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RESUMO

CRUZ, Tamires de Almeida. Analise dos efeitos biol6gicos de extratos da espécie
vegetal Cannabis sativa (Linnaeu) em modelos de estudos de agregacao de
proteinas associadas adoencas neurodegenerativas. 2025. 173p. Tese (Doutorado
em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2025.

As doencas neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer, envolvem perda
progressiva de neurdnios e agregacao de proteinas, incluindo a-sinucleina (aSyn)
e B-amiloide (AB42). Estratégias capazes de reduzir o estresse oxidativo e modular
a agregacao proteica sdo de grande interesse terapéutico. A Cannabis sativa
apresenta composicdo quimica diversificada, incluindo canabinoides, flavonoides e
terpenos, cujas interacdes bioldgicas ainda ndo foram totalmente exploradas. Neste
estudo, quatro extratos hidrometandlicos de C. sativa, provenientes de diferentes
gendtipos e ricos em fitocanabinoides majoritarios (THC, CBD e CBN), foram
avaliados quanto a toxicidade, atividade antioxidante, prote¢do mitocondrial e
modulacdo de agregacado proteica. Utilizou-se Saccharomyces cerevisiae (cepas
BY4741 e Ayap1) néo transformadas e transformadas com genes de aSyn ou ApB42,
além de células humanas H4 expressando aSyn. A caracterizacao fitoquimica
revelou que os extratos apresentavam diferentes proporcdes de THC (69,88 %),
CBD (52,64 %) e CBN (47,38-58,64 %). Os extratos nao apresentaram toxicidade
relevante e mantiveram viabilidade celular em todas as cepas, incluindo Ayap1,
demonstrando acao independente do sistema antioxidante endégeno. Evidenciou-
se forte efeito antioxidante, revertendo o desbalanco redox induzido por aSyn e
AB42. A protecao mitocondrial foi seletiva, ocorrendo frente a AB42, mas nao a
aSyn. Em células H4, os extratos reduziram inclusées de aSyn e aumentaram a
proporcao de células livres de agregados. Em conclusao, os extratos de C. sativa
exibem potencial antioxidante e modulador da agregacdo proteica, com efeitos
seletivos sobre a funcédo mitocondrial, fornecendo subsidios experimentais sélidos
para futuras estratégias terapéuticas contra desordens neurodegenerativas.

Palavras-chave: Cannabis sativa, doencas neurodegenerativas, a-sinucleina,
beta-amiloide, Saccharomyces cerevisiae, células H4.



ABSTRACT

CRUZ, Tamires de Almeida. Analysis of the biological effects of extracts from
the plant species Cannabis sativa (Linnaeu) extracts in models of protein
aggregation associated with neurodegenerative diseases. 2025. 173p. Thesis
(Doctorate in Chemistry). Chemistry Institute, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Neurodegenerative diseases, such as Parkinson's and Alzheimer's, involve
progressive loss of neurons and protein aggregation, including a-synuclein (aSyn)
and B-amyloid (Ap42). Strategies capable of reducing oxidative stress and
modulating protein aggregation are of great therapeutic interest. Cannabis sativa
has a diverse chemical composition, including cannabinoids, flavonoids, and
terpenes, whose biological interactions have not yet been fully explored. In this
study, four hydromethanolic extracts of C. sativa, derived from different genotypes
and rich in major phytocannabinoids (THC, CBD, and CBN), were evaluated for
toxicity, antioxidant activity, mitochondrial protection, and protein aggregation
modulation. Untransformed and transformed Saccharomyces cerevisiae (strains
BY4741 and Ayap1l) with aSyn or AB42 genes were used, as well as human H4 cells
expressing aSyn. Phytochemical characterization revealed that the extracts had
different proportions of THC (69.88%), CBD (52.64%), and CBN (47.38-58.64%).
The extracts showed no relevant toxicity and maintained cell viability in all strains,
including Ayapl, demonstrating action independent of the endogenous antioxidant
system. A strong antioxidant effect was evident, reversing the redox imbalance
induced by aSyn and AB42. Mitochondrial protection was selective, occurring in the
presence of AB42 but not aSyn. In H4 cells, the extracts reduced aSyn inclusions
and increased the proportion of aggregate-free cells. In conclusion, C. sativa
extracts exhibit antioxidant and protein aggregation modulating potential, with
selective effects on mitochondrial function, providing solid experimental support for
future therapeutic strategies against neurodegenerative disorders.

