delta-9-tetraidrocanabinol
(C21H3002)-

Pa Pi Atividade

0,973 0,002 Redutor

0,926 0,004 Substrato do CYP2A

0,920 0,003 Substrato do CYP2B6

0,920 0,003 Substrato do CYP2A6

0,903 0,004 Substrato do CYP2C9

0,885 0,003 Substrato do CYP2C8

0,885 0,004 Substrato do CYP2B

0,884 0,005 Substrato do CYP2C

0,879 0,004 Substrato do CYP2C19

0,837 0,004 Antidiscinético

0,770 0,008 Substrato do CYP1A

0,776 0,017 Substrato do CYP3A4

0,757 0,010 Substrato do CYP3A5

0,762 0,018 Substrato do CYP3A

0,745 0,004 Inibidor da expressdo de
MMP9

0,718 0,008 Substrato do CYP1A2

0,733 0,035 Antieczematico

0,701 0,026 Potencializador da expresséao
de TP53

0,716 0,045 Substrato do CYP2J

Fonte: Dados da autora em colaboragdo com o Prof. Dra. Micheline Freire Donato,
2023. Pa- probabiliidade de ser ativo. Pi- probabilidade de ser inativo. Resultado
considerado: probabilidade Pa>0,7.

5.1.2 Ensaio toxicoldgico agudo (extrato integral rico em As-THC)

A partir da década de 1970, centenas de estudos sobre a toxicidade dos
fitocanabinoides em animais foram publicados (Phillips, Turk & Forney, 1971;
Thompson et al., 1973).
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Em estudos anteriores, a DL50 em ratos foi descrita entre 800 e 1900 mg/kg
dependendo do sexo e da cepa da planta. Ja em cachorros a dose letal foi maior que
3000 mg/kg e em macacos maior que 9000 mg/kg (Thompson et al. 1973).

De acordo com o guia de avaliagao de toxicidade dose unica (OECD 423), as
doses a serem administradas devem seguir a classificacdo GHS (categorias | a VI),
utilizando concentragdes padrao de 5, 50, 300 ou 2000 mg/kg. Essa selecéo de
doses baseia-se em em estudos anteriores in silico e de administracao unica.

Logo, optou-se por iniciar o teste com a maior dose, pois, além do teste de
toxicidade in silico ter demonstrado baixa toxicidade (grau lll e IV), ficou demostrado
que a DL50 para camundongos machos € de 481,4 mg/kg (Phillips, Turk & Forney,
1971).

Dessa forma, os estudos toxicoldgicos no desenvolvimento de farmacos tém
como objetivo analisar a seguranga de potenciais candidatos a medicamentos,
utilizando modelos animais para predizer possiveis riscos em humanos. A avaliagao
da seguranca € essencial em todas as etapas, desde a selecdo inicial dos compostos
até a sua progresséao para ensaios clinicos (Parasuraman, 2011).

Assim, o protocolo OECD 423, adotado para avaliagao de toxicidade aguda,
recomenda preferencialmente a utilizacdo de fémeas devido a sua maior
sensibilidade farmacolégica. Contudo, a inclusao de individuos machos mostrou-se
valida nesse experimento. Entender o que torna as fémeas mais susceptiveis,
podendo comparar os efeitos entre fémeas e machos justifica a adigdo desses
individuos. Além disso, existe a evidéncia cientifica de que o Ao-THC pode exercer
efeitos gonadotdxicos diretos em machos, conforme demonstrado tanto em estudos
de exposi¢cado aguda quanto cronica (Yassa, Dawood, Shehata et al., 2010).

Portanto, neste estudo, a avaliagao toxicoldgica néo clinica foi feita a partir de
uma planta de uso milenar, ja utilizada na clinica mas que ainda n&o apresenta
estudos toxicoldgicos robustos. Diante disso, os achados foram correlacionados com
0 que ha de mais novo em estudos nao-clinicos in vitro e in vivo e em estudos

clinicos.

5.1.2.1 MACHOS
5.1.2.1.1 Avaliagcao comportamental e motora
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Dois testes foram utilizados para avaliar o comportamento motor dos animais.
Um deles é o teste de Rota Rod, onde o animal € colocado em um cilindro rotativo e
sua coordenagdo € avaliada durante 180 segundos, antes do comego do
experimento e no fim, para detectar mudangas na coordenacédo motora, equilibrio e
resisténcia motora (Urbi, Lee, Hughes, 2022).

Por outro lado, no teste de campo aberto (open field), foram analisados
durante 180 segundos os seguintes parametros: a movimentagao espontanea
(ambulagao), quantificada pelo numero de cruzamentos entre os quadrantes
realizados com as quatro patas; a frequéncia de comportamentos de autolimpeza
(grooming); episédios de levantamento corporal (rearing); e a contagem de bolos
fecais (Carlini et al., 1986).

De acordo com os resultados obtidos, a avaliagdo farmacoldgica
comportamental revelou que a administracido oral de extratos de Cannabis- tanto na
formulagcéo enriquecida em Ao-THC quanto na rica em CBD - em modelos animais
de ambos os sexos, ndo induziu alteragdes significativas nos parametros avaliados
pelos testes de Rota-rod e Campo Aberto (Open Field). Esses dados sugerem que
a dose maxima testada (2000 mg/kg) ndo exerceu efeitos significativos sobre a
atividade motora dos animais, e a via de administracdo pode constituir um fator
determinante na manifestagao dos efeitos farmacolégicos desses fitocanabinoides.

No entanto, evidéncias experimentais indicam que a inalagdo de fumaga com
concentragédo de 5,7% de Ao-THC resultou em aumento significativo da atividade
locomotora em roedores submetidos ao teste de campo aberto. Adicionalmente,
observou-se que O0s animais expostos permaneceram por periodos mais
prolongados na zona central do campo, comportamento esse que sugere redugao
nos padrdes de ansiedade (Bruijnzeel, Qi, Guzhva, 2016).

Ja em estudos clinicos foram observadas alteracbes motoras em usuarios de
Cannabis, com alguns estudos mostrando déficits (Prashad, Filbey, 2017) e outros
indicando desempenhos normais (Ward, Springer, Schantell et al., 2023),
evidenciando a necessidade de mais estudos, principalmente com diferentes vias de

administragao.

5.1.2.1.2 Triagem Farmacolégica
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Apos a administracado do extrato diluido em 6leo de milho, foram observadas
alteracdes depressoras do SNC, demonstrados no quadro a seguir, nos intervalos
de 30, 60 e 120 minutos. Nos demais tempos, 180 e 240 minutos, nao foram
observados nenhuma alteracao, sugerindo que os efeitos depressores permanecem

somente nas duas primeiras horas apos a ingestao.

Quadro 1- Avaliacdo dos efeitos comportamentais poés-administracdo em
camundongos Swiss machos tratados com extrato de Cannabis rico em Ag-THC na

dose de 2000 mg/Kg (numero de animais: n=3).

Camundongo 1 Camundongo 2 Camundongo 3
Tempo 300 60" 120" 300 60 1200 30" 60 120°
Ambulagao diminuida X
Analgesia/antinocicepgao X
Catatonia X X X X X X X
Perda do reflexo auricular X X X X X X X X X
Perda do reflexo corneal X X X X X X X X X
Resposta ao toque diminuida X X X X
Perda de forga para garrar X X X
Sedacgao X
Dimunuigao do movimento de X X X X X X X X X
vibrigas
Tremores X

Investigando os efeitos do extrato de Cannabis rico em Ag-THC no SNC e
SNA, por meio da analise de parametros comportamentais, foi possivel correlacionar
os achados com o que cita a pratica clinica (Landschaft, Mechoulam, 2017).

Em suma, os efeitos adversos/colaterais dos fitocanabinoides sédo divididos
em duas categorias: Efeitos fisiolégicos: tontura, aumento ou diminuicdo da
frequéncia cardiaca, hipotensdao, aumento do apetite, dor de cabeca, colica
abdominal, fadiga, diminuicdo da coordenacado motora, ansiedade e boca seca.
Efeitos cognitivos: perda da memodria recente e diminuicdo da percepc¢éo do tempo
e do espaco (Landschaft, Mechoulam, 2017).

Diante desse fato, foi possivel perceber que os animais apresentaram
diminuicdo da frequéncia cardiaca e diminuicdo da coordenacao motora
evidenciados na perda dos reflexos auricular e corneal e na perda de forca para
agarrar, bem como a diminuicdo da percepcao do tempo e do espaco, como a

diminuicao do movimento de vibricas.
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Por fim, alguns outros efeitos identificados na pratica clinica ndo foram
indicativos nesse experimento. Nesse caso, a triagem precisa considerar a via de
administragdo mais comum, que € a via inalatoria e n&o a via oral, além de dose e
frequéncias realistas, para garantir que os efeitos comportamentais sejam

comparaveis aos humanos (McLaughlin, 2017).

5.1.2.1.3 Consumo de Agua, Ragao e Evolugio Ponderal

Tabela 4- Avaliagdo do consumo de agua e ragao de camundongos Swiss machos

tratados com extrato de Cannabis rico em As-THC na dose de 2000 mg/Kg (n=3).

CONSUMO Ag-THC VEICULO CONTROLE
Consumo agua (mL) 32,8613,4 32,00+ 2,3 29,50+2,0
Consumo ragao (g) 19,43+1,8 19,07+ 0,84 19,86+0,6

Dados expressos como média * erro padrdo da média.

Tabela 5- Avaliagdo da evolugao ponderal de camundongos Swiss machos tratados

com extrato de Cannabis rico em Ags-THC na dose de 2000 mg/Kg (n=3).

EVOLUGAO Ae-THC VEiCULO CONTROLE
PONDERAL
Tempo 0 38,67+ 2,66 34,00+ 2,08 36,33+ 0,88
Tempo 1 38,00+ 2,08 34,00+ 1,73 39,00+ 1,562
Tempo 2 38,67+ 2,66 36,33+ 2,96 41,33+ 1,85

Dados expressos como meédia * erro padrdao da média.

5.1.2.1.4 Parametros Hematoloégicos

Tabela 6- Avaliagdo hematoldgica do sangue camundongos Swiss machos tratados

com extrato de Cannabis rico em Ao-THC na dose de 2000 mg/Kg (n=3).

HEMOGRAMA Ao-THC VEiCULO CONTROLE
HEMACIAS (milh/mm?3) 7773+236,00 8193+257,30 8293+ 389,70
HEMATOCRITO (g/dl) 43,67+1,20 44,67+ 1,45 44,67+2,03
HEMOGLOBINA (%) 13,77+0,44 14,10+ 0,47 14,27+0,54
V.C.M (fL) 56,93+0,75 55,47+ 0,53 54,63+0,24
H.C.M (%) 17,70+0,40 17,03+ 0,06 17,20+0,26




C.H.C.M (pg) 31,274#0,33  31,00£0,15 31,37+0,34
LEUC. T. (mm?) 4,86+0,67 8,43 2,15 6,00+0,88
SEGMENTADOS 15,00+8,14 17,00+ 7,81 13,33x0,88
EOSINOFILOS 0,33+0,33 0,33%0,33 1,66£1,20
BASOFILOS 0 0 0
LINFOCITOS 51,33+25,83 82,00+ 7,81 85,00+2,08
MONOCITOS 0 0 0
PLAQUETAS (mm?) 1012430,51  1053+48,45  1070%45,73
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Volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina celular média (HCM), concentracao
média de hemoglobina corpuscular celular (CHCM). Dados expressos como média

* erro padrao da média.

5.1.2.1.5 Parametros Bioquimicos

Tabela 7- Avaliacdo bioquimica do sangue camundongos Swiss machos tratados

com extrato de Cannabis rico em Ago-THC na dose de 2000 mg/Kg (n=3).

TESTES Ag-THC VEiCULO CONTROLE
BlOoQuUiMICOS

ALBUMINA g/dL 2,46+ 0,11 2,55+ 0,08 2,61+ 0,15
ALT U/L 27,33+ 2,72 46,33+ 17,38 33,6745,17
AST U/L 79,67+ 13,45 90,33 13,17 128,0+ 17,04
COLESTEROL mg/dL 125,0+ 7,00 133,3+ 9,26 125,0+ 8,96
FOSFATASE AL. U/L 172,3+ 2,96 240,0% 32,13 200,7+ 14,11
GLICOSE mg/dL 486,0+ 2,30 393,7+ 12,57 473,7+ 32,31
HDL mg/dL 78,67+ 19,01 103,3% 2,40 98,00+ 5,29
LDH mg/dL 1090+ 469,40  579,0+ 101,0 803,3+ 23,38
LACTATO 44,50+ 5,50 76,33+ 25,90 54,33+ 3,48
mg/dL

TRIGLICER. mg/dL 104,0+ 12,90 131,0+ 42,00 119,3+ 23,97
UREIA mg/dL 58,00+ 18,00 107,0% 7,55 104,0+ 3,60

Alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FAL), lipoproteina de alta densidade (HDL), lactato desidrogenase (LDH).

Dados expressos como média * erro padrdao da média.

5.1.2.1.6 Parametros Anatomopatolégicos
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Tabela 8- Avaliacao bioquimica do sangue camundongos Swiss machos tratados

com extrato de Cannabis rico em Ag-THC na dose de 2000 mg/Kg (n=3).

PESO DOS Ae-THC VEICULO CONTROLE
ORGAOS (g)

Coragéo 0.17£ 0,02 0,17+ 0,02 0,16 0,01
Pulmao 0,28+ 0,03 0,24 0,02 0,24 0,02
Rim Direito 0,261 0,01 0,24+ 0,03 0,251 0,02
Rim Esquerdo 0,261 0,02 0,26 0,01 0,25x 0,03
Bago 0,13 0,03 0,13% 0,01 0,11% 0,01
Figado 2,21 0,15 2,25: 0,20 2,08+ 0,17
Estomago 0,77+ 0,05 0,71% 0,06 0,65£0,07
Intestino 2,09+ 0,26 1,98+ 0,20 1,86 0,15
Sistema 2,40+ 0,25 1,86% 0,00* 2,68 0,31

Reprodutivo

p*<0,05 em comparacao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo

teste de comparacdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como média + erro

padrao da meédia.

Peso Sistema Reprodutor
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Grafico 1- Peso do sistema reprodutor em gramas de camundongos Swiss machos

(n=3). Grupo tratado com extrato de Cannabis rico em Ag-THC na dose de 2000

mg/Kg, grupo veiculo (6leo de milho) e grupo controle (solu¢&o salina). p*<0,05.

Todos os achados anatomopatolégicos, como peso, altura e largura dos

orgaos, foram correlacionados com os achados histolégicos. Todos os 6rgaos

avaliados apresentaram preservacao morfologica, sem indicativo de lesao.

Dessa forma, a discussao a seguir

fundamentada nos achados

anatomopatolégicos, embora pertinente para contextualizar os resultados dentro da
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literatura cientifica, assume carater complementar, uma vez que a auséncia de
alteragdes histoldgicas demonstra a preservagao integral das estruturas avaliadas.

Outros estudos também nao identificaram alteragbes macroscopicas ou
histolégicas em casos de exposicdo aguda a Cannabis (Costa, Gasparotto, Garcia
et al., 2025), o que corrobora com os resultados obtidos no presente trabalho.

Além disso, € possivel que uma unica administragcao nao seja suficiente para
causar alteragbes morfoloégicas, sendo necessarias doses repetidas para observar
tais efeitos (Tallon, Child, 2023).

Sendo assim, a analise comparativa dos efeitos do extrato de Cannabis tanto
rico em Ao-THC como rico em CBD, frente ao controle (solugéo salina) e ao veiculo
(6leo de milho) demonstrou alteragdes significativas nos parametros morfométricos
de 6rgaos reprodutivos em camundongos machos. O grupo tratado com dleo de
milho apresentou reducdo significativa no peso do sistema reprodutor em
comparacgao tanto ao grupo administrado com As-THC quanto ao grupo tratado com
CBD (grafico 1 e 6). Porém, nao foi possivel fazer a avaliagao histolégica do 6rgao
devido a artefatos de processamento.

Dessa maneira, em estudos in vivo com compostos lipofilicos, € comum o uso
de um veiculo diluente para permitir a administracéo oral e avaliacdo dos efeitos da
substancia testada (Guerra, Tamarindo, de Campos et al. 2019). No presente
trabalho, foi utilizado o mesmo veiculo adotado pela Associagéo Brasileira de Apoio
a Cannabis Esperanca (ABRACE), associagao responsavel pelo fornecimento desse
produto a mais de 35 mil pacientes.

Em consonancia com os dados obtidos, estudos indicam que mesmo
quantidades reduzidas de 6leo de milho podem influenciar os esteroides sexuais e a
fisiologia reprodutiva em gerbilis da Mongdlia (Guerra, Tamarindo, de Campos et al.,
2019). Adicionalmente, pesquisadores observaram que o 6leo de milho pode induzir
modificagdes morfofisioldgicas na prostata desses roedores, com evidéncias de
reducdo no peso do sistema reprodutor (grafico 1 e 6).

Tais resultados sugerem que a utilizagdo do 6leo de milho como veiculo
requer cuidadosa consideragdo, uma vez que pesquisas comprovam seus efeitos
pré-inflamatérios, chamando a atencdo para os possiveis impactos na funcao
reprodutiva e seu potencial para acelerar processos inflamatérios (Gokulan, Kumar,
Lahiani et al., 2021).
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Em contrapartida, a utilizagdo de outro éleo, como o trigliceridio de cadeia
média (TCM), demonstra o aumento do teor antioxidante de fitocanabinoides
oferecendo potencial para aplicagdes nutracéuticas e cosméticas (Meepun,
Sommart, Bualuang, 2025).

Tabela 9- Altura dos 6rgdos de camundongos Swiss machos tratados com extrato
de Cannabis rico em Ae-THC na dose de 2000 mg/Kg (n=3).

ALTURA DOS Ae-THC VEICULO CONTROLE
ORGAOS (cm)

Coragao 0,90+ 0,00 0,93+ 0,03 0,83+ 0,03
Pulmao 1,70+ 0,06* 1,26+ 0,03 1,23+ 0,03
Rim Direito 1,10+ 0,06 1,03+ 0,07 1,06+ 0,03
Rim Esquerdo 1,20+ 0,01 1,17+ 0,03 1,13+ 0,03
Bacgo 1,83+ 0,09* 1,83+ 0,09* 1,60+ 0,00
Figado 2,23+ 0,03 2,43+ 0,03 2,37+ 0,07
Estomago 1,63+ 0,03* 1,47+ 0,03 1,40+ 0,06

p*<0,05 em comparagao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como media + erro
padrao da meédia.

Grafico 2- Altura em centimetros do pulmao (A), baco (B) e estdbmago (C) de
camundongos Swiss machos (n=3). Grupo tratado com extrato de Cannabis rico em
A9o-THC na dose de 2000 mg/Kg, grupo veiculo (6leo de milho) e grupo controle
(solugao salina). p*<0,05.



78

Sendo assim, o grupo tratado (As-THC 2000mg/kg) apresentou maior altura
pulmonar (grafico 2A) e maior altura estomacal (grafico 2C) quando comparado aos
outros grupos. A atividade do As-THC como potente agente anti-inflamatdrio,
comprovada pela supressao significativa de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y e TNF-
a) em modelos de sindrome do desconforto respiratorio agudo (Mohammed,
Alghetaa, Sultan et al., 2020).

Em adigao, roedores expostos a um modelo de exposi¢cdo nasal controlada a
fumaca de Cannabis, tiveram uma modulagdo na resposta imune pulmonar,
diminuindo a porcentagem de macréfagos alveolares pulmonares, na proporgéo
THC:CBD (Haidar, Traboulsi, Eidelman, 2023).

E fato comprovado que a fumaca da Cannabis modula as populacdes de
células imunes e mediadores em camundongos (Fantauzzi, Cass, McGrath et al.,
2021). Além de pesquisas em modelos animais, estudos clinicos em humanos,
comprovam a acgao anti-inflamatéria da Cannabis. Diante disso, uma revisao
sistematica de 2022 (Joshi, Joshi, Bartter) analisou diversos estudos e concluiu que
o uso de Cannabis vaporizada nao causa doencga pulmonar obstrutiva crénica e
provavelmente ndo esta associado ao desenvolvimento de cancer de pulmé&o.

Em acréscimo, em relagao ao baco, foi possivel constatar que tanto o grupo
tratado com o extrato rico em Ae-THC, quanto o grupo veiculo, apresentaram maior
altura desse 6rgéo comparado ao grupo controle (grafico 2B e 7B).

Em suma, o baco desempenha multiplas fungdes essenciais no sistema
imunoldgico, estando envolvido em varios processos inflamatérios (Lewis, Williams,
Eisenbarth, 2019). Sabendo da atividade anti-inflamatéria do As-THC, esse aumento
na altura do érgéo pode estar associado ao papel direto do fitocanabinoide na
modulagao da resposta imune splénica (Kaminski, Abood, Kessler et al., 1992).

Porém, estudos mais atuais demonstram o ndo desenvolvimento de
esplenomegalia, e a consequente reducédo da proliferacdo de células T auxiliar e
citocinas inflamatdrias (IL-2 e IFN-y) (Pandey, Hegde, Nagarkatt et al., 2011).

Igualmente significativo, um estudo recente utilizou pequenas doses de Ao-
THC para o tratamento de colite e constatou redugdo de peso esplénico e
inflamagao, com consequente agao anti-inflamatdria sistémica e melhora da colite
(Thapa, Patil, Warne et al., 2025), demonstrando que o 6rgao pode sofrer diminuigao

ao invés de aumento como visto na avaliacdo macroscopica.
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Nao menos relevante, no que concerne ao 6leo de milho, sabe-se que ele é
rico em 6mega-6 (w6) e w3 e tende a manter um perfil mais pré-inflamatério no baco,
com ativagao imunolégica sustentada (Soni, Ross, Scheers et al., 2017), podendo
correlacionar a sua maior altura quando comparado ao controle (grafico 2B).

Em paralelo, o grafico 2C apresenta maior altura estomacal do grupo tratado.
Estudos confirmam que o Ao-THC protege contra danos inflamatérios gastricos
induzidos por diclofenaco (Kinsey, Cole, 2013) e também pode estar associado a
regeneragcao e regulagdo dos hormébnios do apetite em tecidos gastricos
hiperinsulinémicos (Colak, Coskun Yazici, Bolkent, 2023). Entretanto, ndo foram
encontrados estudos que correlacionam uma maior altura estomacal do grupo
tratado com extrato de Cannabis rico em Ao-THC e sua atuagao no sistema digestorio

(grafico 2C) além dos estudos referidos acima.

Tabela 10- Largura dos 6rgaos de camundongos Swiss machos tratados com extrato
de Cannabis rico em Ae-THC na dose de 2000 mg/Kg (n=3).

LARGURA DOS Ae-THC VEICULO CONTROLE
ORGAOS (cm)

Coragao 0,47+ 0,03 0,53+ 0,03 0,47+ 0,03
Pulmao 1,13+ 0,03 0,90+ 0,00 0,93+ 0,03
Rim Direito 0,80+ 0,06 0,57+ 0,03 0,57+ 0,03
Rim Esquerdo 0,77+ 0,07 0,60+ 0,00 0,57+ 0,03
Bago 0,57+ 0,03 0,47+ 0,03 0,40+ 0,00
Figado 1,87+ 0,03 2,10+ 0,00 2,00+ 0,06
Estomago 1,13+ 0,07 1,00z 0,00 0,97+ 0,03

Dados expressos como média + erro padrao da média.

5.1.2.1.7 Parametros Histolégicos

Figura 12- Cortes histoldégicos 6rgdos de camundongos Swiss machos (n=3)

tratados com extrato de Cannabis rico em Ao-THC. Cortes de coragéo (A), pulmao
(B), figado (C), rim (D) e baco (E) na objetiva de 10x, corados com HE.