Keywords: Cannabis sativa, neurodegenerative diseases, alpha-synuclein,
amyloid-beta, Saccharomyces cerevisiae, H4 cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. Contexto geral das doencas neurodegenerativas

O aumento da expectativa de vida global aliado ao avanco da tecnologia e de
pesquisas médicas tém despertado um olhar mais atento para doencas
relacionadas a idades avancadas, tais como céancer, osteoporose, diabetes,
hipertensdo e doencas neurodegenerativas, como as doencas de Parkinson e
Alzheimer (Ben-shlomo, 2024; Passeri et al.,, 2024; Barbosa, 2021). Dados da
Organizacao das Nagfes Unidas apontam que o numero de pessoas acima de 60
anos podera chegar a 25% da populacdo mundial até 2050 (United Nations, 2020;
United Nations, 2019).

A doenca de Alzheimer (DA) é a mais prevalente dentre as doencas
neurodegenerativas, tendo acometido em 2019 cerca de 55 milhdes de pessoas no
mundo (Breijyeh; Karaman, 2020); e tem mostrado proje¢bes alarmantes com
expectativa de crescimento exponencial até meados deste século (Zhang et al.,
2025). Em 2021, a estimativa era de que cerca de 57 milhdes de pessoas viviam
com deméncia no mundo, e a DA correspondia a 60-70% desses casos (Rahman
et al., 2025). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, aproximadamente
10 milhGes de novos casos de deméncia surgem no mundo a cada ano (OMS,
2021). Projecbes indicam que o numero de pessoas com deméncia no mundo pode
subir de aproximadamente 57,4 milhdes (2019) com impacto econdémico de cerca
de U$ 2,8 trilhdes, para aproximadamente 152,8 milh6es podendo custar cerca de
U$ 16,9 trilhdes até 2050 (Nichols et al., 2022; Zhu et al., 2025). No Brasil, estima-
se que cerca de 1,2 milhdo de pessoas vivem com DA, com cerca de 100.000 novos
casos por ano (Agéncia GOV — Ministério da Saude, 2023). Estudos recentes
mostraram que na populacao brasileira a prevaléncia da DA é de cerca de 12%
para pessoas acima de 65 anos, e mulheres correspondem a cerca de 59% dos
casos (Da Silva et al., 2020). Em termos de mortalidade por DA no Brasil, entre
2010 e 2019 as mulheres representaram cerca de 64,5% dos casos, com faixa
etaria acima de 80 anos correspondendo a aproximadamente 75% (Matos et al.,
2021).
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A doenca de Parkinson é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum,
sendo a principal doenca motora, afetando cerca de 2% da populacdo acima de 65
anos e de 4 a 5% da populacao acima de 85 anos (Erustes et al., 2025; Melo et al.,
2018; Tysnes; Storstein, 2017). Estudos recentes estimam que casos de Parkinson
em pessoas com mais de 55 anos mais que triplicaram desde 1990 (Luo et al.,
2025; Ben-Shlomo, 2024). Estes dados projetam impactos devastadores para
sistemas de salude e altos custos sociais e econdmicos (Zhang et al., 2025;
Dauphinot et al., 2022). Em 2021, havia aproximadamente 11,7 milhdes de casos
de DP no mundo (Luo et al., 2025), e estima-se que até 2050 o nimero de casos
aumente para 25,2 milhdes, representando um aumento de 112% em relacdo a
2021 (Su et al.,, 2025). No Brasil, dados apontam que acima de 50 anos a
prevaléncia da doenca é de 0,84%, aumentando com a idade e sendo mais comum
entre os homens (Dos Santos et al., 2024). O custo médio anual do tratamento da
DP no Brasil & estimado em U$4.000,00 (cerca de R$21.000,00), sem diferencas
significativas entre as regides do pais (Bovolenta et al., 2023). Sua manifestacéo
tem como principais caracteristicas a rigidez muscular, bradicinesia (lentiddo ou
auséncia do movimento), tremor de repouso e instabilidade postural (Pefia-Zelayeta
et al., 2025; Rizvi et al., 2024; Hirsch et al., 2016); além de outros sintomas como
depressdao, ansiedade, sonoléncia diurna excessiva, perda de capacidade olfativa,
disturbios do sono, constipacdo intestinal, dificuldade para engolir e dispepsia
(desconforto digestivo) (Pefia-Zelayeta et al., 2025; Rizvi et al., 2024).