Camundongo 1 Camundongo 2 Camundongo 3
Tempo 30 60" 120" 180 30" 60 | 1200 180" 30 60" | 120°
Ambulagao diminuida X X X X X X X X X X
Analgesia/antinocicepgao X X X X X X X X X X
Catatonia X X X X X X X
Perda do reflexo X X X X X X X X X X X
auricular

Perda
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Figura 13- Cortes histolégicos orgdos de camundongos Swiss machos (n=3)

tratados com o6leo de milho. Cortes histologicos de coracéo (E), pulméao (F), figado

(G) e colon (H) na objetiva de 10x, corados com HE.

Dessa maneira, observa-se que nas condi¢cdes experimentais avaliadas, os
orgaos de camundongos Swiss machos tratados com extrato de Cannabis rico em
A9-THC na dose de 2000 mg/Kg (figura 12) e os 6rgaos dos animais que receberam
o veiculo (6leo de milho) (figura 13), apresentaram preservacao morfolégica, com
auséncia de alteracdes inflamatorias, vasculares ou degenerativas.

Devido a artefatos de processamento, alguns érgédos do grupo tratado bem
como alguns 6rgaos do grupo veiculo ndo apresentaram a possibilidade de serem

avaliados.

5.1.2.2 FEMEAS

5.1.2.2.1 Triagem Farmacoldgica

Quadro 2- Avaliacdo dos efeitos comportamentais poés-administracdo em
camundongos Swiss fémeas tratadas com extrato de Cannabis rico em Ag-THC na
dose de 2000 mg/Kg (n=3).

x
x
x
x
x
X

do reflexo corneal X X X X

180°

X X X X

x



Resposta ao toque

diminuida

Sedagao X X
Perda de forga para X
garrar

Dimunuigao do X X
movimento de vibrigas

Tremores
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Quadro 2 (cont.)- Avaliacao dos efeitos comportamentais pds-administracao em

camundongos Swiss fémeas tratadas com extrato de Cannabis rico em Ag-THC na

dose de 2000 mg/Kg.

Tempo

Abducgédo das patas do trem
posterior

Ambulagao diminuida
Analgesia/antinocicepgao
Anestesia

Ataxia

Catatonia

Diarréia

Dimunuigao do movimento de
vibrigas

Hipnose

Perda do reflexo auricular
Perda de forga para garrar
Perda do reflexo corneal
Ptose palpebral

Resposta ao toque diminuida
Reflexo do endireitamento
Respiragao diminuida
Sedagao

Camundongo 1 Camundongo 2 Camundongo 3*
24 horas pés-administragcao

X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X

X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X*
X X X*
X X X
X X X
X X X
X X X

*Camundongo 3- Perda do reflexo corneal juntamente com ptose palpebral = perda

da visao.

Em conformidade com o protocolo OECD 423 para avaliacao de toxicidade

aguda, que preconiza o uso preferencial de fémeas devido a sua maior sensibilidade

farmacologica, observou-se a necessidade de eutanasia humanitaria imediata de

dois dos trés individuos tratados com extrato de Cannabis rico em Ag-THC (2000

mg/kg), conforme diretrizes éticas.

Dessa forma, o animal 1 apresentou todos os sintomas depressores do SNC,

mas voltou ao seu estado normal 48h pdés administracdo. J& o camundongo 3

apresentou perda total do reflexo de endireitamento e da visdo 24 horas pos-



Tempo
Abducao

82

administracao, com sinais evidentes de sofrimento justificou-se a eutanasia
humanitaria. Adicionalmente, o camundongo 2 veio a oObito 30 horas apés a
administracao.

Diante deste desfecho, como preconiza a diretriz, o ensaio foi repetido com a
dose maxima de 2000 mg/kg, ocasiao em que novamente se fez necessaria a

eutanasia humanitaria de dois animais.

Quadro 3- Avaliacdo dos efeitos comportamentais pos-administracdo da repeticao
da dose de 2000 mg/Kg em camundongos Swiss fémeas tratadas com extrato de

Cannabis rico em Ag-THC.

Camundongo 1 Camundongo 2 Camundongo 3
300 | 60 120" | 180" 30" | 60" 120" @ 180° 24h 30" 60 120" 180

das patasdo | X X X X X X X X

trem posterior
Anestesia X
Catatonia X X X X X X X X

Diarréia
Perda do
auricular
Perda do
corneal

reflexo X X X X

reflexo X X X

Resposta ao toque X

diminuida

Reflexo do X
endireitamento

Perda de
garrar

forga para X X X X X X X

Irritabilidade X

O animal 3 apresentou recuperacao completa dos reflexos duas horas apés a
administracao. Entretanto, os animais 1 e 2, nas avaliacdes realizadas 24 horas pos-
administracao, apresentaram perda dos reflexos auricular e corneal, perda total do
reflexo de endireitamento, e quadro de diarréia acentuada.

Diante da manifestacao desses sinais clinicos indicativos de sofrimento agudo
e comprometimento neuroldgico, procedeu-se ao fim humanitario, em conformidade
com os principios éticos estabelecidos para experimentacao animal.

Com a perda de 2 dos 3 animais, a dose foi reduzida para 300 mg/Kg, como
preconiza a OECD 423.

24h



Camundongo 1 Camundongo 2 Camundongo 3
Tempo 300 60" 120" 24h 30" 60" 120"  24h 30" 60 120°
Agressividade X
Autolimpeza X
Tremores X X X
Ambulagao diminuida X X X X X
Analgesia/antinocicepgao X X
Anestesia X
Catatonia X X X X X X
Perda do reflexo auricular X X X X X X X
Perda do reflexo corneal X X X X X X
Ptose palpebral X X X
Reflexo do endireitamento X X X
Resposta ao toque diminuida X X
Perda de forga para garrar X X X X X X X X
Piloeregao X X X X
Respiragao diminuida X
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Quadro 4- Avaliacdo dos efeitos comportamentais poés-administracdo em
camundongos Swiss fémeas tratadas com extrato de Cannabis rico em Ag-THC na
dose de 300 mg/Kg.

Assim, nas avaliacdes realizadas 24 horas apds a administracao, constatou-
se no animal 2 a perda dos reflexos auricular, corneal e do endireitamento. Diante
da manifestacdo desses marcadores neuroldgicos de sofrimento, procedeu-se a
eutanasia humanitaria. Os demais animais apresentaram recuperacao integral dos
parametros avaliados no mesmo periodo observacional.

Diante desse fato, fica evidente a susceptibilidade das fémeas em relacao aos
machos no que tange a dose maxima definida no experimento.

Em estudos feitos a partir da década de 1980, foi constatado que a exposicao
ao Ao-THC influencia os niveis hormonais plasmaticos de diferentes formas entre
machos e fémeas, sendo as fémeas, mais sensiveis (Dalterio, Bartke, Mayfield,
1981).

Assim, com o passar dos anos, estudos comparativos entre machos e fémeas
foram feitos com o intuito de entender a divergéncia dos efeitos frente a exposicao
aguda e cronica do fitocanabinoide (Wiley, Burston, 2014).

Em acréscimo, estudos em roedores demonstram que fémeas apresentam
maior sensibilidade aos efeitos do Ae-THC em comparacdo aos machos,
especialmente em testes de antinocicepcdo, atividade motora e reforco
comportamental (Craft, Marusich, Wiley, 2013).

24h
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De fato, essa diferenca pode estar relacionada a agdo moduladora dos
horménios gonadais, particularmente o estradiol, que parece influenciar os efeitos
dimorficos dos canabinoides em adultos. Canabinoides no caso, porque a pesquisa
foi feita com administragao intraperitoneal de um composto sintético, diferente do
objeto estudado. O tipo de adminisracdo e a composi¢cdo da subastancia atuam
diretamente em seus efeitos (Reisdorph, Doenges, Leven et al., 2024).

Por outro lado, existem poucos estudos sobre a administragao oral aguda.
Uma pesquisa com administragcao vaporizada mostrou que os machos apresentaram
melhor desempenho em uma tarefa de atencao dividida e maiores concentragdes
plasmaticas de 11-COOH-THC em comparagdo as fémeas (Arkell, Kevin,
Vinckenbosch et al., 2022) que convertem mais As-THC em 11-OH-THC (Cooper,
Craft, 2018).

Diante disso, observa-se que 0 Ao-THC é metabolizado em (-)-11-hidroxi-A-
9-tetraidrocanabinol ((-)-11-OH-A-9-THC), um metabdlito ativo com alta capacidade
de atravessar a barreira hematoencefalica. Posteriormente, o 11-OH-THC pode ser
oxidado em (-)-11-nor-9-carboxi-A-9-tetraidrocanabinol (THC-COOH) (inativo) para
facilitar a sua excregao (Hassenberg, Clausen, Hoffmann et al., 2020).

Assim, esses estudos indicam que o 11-OH-THC apresenta maior afinidade
de ligacao ao receptor CB1 comparado ao As-THC, podendo manifestar efeitos
psicoativos de igual ou maior magnitude. Essa propriedade farmacoldgica explica
sua contribuicdo para as variagdes observadas na poténcia e persisténcia dos
efeitos, particularmente em administragdes orais, que produzem concentracdes
significativamente mais elevadas deste metabdlito ativo em relagcéo a via inalatéria
(Zagzoog, Halter, Jones et al., 2024).

Dessa maneira, as diferencas observadas entre os sexos podem ser
explicadas pelas maiores concentracdes cerebrais de 11-OH-THC nas fémeas, que
se correlacionam com respostas comportamentais mais pronunciadas (hipotermia e
catalepsia), conforme demonstrado nos testes comportamentais. Esses resultados
evidenciam uma distinta sensibilidade metabdlica e neurocomportamental
dependente do sexo (Wiley, Burston, 2014).

Dessa forma, sugere-se que as fémeas podem ser mais vulneraveis do que
os machos ao desenvolvimento de dependéncia apds exposi¢cao crénica aos

canabinoides, sendo necessarias outras investigacdes (Wakley, Wiley, Craft, 2014).
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Ademais, evidéncias demonstram que machos e fémeas apresentam
respostas diferentes a essa exposi¢ao, onde fémeas se mostram mais propensas a
apresentar alteragdes hormonais e na morfologia cerebral (Taylor, Nweke, Vincent
et al., 2023).

Conclui-se entdo que a escassez de evidéncias sobre a susceptibilidade das
fémeas frente a exposi¢cao aguda evidencia a necessidade de novos estudos como
esse, visando subsidiar a pratica clinica. Tais achados destacam a importancia da
inclusdo sistematica de variaveis sexuais nos protocolos pré-clinicos envolvendo
fitocanabinoides, com implicagdes diretas para a pesquisa clinica e no

desenvolvimento terapéutico.

5.1.2.2.2 Consumo de Agua, Ragio e Evolugio Ponderal

Tabela 11- Avaliagdo do consumo de agua e ragdo de camundongos Swiss fémeas

(n=2) tratadas com extrato de Cannabis rico em Ag-THC na dose de 300mg/kg.

CONSUMO Ag-THC 300 VEiCULO CONTROLE
Consumo agua (mL) 28,43+ 2,57 25,21+ 1,83 21,71+ 1,45
Consumo ragao (g) 11,86+0,82 13,79+ 0,65 13,50+ 0,70

N= 2 animais. Dados expressos como meédia * erro padrao da média.

Tabela 12- Avaliagdo da evolugao ponderal de camundongos Swiss fémeas (n=2)
tratadas com extrato de Cannabis rico em Cannabis rico em Aeo-THC na dose de
300mg/kg.

EVOLUGCAO PONDERAL Ae-THC
Tempo 0 26,33+ 2,40
Tempo 1 20,67+ 10,40
Tempo 2 22,33+ 11,20

Dados expressos como média * erro padrdo da média.

5.1.2.2.3 Parametros Hematoloégicos
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Tabela 13- Avaliacdo hematoldgica do sangue de camundongos Swiss fémeas (n=2)

tratadas com extrato de Cannabis rico em Ae-THC na dose de 300mg/kg.

HEMOGRAMA Ag-THC 300 VEICULO CONTROLE
HEMACIAS (milh/mm3) 6970 30,00 7350+ 70,00 7730+ 28,00
HEMATOCRITO (g/dl) 37,95+ 0,15 40,50+ 0,50 42,00+ 1,00
HEMOGLOBINA (%) 12,40+ 0,40 13,35+ 0,50 13,65+ 2,50
V.C.M (fL) 54,45+ 0,45 55,50+ 0,10 54,80+ 1,00
H.C.M (%) 17,70+ 0,70 18,15+ 0,25 17,50+ 0,30
C.H.C.M (pg) 32,60+ 0,90 32,70+ 0,40 32,00+ 0,00
LEUC. T. (mm?) 4,30+ 0,30 7,30+ 1,30 5,35+ 4,50
SEGMENTADOS 38,00+ 2,00 20,00+ 10,00 19,50+ 7,50
EOSINOFILOS 0 0 1,00+ 0,00
BASOFILOS 0 0 0
LINFOCITOS 62,00+ 2,00 80,00+ 10,00 79,50+ 7,50
MONOCITOS 0 0 0
PLAQUETAS (mm?) 719,50+ 45,00 859+ 11,10 1053+ 0,00

Volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina celular média (HCM), concentracao
meédia de hemoglobina corpuscular celular (CHCM). Dados expressos como média

* erro padrao da média.

5.1.2.2.4 Parametros Bioquimicos

Tabela 14- Avaliacdo bioquimica do sangue de camundongos Swiss fémeas (n=2)

tratadas com extrato de Cannabis rico em Ae-THC na dose de 300mg/kg.

TESTES Ag-THC 300 VEICULO CONTROLE
BlOoQuiMICOS

ALBUMINA g/dL 157,00+ 17,00 160,00+ 30,00 148,00+ 28,50
ALT U/L 63,00+ 5,00 84,50+ 7,50 92,50+ 0,50
AST U/L 67,50+ 7,50 59,50+ 6,50 58,00+ 6,00
COLESTEROL

mg/dL 96,50+ 11,50 90,00+ 8,00 112,00+ 12,00
GLICOSE mg/dL 221,00+ 39,00  355,50+20,50 339,00+ 53,00
HDL mg/dL 73,00+ 8,00 52,50+ 20,50 93,00+ 3,00
LDH mg/dL 1092,00+ 53,50 700,00+ 80,00  1034,00+ 42,00
LACTATO mg/dL 122,50+ 7,50 88,00+ 7,00 103,00 16,00
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TRIGLICERIDIOS
mg/dL 184,00+ 9,00 90,00+ 4,00 113,00+ 30,00
UREIA mg/dL 44 50+ 4,50 43,50+ 1,50 40,50+ 18,50

Alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FAL), lipoproteina de alta densidade (HDL), lactato desidrogenase (LDH).

Dados expressos como média * erro padrao da média.

5.1.2.2.5 Parametros Anatomopatolégicos

Tabela 15- Peso dos 6rgaos de camundongos Swiss fémeas (n=2) tratadas com

extrato de Cannabis rico em As-THC na dose de 300 mg/Kg.

PESO DOS Ao-THC VEiCULO CONTROLE
ORGAOS (g)

Coragao 0,18+ 0,01 0,15+ 0,02 0,13+ 0,00
Pulmao 0,53+ 0,05 0,24+ 0,02 0,23+ 0,03
Rim Direito 0,20+ 0,00 0,21 0,00 0,19+ 0,03
Rim Esquerdo 0,22+ 0,00 0,20+ 0,01 0,19+ 0,00
Baco 0,30+ 0,09* 0,14+ 0,01 0,12+ 0,02
Figado 2,58+ 0,05* 1,98+ 0,14 1,65+ 0,02
Estomago 0,80+ 0,05 0,74+ 0,06 0,58+ 0,01
Intestino 6,31+ 0,83* 2,11+ 0,08 1,61+ 0,19
Sistema

Reprodutivo 0,80+ 0,19 1,06+ 0,18 1,05+ 0,08

p*<0,05 em comparagao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como media + erro

padréo da meédia.
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Grafico 3- Peso em gramas do baco (A), figado (B) e intestino (C) de camundongos
Swiss fémeas (n=2). Grupo tratado com extrato de Cannabis rico em As-THC na dose

de 300 mg/Kg, grupo veiculo (6leo de milho) e grupo controle (solugéo salina).

Diante dos resultados, os dados sugerem um aumento do peso hepatico
(Gréfico 3B) esta diretamente associado ao metabolismo do Ag-THC em 11-OH-THC,
onde fémeas apresentam concentragdes plasmaticas e cerebrais desse metabdlito
7 vezes superiores a dos machos. Adicionalmente, a conversdo mediada por
microssomos hepaticos é duas vezes mais rapida em fémeas (Torrens, Roy, Lin et
al., 2022).

Sendo assim, esse metabolismo acelerado e diferencial favorece maior
exposicao ao metabdlito ativo e pode influenciar processos como inflamacao ou
crescimento hepatico (Torrens, Roy, Lin et al., 2022).

Por outro lado, uma revisao indica que o estrogénio regula positivamente a
expressao de CB1 e FAAH no figado, modificando o metabolismo de canabinoides
e potencialmente contribuindo para o aumento do peso hepatico (Forner-Piquer,
Giommi, Sella et al., 2024).

Diante do exposto, a maior taxa de conversédo, especialmente em fémeas,
gera niveis mais elevados de 11-OH-THC. Isso pode estimular respostas
inflamatérias ou promover crescimento celular em tecidos sensiveis como o figado e
baco (Wagner, 2016), o que provavelmente explica o aumento de peso nos dois
orgaos (grafico 3A e 3B).
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Posteriormente, em relagdo ao intestino, ndo ha estudos cientificos recentes
que demonstrem que o metabolismo do As.-THC em fémeas esteja diretamente
associado a um aumento de peso.

Ademais, um estudo recente demonstrou que o Ao-THC exerceu efeitos anti-
inflamatorios locais, promoveu a regeneragao epitelial e modulou a expressao de
marcadores como IL-6 e receptores CB2 em um modelo de dieta rica em frutose,
nao sendo observado aumento significativo no peso intestinal (Isildar, Beydogan,
Koyuturk, et al., 2024).

Em acréscimo, outro estudo identificou mudangas no metabolismo lipidico
intestinal e fecal, especialmente em vias como glicerofosfolipidios e biossintese de
acidos graxos, podendo estar relacionado ao metabolismo local do intestino, ainda
que néo trate diretamente do volume ou peso do érgéo (Oza, Becker, Gummadidala
et al., 2019).

Por fim, revisdes destacam que o SEC esta fortemente envolvido em diversas
fungdes intestinais, incluindo motilidade, permeabilidade e absor¢cado de nutrientes
(DiPatrizio, 2016; 2021), sendo necessario mais estudos que elucidem a atuagao

direta do Ae-THC na modulagao e consequente aumento de peso do intestino.

Tabela 16- Altura dos 6rgaos de camundongos Swiss fémeas (n=2) tratadas com

extrato de Cannabis rico em As-THC na dose de 300 mg/Kg.

ALTURA DOS Ag-THC VEICULO  CONTROLE
ORGAOS (cm)

Coragéo 0,90+ 0,00 0,85+ 0,05 0,90 0,01
Pulmio 1,35+ 0,50 1,25+ 0,05 1,30+ 0,00
Rim Direito 1,05+ 0,50 1,00+ 0,00 1,00+ 0,01
Rim Esquerdo 1,00+ 0,10 1,00 0,00 1,00+ 0,00
Bago 1,85+ 0,15 1,95+ 0,50 1,90+ 0,00
Figado 2,55+ 0,50 2,35 0,50 2,50+ 0,00
Estomago 1,45+ 0,50 1,40+ 0,00 1,45+ 0,15

Dados expressos como média * erro padrdo da média.

Tabela 17- Largura dos 6rgéos de camundongos Swiss fémeas (n=2) tratadas com
extrato de Cannabis rico em As-THC na dose de 300 mg/Kg.
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LARGURA DOS A-THC ~ VEICULO CONTROLE
ORGAOS (cm)

Coracao 0,45+0,50 0,50+0,00 0,50+ 0,00
Pulméo 1,00+0,00 0,95+0,50 1,10+0,00
Rim Direito 0,50+ 0,00 0,50+0,00 0,50+ 0,00
Rim Esquerdo 0,45+0,50 0,50+0,00 0,50+ 0,00
Baco 0,70+0,00 0,50+0,00 0,50+ 0,00
Figado 2,05¢0,50 2,00£0,00 2,10+0,00
Estémago 1,00£0,00 1,10+0,00 1,150,115

Dados expressos como média * erro padrdo da média.

300mg/kg

2000mg/kg M\

| ) . b i & .
Figura 14- Cortes histolégicos de 6rgaos de camundongos Swiss fémeas (n=2)
tratadas com extrato de Cannabis rico em Ao-THC nas concentra¢des 300 mg/Kg e
2000 mg/Kg. Cortes histologicos de coracéo (A e F), pulmao (B e G), figado (C e H),

rim (D e |) e bago (E e J) na objetiva de 10x, corados com HE.

Observa-se que nas condigdes experimentais avaliadas, o grupo tratado com
Ao-THC na dose de 300mg/kg apresentou preservacao morfologica de todos os
orgaos avaliados, com auséncia de alteragdes inflamatdrias, vasculares ou
degenerativas.

De igual forma, na dose de 2000mg/kg, o coragao, pulméo, figado e bago
exibiram morfologia preservada. No entanto, o rim, na dose de 2000mg/kg
apresentou células tubulares com citoplasma vacuolizado e nucleo central,
compativel com degeneragao hidrépica (cabeca da seta).

Esse achado indica que, ao microscopio, as células dos tubulos renais estao

inchadas e com acumulo anormal de liquido (vacuolos no citoplasma), mas ainda
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mantém seu nucleo na posicdo normal. Isso é caracteristico de degeneragéo
hidrépica, um tipo de lesao celular reversivel que ocorre quando os rins sofrem
agressao (Kiss, Hamar, 2016).

Em conclusdo, ndo ha evidéncias cientificas publicadas que associem a
administragdo oral de Ao-THC a degeneracéo hidropica. A analise histopatoldgica
isolada ndo é conclusiva, destacando-se a necessidade de complementar a
investigagdo com parametros funcionais e biomarcadores moleculares para

monitorar com precisdo essa possivel alteracéo.

5.2 CANABIDIOL (CBD)

5.2.1 Ensaios In Silico CBD

Em suma, os métodos de toxicologia computacional fornecem suporte critico
para o estabelecimento de parametros seguros de dosagem em pesquisas pre-
clinicas, permitindo a modelagem preditiva de valores de dose letal média (DL50).
Sendo assim, essas abordagens in silico facilitam uma sele¢do mais informada de
doses para experimentacado subsequente in vivo (Lane, Harris, Urbina et al., 2023).

Diante disso, ao se reduzir substancialmente a dependéncia de
experimentagcdo animal, essas metodologias computacionais apoiam diretamente e
promovem a implementacdo dos principios de Russell-Burch, amplamente
conhecidos como os 3Rs (Substituicdo, Reducdo e Refinamento) (Hemmerich &
Ecker, 2020). Essa abordagem diminui efetivamente o uso de animais, otimiza
protocolos experimentais e substitui testes animais por métodos alternativos como
modelagem in silico, garantindo assim padrdes éticos e a preservagao do bem-estar
animal (Clark, 2018).

Frente a esse contexto, a ferramenta ADMETsar (tabela 18) mostrou que a
substancia (CBD) apresentou alta absorgéao intestinal e grande probabilidade de ser
permeavel a Caco-2. Essa linhagem celular, Caco-2, se diferencia como enterdcitos
do intestino delgado, demonstrando que a absorgcdo provavelmente ocorre no
intestino (Brown, Funk, Figueroa et al., 2024).

Diante do exposto, isso pode estar relacionado ao fato de que o Sistema

Endocanabinoide desempenha um papel importante na regulagdo da atividade de
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neurdnios mioentéricos, da funcdo vagal e nervos simpaticos, bem como na
liberagdo de neuropeptideos gastrointestinais (grelina e colecistocinina-8) (Cristino
et al., 2020).

Em contrapartida, a analise computacional apresentou baixa probabilidade de
penetracdo na barreira hematoencefalica (BHE), o que contradiz os estudos,
enfatizando que as analises in silico devem ser utilizadas como predicdo e devem
ter seus resultados associados a estudos in vitro e in vivo.