Apesar dos avancos na compreensdo dos mecanismos moleculares
subjacentes a DA e a DP, ainda existe significativa ineficacia no retardo da
progressdo dessas doencas e suas eventuais curas; fazendo com que o0s
tratamentos disponiveis atualmente sejam, em geral, paliativos com foco em aliviar
0s sintomas e proporcionar melhor qualidade de vida para os pacientes (Passeri et
al., 2024; Prajjwal et al., 2023); o que reforca a urgéncia de se investigar terapias
neuroprotetoras. Atualmente, nenhum medicamento & capaz de cessar a
progressdo da neurodegeneracao na doenca de Parkinson (Cooray et al., 2020). A
natureza multifatorial dessas patologias, como neuroinflamacéo, agregacao
proteica, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, entre outros, dificulta
abordagens terapéuticas Unicas e especificas (Kou et al., 2023); e tem fortalecido

a busca por novas substancias capazes de agir sobre multiplos alvos biologicos
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(Ribaudo et al., 2021). Estudos recentes tém destacado a relevancia de substancias
naturais como terapias promissoras, uma vez que compostos como polifenadis,
flavonoides e lignanas, por exemplo, tém mostrado eficacia em acbes multiplas;
podendo atuar como antioxidantes, anti-inflamatérios, modulando atividades
enzimaticas e protegendo as fun¢gfes mitocondriais, ainda que os dados clinicos

permanecam limitados (Andrade et al., 2023).

Embora as manifestacfes clinicas das doencas de Alzheimer e Parkinson
sejam diferentes, sendo respectivamente declinio da memdria e proeminéncia dos
sintomas motores; acumulam-se evidéncias de que ambas compartilham
mecanismos moleculares convergentes, como o acumulo proteico, falha no
metabolismo energético e disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo,

neuroinflamacao e disfuncéo autofagica/proteassémica (Liu et al., 2023).

As doencas neurodegenerativas, em geral, sdo caracterizadas por perdas
progressivas de neurdnios vulneraveis e estdo relacionadas a anormalidades
conformacionais de proteinas, como a formacéao de oligdbmeros, que sédo agregados
formados por monémeros ligados entre si, contendo a proteina a-sinucleina (aSyn)
na DP e o peptideo B-amiloide (AB) na DA (Bras et al., 2021). O acumulo intracelular
desses oligbmeros gera inclusdes proteicas, o que pode causar danos em lipidios
de membranas, alteracBes no sistema autofagico, disfun¢cdes mitocondriais, danos
oxidativos aumentados e morte celular (O’regan et al., 2020). Na DA, peptideos
amiloides de 40 ou 42 aminoacidos, AB1-40 e AB1-42 respectivamente, podem ser
gerados em decorréncia da clivagem diferencial da Proteina Precursora Amiloide
(APP) por y- e B-secretases, acumulando-se nos ambientes intra e, principalmente,
extracelular dos neurdnios (Franca et al., 2017). Oligbmeros formados pela proteina
aSyn na DP sao encontrados em pacientes com Parkinsonismo; indicando que a
formacdo e o aumento desses aglomerados proteicos nos neurdnios parecem estar
bioguimicamente relacionados a disfuncdo e consequentemente morte neuronal
(Henderson et al., 2019). Sinais de danos ou acumulo proteico ativam respostas
inflamatorias crénicas mediadas pela microglia e astrocitos ativados, que liberam
citocinas, quimiocinas e mediadores oxidativos, contribuindo para a destruicdo

progressiva do tecido e comprometimento neuronal (Wareham et al., 2022).

Além do acumulo proteico, em ambas as doencas séo observadas falhas no

metabolismo energético e na funcdo mitocondrial, caracterizadas pelo
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comprometimento de complexos da cadeia respiratéria, perda de equilibrio redox e
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial; cuja capacidade reduzida da
producdo de ATP gera déficits no suporte energético para neurdnios e células da
glia, que séo particularmente sensiveis a falhas metabdlicas (Jurcau et al., 2022;
Klemmensen et al., 2024). Concomitantemente, a producao excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés, Reactive Oxygen Species) impulsiona a
progressdo de ambas as doencas, uma vez que o sistema antioxidante enddégeno
ndo é capaz de atenuar niveis extremamente elevados de ROS, ocasionando
oxidacao de lipidios, proteinas e DNA, o que agrava a disfungdo mitocondrial e

pode intensificar as agregacdes proteicas previamente citadas (Jurcau et al., 2022).