Diante desse fato, estudos mostram que o CBD nao s6 ultrapassa a barreira
hematoencefalica devido a sua lipossolubilidade, como também pode modificar os
efeitos deletérios na barreira causados por citocinas inflamatérias, podendo
desempenhar um papel fundamental na melhora da sua disfungdo consequente a
isquemia, além de proteger a sua integridade (Calapai, Cardia, Sorbara et al., 2020).

Dessa maneira, os testes ADMETsar (tabela 18), ProTox (tabela 19) e PASS
Online (tabela 20) mostraram baixa probabilidade do composto ser substrato para o
citocromo CYP3A4 (ADMETsar), e probabilidade maior do composto ser substrato
para CYP2C9. Assim, para a ferramenta ADMETsar (tabela 18), o CYP2C9 tem 76%
de chance de nao ser substrato, enquanto que para o CYP2C19, apresenta 77% de
ser n&o inibidor.

Como citado anteriormente, esses resultados sugerem uma predigao, ja que
o CBD sofre metabolismo hepatico principalmente através das isoenzimas CYP2C19
e CYP3A4, com envolvimento adicional de CYP1A1, CYP1A2, CYP2C9 e CYP2D6
(Lucas, Galettis, Schneider, 2018).

Em decorréncia disso, essas diferencas de ativacao/inibicdo podem afetar o
metabolismo de farmacos mediado por esses CYPs (Zendulka, Dovrtelova, Noskova
et al., 2016). O CBD é conhecido por inibir varias enzimas do citocromo P450 e de
certos transportadores de efluxo, o que pode levar a interagbes farmaco-farmaco
(Gingrich, Choudhuri, Cournoyer et al., 2023).

Sendo assim, um estudo de 2023 (Bansal, Zamarripa, Spindle e
colaboradores) avaliou quantitativamente as potenciais interagdes farmacocinéticas
entre fitocanabinoides e medicamentos em 18 adultos saudaveis, e evidenciou que
os individuos que receberam coquetel de citocromo P450 (CYP) + CBD + Ag-THC
inibiu a atividade de CYP2C19 > CYP2C9 > CYP3A > CYP1A2 (mas nédo de
CYP2D6) enquanto quem recebeu o coquetel de CYP450 e s6 Ago-THC né&o inibiu
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nenhum dos CYPs, evidenciando a importancia das predi¢oes in silico para a escolha
dos alvos e confirmando a interacéo entre CBD e Ao-THC.

No entanto, existem dados limitados sobre a atividade farmacocinética dos
metabolitos do CBD em humanos (Lucas, Galettis, Schneider, 2018), sendo
necessarios mais estudos in vivo para elucidar essas interligacoes.

Esses resultados podem ser usados para orientar o ajuste de dose de
medicamentos consumidos concomitantemente com produtos de Cannabis
(Yamaori, Kinugasa, Jiang et al., 2015).

Outro resultado relevante é a alta probabilidade do composto apresentar
imunotoxicidade, demonstrado pela ferramenta PROTOX (tabela 19). Dessa
maneira, estudos demonstram em testes in vitro e in vivo, que o CBD apresentou
efeitos imunotéxicos relevantes (Huestis, Solimini, Pichin et al., 2019), inibindo
amplamente fungdes da imunidade inata em modelos in vivo, como producéo de
citocinas e recrutamento celular (Martini, Gemma, Ferrari et al., 2023).

Além disso, outro estudo revela resultados divergentes, embora o CBD tenha
mostrado efeitos imunossupressores em doencgas inflamatérias (como doenga
inflamatadria intestinal, artrite reumatoide e disturbios neurodegenerativos), também
apresentou propriedades protetoras contra infecgdes virais, como a COVID-19 (Aziz,
Nguyen, Oumeslakht et al., 2023). No entanto, é crucial destacar que esses achados
referem-se ao CBD sintético isolado, o que confirma o resultado in silico. Estudos
futuros devem avaliar extratos que contém outros fitocanabinoides e compostos
naturais capazes de agir em conjunto, potencializando seus efeitos.

Adicionalmente, os resultados do PASS Online (tabela 20) evidenciaram 85%
de chance do CBD apresentar atividade antieczematica, isto €, a sua capacidade de
reduzir ou prevenir os sintomas de eczema, como inflamacédo, prurido e
comprometimento da barreira cutanea (Baswan, Klosner, Glynn et al., 2020).

Em sintese, um conjunto de evidéncias nao-clinicas, demonstrou que o CBD
reduziu significativamente o prurido em pacientes com dermatite atopica (Chaoul,
Palazzo, Cinquantasei et al., 2024), e reduziu significativamente a dermatite, de
forma mais eficaz que a hidrocortisona (Wolinska, Zalewska, Poznanski et al., 2025).

Assim, esses achados indicam que a utilizacdo topica do CBD pode
apresentar potencial terapéutico no manejo de disturbios cutaneos, incluindo

eczema, psoriase, prurido e processos inflamatérios cutaneos. Porém a eficacia
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clinica e a elucidagado dos mecanismos moleculares envolvidos nao foram totalmente
identificados.

Outro resultado demonstrou 71% de probabilidade da molécula ser um fator
estimulante transcricional de NF-kappa B (tabela 20), embora alguns estudos
sugiram o contrario. Diante desse fato, o CBD inibe a sinalizagdo do NF-kB e IFN-f3,
prevenindo a degradacgéao de IkB, reduzindo assim a ativagao e translocagao do NF-
kB, o que subsequentemente bloqueia a tradu¢ao de varias proteinas inflamatdrias,
incluindo a montagem do inflamassoma NLRP-3 e a produgéao resultante de citocinas
pro-inflamatérias (Naya, Kelly, Corna et al., 2024).

Em paralelo a esses efeitos, todos os testes mostraram baixo risco
significativo de toxicidade, com a substancia categorizada na Classe |V de toxicidade
prevista (500 mg/kg DL50) (tabela 19), e classificada na Classe Il de toxicidade
aguda oral (2,696 mol/kg) (tabela 18) de acordo com a classificagdo GHS.

Esses dados de baixa toxicidade sao parcialmente corroborados por
evidéncias ndo experimentais, onde a DL50 oral do CBD em ratos foi estimada em
980 mg/kg por uma plataforma online. Essa empresa é especializada no
desenvolvimento de reagentes para pesquisas em biologia celular e molecular, que
com ferramentas digitais, calcula a IC50 e DL50 de compostos, disponivel online.
(AAT Bioquest, 2025).

Adicionalmente, em camundongos, doses unicas de 2460 mg/kg induziram
hepatotoxicidade evidente, enquanto concentracbées menores (246—738 mg/kg)
aumentaram apenas a razao peso-figado/corpo (Ewing, Skinner, Quick et al. 2019).
Em contraste, estudos de doses repetidas (até 150 mg/kg/dia por 90 dias) nao
relataram efeitos adversos significativos, com alteragdes histopatoldgicas reversiveis
no figado e adrenais apos 28 dias de descontinuagdo (Henderson, Lefever, Heintz
et al., 2023).

Ja em estudos clinicos foram observados que, embora o CBD seja geralmente
bem tolerado, foram reportadas altera¢des hepaticas (Huestis et al., 2019) e efeitos
sobre o sistema reprodutivo (Gingrich et al., 2023), Os dados sugerem que o perfil
toxicolégico do CBD apresenta questdes relevantes de segurancga, destacando a
necessidade de investigagcdes adicionais sobre as composi¢des variadas de
canabinoides, fitocanabinoides e analogos.
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5.2.1.1 AdmetSAR CBD

Tabela 18- Parametros farmacocinéticos e toxicolégicos (ADMET — Absorcgao,
Distribuigdo, Metabolismo, Excreg¢ao e Toxicidade) do canabidiol (C21H3002).

Modelo Resultado Probabilidade
Absorgao
Barreira Hematoencefalica BBB+ 0,6597
Absorcéo Intestinal Humana HIA+ 0,9937
Permeabilidade Caco-2 Caco2+ 0,7346
Substrato da P-glicoproteina Substrato 0,7090
Inibidor da P-glicoproteina Inibidor 0,8388
Nao inibidor 0,7266
Distribuicao
Localizagao Subcelular Mitocondria 0,6845
Metabolismo
Substrato do CYP450 2C9 N&o substrato 0,7692
Substrato do CYP450 2D6 N&o substrato 0,8362
Substrato do CYP450 3A4 Substrato 0,6359
Inibidor do CYP450 2C9 Inibidor 0,5679
Inibidor do CYP450 1A2 Inibidor 0,8010
Inibidor do CYP450 2D6 Nao inibidor 0,7333
Inibidor do CYP450 2C19 Nao inibidor 0,7725
Excregao
Toxicidade
Toxicidade AMES Nao téxico (AMES) 0,9291
Carcindgenos N&o carcinégenos 0,7681
Toxicidade em Peixes Alta toxicidade (FHMT) 0,9979
Toxicidade em Tetrahymena pyriformis  Alta toxicidade (TPT) 0,9987
Toxicidade em Abelhas Alta toxicidade (HBT) 0,7372
Biodegradacgéao N&o biodegradavel 0,9651
Toxicidade Oral Aguda Classe lll 0,5953
Absorgao
Solubilidade Aquosa -4,1012 LogS
Permeabilidade Caco-2 1,5625 LogPapp, cm/s
Toxicidade
Toxicidade Aguda em Ratos 2,5031 LDs,, mol/kg
Toxicidade em Peixes 0,0641 pLCso, mg/L
Toxicidade em Tetrahymena pyriformis 1,9076 plGCsy, pg/L

Fonte: Dados da autora em colaboracdo com o prof. Dr. Abrahdo Alves de Oliveira

Filho, 2023. Resultado considerado: acima de 70% de probabilidade.

5.2.1.2 ProTox CBD
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Tabela 19- Resultados da predigédo de toxicidade oral (PROTOX) para o canabidiol

(C21H3002).
Categoria Alvo Biologico Predigdo Probabilidade
Pontos finais de toxic Imunotoxicidade Ativo 0,93
Resposta ao estresse Potencial de Membrana Ativo 0,83
(Tox21) Mitocondrial
Toxicidade organica Toxicidade respiratoria Ativo 0,50
Pontos finais de toxic Barreira hematoencefalica Ativo 0,56
Pontos finais de toxic Ecotoxicidade Ativo 0,55
Metabolismo CYP2C9 Ativo 0,69
Metabolismo CYP3A4 Ativo 0,52
Dose Letal (LD50) 500 mg/kg -
Classificagcio de Classe IV -

Toxicidade

Fonte: Dados da autora em colaboragdo com o Prof. Dra. Micheline Freire Donato,
2023. Resultado considerado: acima de 70% de probabilidade.

5.2.1.3 PassOnline CBD

Tabela 20- Predigdo dos Espectros de Atividade (PASS) do canabidiol.

Pa

Pi

Atividade

0,915

0,009

Substrato do CYP2C12

0,849

0,010

Antieczematico

0,797

0,010

Substrato do CYP2C

0,788

0,007

Substrato do CYP2C9

0,757

0,005

Carminativo

0,714

0,004

Estimulante do fator de transcrigdo NF-kappa B

0,714

0,004

Estimulante de fator de transcrigédo

0,712

0,004

Anti-helmintico

0,709

0,065

Inibidor da ubiquinol-citocromo-c redutase

0,701

0,031

Excitabilidade

Fonte: Dados da autora em colaboragcdo com o Prof. Dra. Micheline Freire Donato,
2023. Pa- probabiliidade de ser ativo. Pi- probabilidade de ser inativo. Resultado
considerado: probabilidade Pa>0,7.

5.2.2 Ensaio toxicoldgico agudo (extrato integral rico em CBD)

5.2.2.1 MACHOS

5.2.2.1.1 Triagem farmacolégica
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Quadro 5- Avaliacdo dos efeitos comportamentais poés-administracdo em
camundongos Swiss machos (n=3) tratados com extrato de Cannabis rico em CBD

na dose de 2000 mg/Kg.

Camundongo 1 Camundongo 2 Camundongo 3
Tempo 300 60" 120" 30" 60 1200 30" 60 120°
Catatonia X X
Perda do reflexo auricular X X X X X X
Perda do reflexo corneal X X X X X
Perda de forga para garrar X X X X X
Dimunuigao do movimento de X X X X X X

vibrigas

Os efeitos depressores sobre o SNC nos intervalos de 30, 60 € 120 minutos
pos-administracdo, comecaram, em sua maioria, 60 minutos apos a administracao,
diferentemente dos efeitos do extrato rico em Ag-THC. Poucos foram os efeitos do
extrato rico em CBD quando comparados ao grupo tratado com Ag-THC.

Isso pode estar correlacionado ao fato de que canabidiol pode inibir a
sinalizacao intracelular dependente de Ag.THC (Laprairie, Bagher, Kelly et al., 2016)
e atenuar a paranoia e os déficits de memoéria induzidos por Ae-THC em humanos.

De certo, o CBD atua como modulador alostérico negativo do receptor CB1,
interferindo na sinalizacao retrégrada endocanabinoide e reduzindo a supressao de
excitacao mediada pelo Ae-THC ou endocanabinoides naturais (Straiker, Dvorakova,
Zimmowitch et al., 2018), o que explica os poucos efeitos depressores no SNC.

Além disso, o CBD pode atuar como agonista em canais como TRPV1 e
receptores 5-HT;A, contribuindo para seus efeitos ansioliticos, antipsicoéticos e
neuroprotetores (De Almeida, Devi, 2020).

Em consonancia com os resultados apresentados, uma meta-analise de 2024
examinou os efeitos agudos do CBD em desempenho cognitivo e psicomotor,
concluindo que o CBD causou apenas um pequeno aumento na sedacao subjetiva,
sem impacto significativo em testes de desempenho (Lo, Christiansen, Strickland et
al., 2024).

Assim, um aspecto relevante a se considerar € a complexa composicao
quimica da Cannabis, que engloba, além de diversos fitocanabinoides, multiplos
compostos bioativos. Essa sinergia farmacologica demanda uma abordagem
metodolégica que avalie tanto os efeitos individuais quanto as interacdes

moleculares entre esses componentes, particularmente considerando a capacidade
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modulatéria do CBD sobre os efeitos do Ae-THC (Laprairie, Bagher, Kelly et al.,
2016).

5.2.2.1.2 Consumo de Agua, Racao e Evolugao Ponderal

Tabela 21- Avaliacdo do consumo de agua e racdo de camundongos Swiss machos

(n=3) tratados com extrato Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

CONSUMO CBD VEICULO CONTROLE
Consumo agua (mL) 30,43+2,91 32,00+ 2,3 29,50+2,0
Consumo ragao (g) 15,93%1,76* 19,07+ 0,84 19,86+0,6

p*<0,05 em comparacao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo
teste de comparag¢des multiplas de Dunnett. Dados expressos como média + erro

padrao da média.
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Grafico 4- Consumo de racdo de camundongos Swiss machos (n=3) tratados com
extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg, grupo veiculo (6leo de
milho) e grupo controle (solugao salina). p*<0,05.

Tabela 22- Avaliacao da evolucdo ponderal de camundongos Swiss machos (n=3)

tratados com extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

EVOLUCAO CcBD VEICULO CONTROLE
PONDERAL
Tempo 0 36,00+ 1,00 34,00+ 2,08 36,33+ 0,88
Tempo 1 34,67+ 1,20 34,00+ 1,73 39,00+ 1,52

Tempo 2 37,33+ 0,88 36,33+ 2,96 41,33+ 1,85
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Dados expressos como média * erro padrdo da média.

Estudos apontam que o CBD pode diminuir a ingestdo de alimentos e
promover reducdo do ganho de peso em ratos via mecanismos relacionados ao
receptor CB2 e modulagao negativa de receptores CB1 no hipotalamo (Pinto, Martel,
2022).

Ja em administracbes agudas, o CBD pode provocar uma redugéo
significativa no consumo de alimento nas primeiras horas ou dias, a depender do
experimento, ndo alterando o consumo total de energia (Ignatowska-Jankowska,
Jankowski, Torczynska et al., 2011), como pode ser visto na analise da evolugao
ponderal sem diferengas estatisticas.

Adicionalmente, evidéncias clinicas demonstram que a inalagcao de Cannabis
com alto teor de CBD induz maior saciedade e redugdo do desejo alimentar em
individuos saudaveis, enquanto em populagdes pediatricas com sindromes
epilépticas (Dravet e Lennox-Gastaut), o CBD oral apresenta frequente reducao de
apetite como efeito adverso relevante (Pinto, Martel, 2022).

Dessa forma, o efeito anorexigeno do CBD foi discutido previamente, e
pesquisas confirmam que o CBD reduziu a ingestao alimentar total em ratos,
especialmente ao comparar moléculas como o canabidiol, canabinol e canabigerol
(Farrimond, Whalley, Williams, 2012), confirmando os resultados obtidos.

Para concluir, os achados sugerem que o CBD exerce efeitos anorexigenos,
particularmente em condi¢cdes metabdlicas sensiveis como obesidade. Esses efeitos
parecem ser mediados pela ativagdo de receptores endocanabinoides
(especialmente CB2) e modulagdo de vias orexigénicas (Pinto, Martel, 2022),

embora 0os mecanismos exatos necessitem de investigagdo mais aprofundada.

5.2.2.1.3 Parametros Hematoloégicos

Tabela 23- Avaliagdo hematolégica do sangue camundongos Swiss machos (n=3)

tratados com extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

HEMOGRAMA CBD VEICULO CONTROLE
HEMACIAS 8080+ 253,20 8193+ 257,30 8293+ 389,70
(milh/mm?)

HEMATOCRITO 43,67+ 1,67 44,67+ 1,45 44,67+2,03

(g/dI)
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HEMOGLOBINA 13,73+ 0,26 14,10+ 0,47 14,27+0,54
(%)

V.C.M (fL) 54,70+ 0,49 55,47+ 0,53 54,6310,24
H.C.M (%) 16,93+ 0,22 17,03+ 0,06 17,20+0,26
C.H.C.M (pg) 31,07+ 0,49 31,00+ 0,15 31,3710,34
LEUC. T. (mm?®) 3,63t 0,55* 8,43t 2,15 6,00+0,88
SEGMENTADOS 19,00+ 2,08 17,00+ 7,81 13,33+0,88
EOSINOFILOS 1,33+ 0,67 0,33+0,33 1,66+1,20
BASOFILOS 0 0 0
LINFOCITOS 78,00+ 3,78 82,00+ 7,81 85,00+2,08
MONOCITOS 0 0 0
PLAQUETAS 986+74,50 1053+ 48,45 1070445,73
(mm?)

Volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina celular média (HCM), concentracao
média de hemoglobina corpuscular celular (CHCM). p*<0,05 em comparacédo ao
grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo teste de comparacdes multiplas

de Dunnett. Dados expressos como média + erro padrao da média.

Leucocitos Totais
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Grafico 5- Leucocitos totais de camundongos Swiss machos (n=3) tratados com
extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg, grupo veiculo (6leo de

milho) e grupo controle (solucao salina). p*<0,05.

Conforme demonstrado anteriormente o o6leo de milho exibe efeitos
inflamatorios (Gokulan, Kumar, Lahiani et al., 2021), evidenciados pelo aumento
significativo de leucécitos no grupo veiculo, marcador consistente para estes

processos.
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De modo geral, leucdcitos (como neutréfilos e macréofagos) iniciam o processo
inflamatério, enquanto diferentes subtipos (mono e linfécitos) participam da
resolu¢cao e da manutencao da resposta inflamatéria cronica (Filep, 2021). Logo,
camundongos tratados com o6leo de milho apresentam contagem de leucocitos um
pouco mais elevada (Hubbard, Chen, Boyd, 2017), corroborando com os resultados
deste estudo.

Em contrapartida, animais que receberam o extrato rico em CBD
apresentaram uma redugdo significativa no numero de leucécitos. Um estudo
administrou CBD a 5 mg/kg, causando uma reducao significativa no numero total de
leucdcitos, especialmente nas subpopulagdes de linfécitos T e B, bem como em
células T auxiliares e T citotoxicas (Ignatowska-Jankowskadankowski, Glac,
Swiergel, 2009), confirmando os dados obtidos.

Porém, relatos na literatura sobre a leucopenia causada pelo CBD, além de
escassos, nao definem se essa diminuicao de leucdcitos afeta somente machos, ja
que fémeas nao apresentam tal diferenca significativa (tabela 30).

Algumas evidéncias mostram que CBD pode alterar a viabilidade e fung¢ao de
neutrofilos, sugerindo um possivel papel imunossupressor, o que poderia promover
um eventual estado de indefesa durante o tratamento crénico (Gémez, Lairion,
Repetto, Ettcheto et al., 2021), indicando a necessidade de abordagens

experimentais mais robustas para o esclarecimento destes resultados.

5.2.2.1.4 Parametros Bioquimicos

Tabela 24- Avaliacdo bioquimica do sangue camundongos Swiss machos (n=3)

tratados com extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

TESTES CBD VEICULO CONTROLE
BIOQUIMICOS

ALBUMINA g/dL 2,62+ 0,12 2,55+ 0,08 2,61+ 0,15

ALT U/L 32,33+ 0,67 46,33+ 17,38 33,67+5,17

AST U/L 77,00+ 3,51 90,33+ 13,17 128,0+ 17,04
COLESTEROL 119,70+ 3,84 133,3+ 9,26 125,0+ 8,96
mg/dL

FOSFATASE AL. 224,00+2,64 240,0+ 32,13 200,7+ 14,11
UL

GLICOSE mg/dL 426,7+ 68,23 393,7+ 12,57 473,7+ 32,31
HDL mg/dL 87,00+ 2,00 103,3+ 2,40 98,00+ 5,29
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LDH mg/dL 556,00+ 48,91 579,0+ 101,0 803,3+ 23,38
LACTATO 86,00+ 11,02 76,33+ 25,90 54,33+ 3,48
mg/dL
TRIGLICER. 161,00+ 34,60 131,0+£ 42,00 119,31 23,97
mg/dL
UREIA mg/dL 82,33+ 11,70 107,0+£ 7,55 104,0+ 3,60

Alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FAL), lipoproteina de alta densidade (HDL), lactato desidrogenase (LDH).

Dados expressos como média * erro padrao da média.

Alguns resultados sem diferenga estatistica chamam atenc&o em relagéo ao
grupo controle (solugéo salina). O aumento da enzima aspartato aminotransferase
(AST) e da lipoproteina de alta densidade (LDH) sugerem estresse metabdlico
intenso.

A escolha de camundongos (Mus musculus) como modelos experimentais €
amplamente respaldada por sua notavel similaridade genética e fisiolégica com
humanos. Estima-se que aproximadamente 90% dos genes humanos possuem
homologos funcionais no genoma murino, incluindo cerca de 15.000 genes
conservados envolvidos em processos biologicos essenciais. Além disso, a
existéncia de linhagens isogénicas (como os camundongos BALB/c e C57BL/6) e a
facilidade de manipulagcédo genética (via CRISPR-Cas9, por exemplo) reforcam sua
utilidade na modelagem de doengas e no teste de intervengdes terapéuticas
(Ruberte, Schofield, Sundberg et al., 2023).

Ainda sim, camundongos sao altamente sensiveis ao estresse induzido por
manejo inadequado (Ghosal, Nunley, Mahbod, 2015) e protocolos de jejum rigidos
ou irregulares podem levar a alteragbes nas enzimas bioquimicas, estresse
metabdlico e inflamagao, afetando negativamente o metabolismo da glicose (Lee,
Lee, Jun, 2018), como constatado em todos os grupos neste experimento.