Além disso, estudos apontam diminuicéo da atividade proteassémica, falha do
lisossomo ou vacuolo decorrente da combinacdo entre a desorganizacao
compartimental (bloqueio da fusdo autoféagica) e ineficiéncia degradativa (perda de
acidez e da atividade enzimatica) e comprometimento da autofagia/mitofagia em
modelos de DA e DP. Essa disfuncdo ndo degrada eficientemente agregados
proteicos e organelas defeituosas, gerando acumulos proteicos intracelulares,
aumentando a toxicidade para as células (Liu et al., 2023; Su et al., 2023). As vias
nao atuam isoladamente, e esta integracdo metabdlica gera um efeito cascata; com
proteinas mal enoveladas aumentando os danos oxidativos, danificando
mitocbndrias; liberando sinais inflamatorios e impulsionando o prejuizo ao sistema

proteolitico.

1.1.1. A doenca de Parkinson e a proteina a-sinucleina (aSyn)

A DP é caracterizada pela perda progressiva de neurénios dopaminérgicos,
principalmente na substancia nigra Pars-compacta (sistema nervoso central) e, em
menor escala, no neoestriado e no nucleo subtalamico da ganglia basal. Estudos
recentes indicam que essa degeneracdo neuronal na substancia nigra Pars-
compacta reduz drasticamente os niveis de dopamina no estriado, comprometendo
a funcéo da via nigro-estriatal (Martirosyan et al., 2024; Ramesh; Arachchige, 2023;
Heng et al.,, 2023; Salvatore, 2024; Hirsch et al., 2016; Ludovico et al., 2002;
Ludovico et al., 2003; Galvan; Wichmann, 2008); e também pelo enovelamento

incorreto e agregacao da proteina aSyn, formando inclusdes intracitoplasmaticas
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conhecidas como Corpos de Lewy (LBs, do inglés Lewy Bodies) (Amaral et al.,
2024; Dominguez-meijide et al., 2021). O acumulo intracelular dos LBs (Figura 1)
enriquecidos em proteina aSyn gera inclusdes proteicas semelhantes a fios,
chamadas de neurites de Lewy, provocando os sintomas motores da doenca
(Skaper et al., 2018). A superexpressao desta proteina nos neurdnios esta
diretamente relacionada com a patogénese da DP (Mehra et al., 2019; Outeiro et
al., 2019). Embora os mecanismos nao tenham sido completamente esclarecidos,
a agregacao da aSyn, juntamente com estresse oxidativo, excitotoxicidade, danos
a bicamada lipidica, disfuncdo mitocondrial, alteragbes nos mecanismos de
depuracdo celular como interrupcdes nas vias proteassomais e lisossomais,
acumulo anormal de ferro e neuroinflamacdo tém sido associados com o0s
processos neurodegenerativos da DP (Amaral et al., 2024; Yu et al., 2024; Burré et
al., 2018; Queiroz et al., 2022; Guardia-Laguarta et al., 2014; Di Maio et al., 2016).

a-sinucleina

Agregacao

'/— Lewy body

Disfuncéao celular

Formagao de Lewy Body

Citotoxicidade

P — & —

Monomero Oligbmero Protofibrilas Fibrilas

Neurodegeneracao
Lewy body

N

Figura 1. Formacdo de Lewy bodies (LBs) a partir da agregacdo da aSyn e suas
consequéncias celulares. A agregacao da aSyn inicia-se a partir da forma monomérica sollvel,
evoluindo para a formacao de oligbmeros, protofibrilas e fibrilas, culminando na deposicédo de
agregados insoliveis organizados em LBs, caracteristicos da doenca de Parkinson e de outras
sinucleinopatias. Os diferentes estados agregados da aSyn estao associados a multiplas disfuncées
celulares, incluindo estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, comprometimento do sistema
ubiquitina—proteassoma e da autofagia, altera¢des no trafego vesicular e sinaptico, desregulacao da
homeostase do calcio e ativagéo de vias de morte celular. Fonte: Adaptado de BioRender.

A aSyn € uma proteina neuronal abundantemente expressa nas terminagoes

pré-sinapticas, que participa de processos fundamentais como a regulacdo da
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liberacdo de neurotransmissores, o trafego e a fusdo de vesiculas sinpticas, além
de contribuir para a estabilidade da estrutura citoesquelética e a homeostase
proteica (Hijaz; Volpicelli-Daley, 2020; Lautenschlager et al., 2017). Em condi¢cdes
fisioldgicas, a aSyn apresenta uma conformacéo intrinsicamente desordenada, nao
possuindo estrutura secunddria ou terciaria estavel, mas pode assumir estruturas
a-hélice quando associada a membranas lipidicas. No entanto, sob condi¢des
patoldgicas essa proteina apresenta enovelamento incorreto (misfolding) e agrega-
se em fibrilas amiloides altamente ordenadas; que constituem o principal
componente dos LBs (Schmidt et al., 2025; LashuelL et al., 2013). A hipotese,
inicialmente relacionada a doenca de Alzheimer, sugere que a agregacao de
proteinas nestas estruturas fibrilares ordenadas, originadas por interacfes
proteicas aberrantes (interac6es nao fisiologicas), esta relacionada a disfuncao
neuronal e neurodegeneracao (Tsoi et al., 2023; Rinauro et al., 2024; Hardy;
Selkoe, 2002). Estes agregados levam a uma variedade de disfun¢des celulares e
sinapticas, podendo levar a apoptose. O acumulo progressivo da aSyn e a
formacao de oligbmeros tém sido propostos como cruciais na patogénese da DP
(Queiroz et al., 2022; Henderson et al., 2019).