Dessa maneira, o ideal € que se faca manejo nao aversivo para reduzir o
estresse e melhorar os desfechos metabdlicos (Ghosal, Nunley, Mahbod, 2015),
além de manter o jejum em até 6horas, sendo o mais recomendado para
proporcionar a consisténcia metabdlica e minimizar o estresse experimental. Jejuns
mais prolongados podem gerar efeitos metabdlicos excessivos e de dificil controle
(Fu, Liu, Li et al., 2024).
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Tabela 25- Peso dos 6rgaos de camundongos Swiss machos (n=3) tratados com

extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

F"ESO" DOS CBD VEICULO CONTROLE
ORGAOS (g)

Coragao 0,16+ 0,00 0,17+ 0,02 0,16+ 0,01
Pulmao 0,24+ 0,02 0,24+ 0,02 0,24+ 0,02
Rim Direito 0,24+ 0,00 0,24+ 0,03 0,25+ 0,02
Rim Esquerdo 0,23+ 0,00 0,26+ 0,01 0,25+ 0,03
Bago 0,11+ 0,00 0,13+ 0,01 0,11+ 0,01
Figado 2,13+ 0,05 2,25+ 0,20 2,08+ 0,17
Estomago 0,71+ 0,02 0,71+ 0,06 0,65+0,07
Intestino 2,05+ 0,16 1,98+ 0,20 1,86+ 0,15
Sistema 2,34+ 0,10 1,86% 0,09* 2,68+ 0,31
Reprodutivo

p*<0,05 em comparacao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo

teste de comparacdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como média + erro

padréo da média.
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Grafico 6- Peso do sistema reprodutor em gramas de camundongos Swiss machos

(n=3). Grupo tratado com extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg,

grupo veiculo (6leo de milho) e grupo controle (solucao salina). p*<0,05.

O grupo veiculo (6leo de milho) apresentou reducao significativa no peso do

sistema reprodutor quando comparado tanto ao grupo tratado com extrato de

Cannabis rico em Ag-THC quanto ao grupo tratado com extrato rico em CBD
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(p<0,05). Estes resultados corroboram a hipotese anteriormente discutida de que o
veiculo utilizado pode induzir efeitos inflamatérios que comprometem o
desenvolvimento do sistema reprodutor dos animais (Gokulan, Kumar, Lahiani et al.,
2021).

Tabela 26- Altura dos 6rgaos de camundongos Swiss machos (n=3) tratados com

extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

ALTURA DOS CBD VEiCULO CONTROLE
ORGAOS (cm)

Coragao 0,90+ 0,06 0,93+ 0,03 0,83+ 0,03
Pulmao 1,47£0,03*  1,26£0,03 1,23+ 0,03
Rim Direito 1,10+ 0,00 1,03 0,07 1,06+ 0,03
Rim Esquerdo 1,13+ 0,03 1,17+ 0,03 1,13+ 0,03
Bago 1,567+ 0,03  1,83% 0,09 1,60+ 0,00
Figado 2,43+0,03 2,43+ 0,03 2,37+ 0,07
Estémago 1,60£0,00* 1,47+ 0,03 1,40+ 0,06

p*<0,05 em comparagao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como meédia + erro

padrao da meédia.

Grafico 7- Altura em centimetros do pulmao (A), baco (B) e estdbmago (C) de
camundongos Swiss machos (n=3). Grupo tratado com extrato de Cannabis rico em
CBD na dose de 2000 mg/Kg, grupo veiculo (6leo de milho) e grupo controle (solugéo

salina). p*<0,05.



105

O aumento significativo na altura do bago observado no grupo veiculo (6leo
de milho) (grafico 7B) corrobora os achados anteriores, sugerindo um processo
inflamatério sistémico induzido pelo veiculo. Este resultado esta em concordancia
com a hipétese previamente estabelecida sobre os efeitos pro-inflamatorios do dleo
de milho no modelo experimental.

Estudos que comparam os efeitos do 6leo de milho e azeite de oliva
constataram um aumento na concentracido de ferro no bacgo, além de aumento de
calcio no figado e bago. Alteracbes no conteudo mineral sugerem respostas
metabdlicas/inflamatorias que podem preceder alteragdes estruturais como as
observadas neste experimento (Milin, Domitrovi¢, Tota et al., 2001). Contudo, a
relacdo causal direta entre estas alteracbes bioquimicas e as manifestagdes
histopatoldgicas requer investigacdo mais aprofundada.

Adicionalmente, o grupo tratado (CBD 2000mg/kg) apresentou maior altura
pulmonar (grafico 7A) e maior altura estomacal (grafico 7C) quando comparado aos
outros grupos.

A literatura documenta as propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes dos
fitocanabinoides, particularmente do CBD (Kicman, Toczek, 2020).

Estudos experimentais demonstram a capacidade do CBD em modular a
resposta inflamatéria pulmonar, com reducgado significativa de citocinas pro-
inflamatérias (IL-6, TNF-a) tanto no tecido pulmonar quanto em modelos de leséo
pulmonar aguda (Ribeiro, Almeida, Costola-de-Souza et al. 2014).

Deste modo, o aumento da area pulmonar pode estar associada ao efeito
vasorrelaxante nos vasos pulmonares que o CBD pode causar (Krzyzewska,
Baranowska-Kuczko, Jastrzab et al., 2022).

Paralalemente, foi identificado um aumento na altura gastrica no grupo tratado
com CBD (grafico 7C) que possivelmente pode estar associado a uma menor
ingestao alimentar durante o periodo experimental. Porém, ndo foram encontradas

evidéncias na literatura que correlacionem diretamente esses dois parametros.

Tabela 27- Largura dos 6rgaos de camundongos Swiss machos (n=3) tratados com

extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

LARGURA DOS CBD VEICULO CONTROLE
ORGAOS (cm)




Coracéao 0,53+0,03 0,53x0,03 0,47+0,03
Pulméo 0,97+0,03 0,90+0,00 0,93+0,03
Rim Direito 0,63+0,03 0,57+0,03 0,57+ 0,03
Rim Esquerdo 0,57+0,07 0,60+0,00 0,57+ 0,03
Baco 0,43+0,03 0,470,083 0,40+ 0,00
Figado 2,00+0,06 2,10+0,00 2,00+ 0,06
Estémago 1,00+ 0,06 1,00+0,00 0,97+ 0,03

Dados expressos como média * erro padrdo da média.

5.2.2.1.6 Parametros Histopatolégicos
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Figura 15- Cortes histolégicos dos 6rgaos de camundongos Swiss machos (n=3)

tratados com extrato de Cannabis rico em CBD e 6leo de milho.

Cortes histologicos de coragao (A e E), pulméo (B e F), figado (C e G) e colon (D e
H) na objetiva de 10x, corados com HE. Sendo A, B, Ce D grupoCBD e E, F, G, H

grupo 6leo de milho.

Observa-se que nas condigdes experimentais avaliadas, substancia e controle

veiculo, ha preservacao morfolégica de todos os érgaos avaliados, com auséncia

de alteracdes inflamatdrias, vasculares ou degenerativas.

5.2.2.2 FEMEAS
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5.2.2.2.1 Triagem Farmacoldgica

Quadro 6- Avaliacdo dos efeitos comportamentais poés-administracdo em
camundongos Swiss fémeas (n=3) tratadas com extrato de Cannabis rico em CBD

na dose de 2000 mg/Kg.

Camundongo 1 Camundongo 2 Camundongo 3
Tempo 300 60" 120" 30" 60 1200 30" 60 120°
Perda do reflexo auricular X X X X X
Perda do reflexo corneal X X X
Perda de forga para garrar X X

Dimunuigao do movimento de X X X X X X X X X
vibrigas

Os efeitos depressores sobre o SNC apresentaram inicio de acdao em 30
minutos pos-administracao, com persisténcia nos intervalos subsequentes de 60 e
120 minutos, seguidos de completa remisséo apés este periodo. Contudo, o extrato
rico em CBD demonstrou efeitos significativamente menores quando comparado ao
grupo tratado com Ag-THC.

Curiosamente, as fémeas apresentaram menos efeitos depressores quando
comparado aos machos, com menos perda de reflexo corneal e auricular e quase
nenhuma perda de forca para agarrar. Buscando correlacdes na literatura, foi
evidenciado que as fémeas metabolizam o CBD em formas inativas com maior
eficacia ao longo do tempo (MacNair, Kulpa, Hill, et al,. 2024). Esse metabolismo
diferencial poderia explicar a menor intensidade dos efeitos comportamentais
observados.

Adicionalmente, uma revisao demonstrou que fémeas apresentam maiores
concentracdes plasmaticas e hepaticas de CBD, além de acumularem, a nivel
tecidual, mais CBD no figado (Matheson, Bourgault, Le Foll, 2022). Este perfil de
distribuicao diferenciado pode explicar as discretas elevacdes nos niveis das
enzimas hepaticas ALT e AST observadas, embora tais variacbes tenham

permanecido dentro dos limites sem apresentar diferenca estatistica.

5.2.2.2.2 Consumo de Agua, Racao e Evolugao Ponderal
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Tabela 28- Avaliacao do consumo de agua e racao de camundongos Swiss fémeas

(n=3) tratadas com extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

CONSUMO CcBD VEICULO CONTROLE
Consumo agua (mL)  32,64+2,53 37,86+ 2,72 32,57+2,21
Consumo ragao (g) 16,57%1,30* 20,64+1,00 20,29+1,04

p*<0,05 em comparacao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo
teste de comparacdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como média + erro
padréo da média.
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Grafico 8- Consumo de racdo de camundongos Swiss fémeas (n=3) tratadas com
extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg, grupo veiculo (6leo de

milho) e grupo controle (solucao salina). p*<0,05.

Embora o efeito anorexigeno do CBD tenha sido consistentemente
documentado neste estudo, persiste uma lacuna significativa na literatura quanto a
possivel base molecular deste fenébmeno. Um estudo in vitro focado em células
hipotalamicas descreve que o CBD inibe a expressao do neuropeptideo Y (NPY),
envolvido na regulacdo do apetite, e atua como modulador alostérico negativo do
receptor CB1, sugerindo um mecanismo de acdo. Além de modular aminas
biogénicas, como serotonina (5-HT) e norepinefrina (NE), fortalecendo a hipotese de
reducdo do apetite via mecanismos centrais (Di Giacomo, Chiavaroli, Orlando et al.,
2020).
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Tabela 29- Avaliacdo da evolucdo ponderal de camundongos Swiss fémeas (n=3)

tratadas com extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

EVOLUCAO PONDERAL CcBD VEICULO CONTROLE
Tempo 0 31,67+1,76 39,00+1,52 34,00+2,08
Tempo 1 32,00+0,57 31,67+1,33 34,00+1,73
Tempo 2 33,67+0,88 31,33%0,88* 38,00+2,08

p*<0,05 em comparacao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo
teste de comparacdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como média + erro

padréo da média.
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Grafico 9- Evolugdo ponderal de camundongos Swiss fémeas (n=3) tratadas com
extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg, grupo veiculo (6leo de

milho) e grupo controle (solucéo salina). p*<0,05.

5.2.2.2.3 Parametros Hematolégicos

Tabela 30- Avaliacao hematologica do sangue de camundongos Swiss fémeas (n=3)

tratadas com extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

HEMOGRAMA CcBD VEICULO CONTROLE
HEMACIAS (milh/mm?®) 7020+ 46,18 7350+ 70,00 7730+ 28,00
HEMATOCRITO (g/dl) 38,50+ 0,29 40,50+ 0,50 42,00+ 1,00
HEMOGLOBINA (%) 12,80+ 0,00 13,35+ 0,50 13,55+ 2,50
V.C.M (fL) 55,45+ 0,32 55,50+ 0,10 54,80+ 1,00
H.C.M (%) 18,20+ 0,12 18,15+ 0,25 17,50+ 0,30
C.H.C.M (pg) 32,75+ 0,43 32,70+ 0,40 32,00+ 0,00
LEUC. T. (mm?®) 5,10+ 6,35 5,35+ 4,50 7,30+ 1,30
SEGMENTADOS 21,00+ 0,00 20,00+ 10,00 19,50+ 7,50
EOSINOFILOS 2,50+ 0,29 0 1,00+ 0,00
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BASOFILOS 0 0 0
LINFOCITOS 75,00+ 1,16 80,00+ 10,00 79,50+ 7,50
MONOCITOS 0 0
PLAQUETAS (mm?3) 778,00+ 31,18 859+ 11,10 1053+ 0,00

Volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina celular média (HCM), concentracao

média de hemoglobina corpuscular celular (CHCM). Dados expressos como média

* erro padrao da média.

5.2.2.2.4 Parametros Bioquimicos

Tabela 31- Avaliagcao bioquimica do sangue de camundongos Swiss fémeas (n=3)

tratadas com extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

TESTES CBD VEIiCULO CONTROLE

BIOQUIMICOS

ALBUMINA g/dL 174,67+ 6,17  161,67+21,07 160,00+ 17,32
ALT U/L 133,33+ 9,53 81,33+ 5,36 94,00+ 1,53

AST U/L 72,67+ 4,06 56,33+ 4,91 57,33+ 3,53

COLESTEROL

mg/dL 131,00+ 10,02 89,67+ 4,63 109,33+ 7,42
CREATININA

mg/dL 37,33+ 0,34 31,33+ 2,03 36,67+ 2,03

FOSFATASE AL.

UL 174,67+ 20,00 318,00+ 60,02* 193,33+ 33,35
GLICOSE mg/dL 390,00+ 49,17 400,67+ 46,69 319,00+ 36,56
HDL mg/dL 79,33+ 6,74 52,33+ 11,84 90,00+ 3,46
LDH mg/dL 534,67+ 8,20 762,33+ 77,58  1021,33% 27,36
LACTATO mg/dL 87,00+ 13,08 74,33+ 14,25 103,00+ 9,24
TRIGLICERIDIOS

mg/dL 98,00+ 12,10 100,67+ 10,91 114,67+ 17,40
UREIA mg/dL 51,33+1,20 50,33+ 6,89 27,00+17,21

Alanina aminotransferase

(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase

alcalina (FAL), lipoproteina de alta densidade (HDL), lactato desidrogenase (LDH).

p*<0,05 em comparagao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo

teste de comparagdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como media + erro

padrao da meédia.
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Grafico 10- Fosfatase alcalina de camundongos Swiss fémeas (n=3) tratadas com

extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg, grupo veiculo (6leo de

milho) e grupo controle (solugao salina). p*<0,05.

5.2.2.2.5 Parametros Anatomopatologicos

Tabela 32- Peso dos 6rgaos de camundongos Swiss fémeas (n=3) tratadas com

extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

PESO DOS ORGAOS (g) CBD VEICULO CONTROLE
Coragéo 0,14+ 0,00 0,17+ 0,02 0,14+ 0,01
Pulmao 0,19+ 0,01 0,25+ 0,02 0,23+ 0,01
Rim Direito 0,18+ 0,00 0,21+ 0,00 0,20+ 0,02
Rim Esquerdo 0,17+ 0,00 0,21+ 0,01 0,18+ 0,00
Bago 0,12+ 0,02 0,15+ 0,01 0,14+ 0,02
Figado 1,72+ 0,08 2,08+ 0,14 1,98+ 0,33
Estomago 0,58+ 0,05 0,80+ 0,06 0,65+ 0,07
Intestino 1,72+ 0,09 2,17+ 0,08* 1,77+ 0,19
Sistema Reprodutivo 1,22+ 0,17 1,13+ 0,18 1,07+ 0,05

p*<0,05 em comparacao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo

teste de comparacdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como média + erro

padrao da média.
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Grafico 11- Peso do intestino em gramas de camundongos Swiss fémeas (n=3).
Grupo tratado com extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg, grupo

veiculo (6leo de milho) e grupo controle (solucao salina). p*<0,05.

Os resultados obtidos nas fémeas deste estudo revelaram efeitos adversos
no grupo veiculo em comparacao ao grupo tratado com CBD. O grupo veiculo
apresentou elevacdo significativa nos niveis de fosfatase alcalina (grafico 10),
aumento no peso intestinal (grafico 11), possivelmente associado a processos
inflamatoérios, bem como uma progressiva perda de peso corporal ao longo do
periodo experimental de 14 dias (grafico 9), refletindo um comprometimento
metabodlico amplo.

A literatura cientifica reporta que os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS),
constituintes do 6leo de milho exercem influéncia significativa no metabolismo de
roedores. Evidéncias demonstram que esses compostos lipidicos promovem
reducao ponderal em modelos murinos (Go, Hwang, Park et al. 2016),
concomitantemente a interferéncia nos processos absortivos intestinais. Estudos
indicam que essas PUFAs atuam como fator limitante na assimilacdo de
micronutrientes essenciais, incluindo carotenoides, vitaminas lipossoluveis (A, D, E
e K) e minerais como calcio e fosforo (Trovato, Nuhlicek, Midtling, 1991), o que pode
explicar o aumento do peso intestinal no presente estudo.

Ademais, em camundongos, alteracées na comunidade bacteriana ileal e
modificacdes na expressdo de genes relacionados a permeabilidade intestinal e
resposta imune na mucosa ileal (Gokulan, Kumar, Lahiani et al., 2021) podem

explicar o peso maior do 6rgéo.
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Em acréscimo, evidéncias confirmam que o consumo excessivo de acidos
graxos poli-insaturados 6mega-6 (n-6 PUFAs), abundantes no 6leo de milho, causam
anormalidades na microbiota intestinal e piora a colite em camundongos (DeCoffe,
Quin, Gill et al, 2016), e os acidos graxos 6mega-3 aumentam diretamente a
fosfatase alcalina no tecido intestinal (Lallés, 2019), evidenciando a ligagao entre
altos niveis de FAL, aumento do peso intestinal e perda de peso corporal nessas
fémeas ao longo do experimento.

Em suma, as evidéncias apresentadas neste estudo levantaram questdes
pertinentes e foram discutidas. No entanto, é essencial considerar o uso de 6leo de
milho, como veiculo com cautela, pois seus efeitos potenciais devem ser
cuidadosamente avaliados, além de considerar também a via de administragcao, a
concentragado da substancia e a duragéo da administragcéo (Costa et al., 2025).

Desta maneira, uma investigagao recente relatou alterag¢des significativas nos
niveis das enzimas ALT, AST e FAL apds a administracdo de extrato rico em CBD
em altas doses. No entanto, a auséncia de alteragdes em outros marcadores
bioquimicos sugere que fitocanabinoides, especialmente o canabidiol (CBD),
apresentam um perfil de seguranga favoravel em varios modelos animais nas

concentracgdes testadas, sem evidéncia de toxicidade (Costa et al., 2025).

Tabela 33- Altura dos 6rgados de camundongos Swiss fémeas (n=3) tratadas com

extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

ALTURA DOS CBD CONTROLE SOLUGAO
ORGAOS (cm) VEICULO SALINA

Coragéo 0,93+ 0,03 0,83+ 0,03 0,904 0,05
Pulmao 1,16+ 0,03 1,26+ 0,03 1,30+ 0,00
Rim Direito 0,93+ 0,03 1,004 0,00 1,00+ 0,06
Rim Esquerdo 1,00+ 0,06 1,03+ 0,03 1,00+ 0,00
Bago 1,66+ 0,06 1,86 0,88 1,83+ 0,07
Figado 2,33+ 0,03 2,33+ 0,03 2,46+ 0,03
Estomago 1,36+ 0,07 1,40+ 0,00 1,40+ 0,10

p*<0,05 em comparagao ao grupo controle por ANOVA bidirecional seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Dunnett. Dados expressos como média  erro

padrao da média.
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Tabela 34- Largura dos 6rgéos de camundongos Swiss fémeas (n=3) tratadas com
extrato de Cannabis rico em CBD na dose de 2000 mg/Kg.

LARGURA DOS CBD CONTROLE SOLUGAO
ORGAOS (cm) VEICULO SALINA

Coragio 0,50+ 0,00 0,47+ 0,03 0,50+ 0,00
Pulmio 0,93+ 0,03 0,93+ 0,03 1,03+ 0,07
Rim Direito 0,47+ 0,03 0,57+ 0,03 0,50+ 0,00
Rim Esquerdo 0,43% 0,03 0,57+ 0,03 0,50+ 0,00
Bago 0,43% 0,03 0,40+ 0,00 0,50+ 0,00
Figado 1,97+ 0,03 2,00+ 0,06 2,07+ 0,03
Estéomago 1,03+ 0,03 0,97+ 0,03 1,10+ 0,10

Dados expressos como média * erro padrdo da média.

5.2.2.2.6 Parametros Histopatolégicos

Figura 16- Cortes histolégicos dos 6rgdos de camundongos Swiss fémeas (n=3)

tratadas com extrato de Cannabis rico em CBD e 6leo de milho. Cortes histolégicos
de coragao (A e E), pulmao (B e F), figado (C e G) e célon (D e H) na objetiva de
10x, corados com HE. Sendo A, B, C e D grupo CBD e E, F, G, H grupo dleo de

milho.

Cortes histologicos de coragao, pulmao, figado e codlon nas diferentes

condigdes experimentais. Observa-se que nas condicdes experimentais avaliadas,
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extrato rico em CBD e controle veiculo (6leo de milho), apresentaram preservagao
morfolégica de todos os o6rgaos avaliados, com auséncia de alteragdes

inflamatorias, vasculares ou degenerativas.
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6 CONCLUSAO

Os achados desta pesquisa destacam aspectos relevantes sobre a toxicidade
aguda dos extratos de Cannabis ricos em Ao-THC e CBD, bem como do 6leo de

milho, apontando para importantes consideracdes:

« Confirmagao in silico. os ensaios computacionais validaram alvos
moleculares importantes, auxiliando na interpretacdo dos dados e no

direcionamento das pesquisas.

o Potenciais diferengas de género na toxicidade do extrato rico em As-THC:
fémeas demonstraram maior susceptibilidade a toxicidade do extrato,
possivelmente devido a maior exposicdo ao metabdlito ativo 11-OH-THC,
sugerindo implicagcdes para tolerancia e interagdes medicamentosas via
inibicdo de CYP450.

o Efeitos imunossupressores do extrato rico em CBD: observou-se
leucopenia apenas em machos, sugerindo que o CBD pode ter um papel
imunomodulador dependente do sexo, ja que fémeas metabolizam o

composto mais eficientemente.

« Acao anorexigena do extrato rico em CBD: o extrato rico em CBD
comprovou reduzir o apetite, porém s&o necessarios mais estudos para

determinar quando esse efeito se torna adverso.

« Toxicidade do 6leo de milho: mesmo em administracdo aguda, o 6leo de
milho mostrou efeitos preocupantes. Os resultados demonstram elevacgao no
perfil inflamatério, como aumento de marcadores inflamatérios (FAL),
alteracbes no peso intestinal e corporal, além de possiveis impactos no

desenvolvimento do sistema reprodutor.

Tomados em conjunto, esses dados fornecem a hipotese de que os extratos
de Cannabis sativa avaliados apresentam um perfil de seguranca favoravel sob
condigdes de exposigcdo aguda, sem evidéncias de toxicidade significativa.
Entretanto, estudos toxicolégicos mais abrangentes sdo necessarios para consolidar

esses achados, incluindo avaliacdo de toxicidade aguda e cronica em diferentes
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doses, comparagao entre vias de administracdo e caracterizagao do efeito comitiva

entre os compostos da Cannabis sativa.

Dessa maneira, a abordagem metodoldgica utilizada é fundamental para
transformar evidéncias ndo-clinicas em diretrizes terapéuticas seguras, assegurando
que o potencial terapéutico da Cannabis sativa seja aproveitado com o0 necessario

rigor cientifico.

7 PERSPECTIVAS

No contexto brasileiro, os achados desta pesquisa podem subsidiar futuras
regulamentagdes da ANVISA, oferecendo subsidios técnico-cientificos que reforgcam
a importancia de avaliagdes toxicologicas detalhadas para produtos medicinais a
base de Cannabis. Ao apontar para o potencial terapéutico e sugerir precau¢des em
grupos distintos, como mulheres e pacientes em uso de polifarmacia, esta pesquisa
pode influenciar a construgao de critérios regulatérios pautados nas evidéncias,
impulsionando o desenvolvimento de formulagcbes mais seguras, eficazes e

alinhadas com as demandas terapéuticas e cientificas do pais.
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ANEXO A- Cromatrograma do extrato de Cannabis rico em Ag-THC
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ANEXO B- Cromatrograma do extrato de Cannabis rico em CBD
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