Evidéncias recentes sugerem que formas anormais de aSyn interferem tanto
na via autofagia-lisossomal quanto no sistema ubiquitina-proteassoma (UPS),
comprometendo a depuragcdo de proteinas danificadas e organelas. A aSyn foi
associada a diminuicdo da abundancia e atividade do proteassoma, resultando em
acumulo de proteinas ubiquitinadas e interligando processos de agregacao
proteica, inflamacao neuronal e faléncia bioenergética (Lazaro et al., 2014; Tang et
al., 2021; Popova et al., 2021; Li; Li; Wu, 2022).

A aSyn é uma proteina de 140 aminoécidos (14 kDa, pKa 4,7), codificada pelo
gene SNCA, localizado no braco longo do cromossomo 4 (regido 4q22.1) (NCBI
gene ID: 6622), expressa principalmente em neurdnios sob condic¢des fisiologicas
(Twohig; Nielsen, 2019; Benskey et al., 2016; Shibasaki et al., 1995; Ingelsson,
2016). Possui trés dominios estruturais distintos (Figura 2): i. um dominio N-
terminal (residuos 1-60) com sete repeticdes de 11 aminoacidos contendo o motivo
consenso KTKEGV, responsavel pela ancoragem a membranas lipidicas. Com
excecao de quatro residuos inseridos entre as repeticbes 4 e 5, as sequéncias

seguem-se sem intervalo e mostram alta conservacdo nas trés isoformas de
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sinucleina (a-, B- e y-); ii. um dominio central hidrofébico (residuos 61-95),
antigamente conhecido como NAC (componente ndo amiloide, do inglés non-
amyloid component), fundamental para a propensao a agregacao amiloide; e iii. um
dominio carboxi-terminal (residuos 96-140), rico em residuos &cidos, com estrutura
desordenada em solucdo livre, que modula a solubilidade da proteina e a
degradacéo da proteina (Bernal-Conde et al., 2020; Emamzadeh, 2016; Twohig;
Nielsen, 2019).

(A)
g 61 (NACregion) 95 140
N-terminal Hydrophobic C-terminal
31 Lewy fold 100 ] PD and DLB protofilament

140" C (B)

95 i»
s‘

1
NAC N
60

Figura 2. Estrutura  primaria e conformacdo  tridimensional da aSyn.
(A) Organiza¢@o dos dominios estruturais da aSyn, destacando a regido N-terminal anfipatica,
associada a ligacdo a membranas, o dominio hidrofébico central (antiga regiao NAC), critico para a
agregacao proteica, e a regido C-terminal acida, envolvida em intera¢des proteina—proteina e na
modulacdo da agregacdo. (B) Representacdo da estrutura tridimensional da proteina aSyn,
evidenciando sua natureza intrinsecamente desordenada em condi¢cBes fisiologicas. Fontes: (A)
Goedert et al. (2024) e (B) Parihar et al. (2018).

No contexto genético, algumas variantes, como a substituicdo da Alanina-53-
Treonina (A53T) no gene SNCA que codifica a proteina aSyn, alteram a propenséo
da aSyn a formar agregados ou comprometem sua funcdo na manutencdo da

homeostase celular. Assim como esta substituicdo, outras mutacées como a A30P
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e E46K foram identificadas em familias com formas hereditarias da DP; e
demonstram, em modelos bioquimicos e celulares, maior tendéncia a
oligomerizacéo e toxicidade neuronal (Yaribash et al., 2025; Srinivasan et al., 2021;
Boyer et al., 2020). Contudo, a maior parte dos casos de DP é idiopatica, ou seja,
de causa desconhecida, com estimativas recentes apontando apenas cerca de 10-
15% dos pacientes com pelo menos um parente afetado; enquanto a maioria hao
tem histéria familiar identificavel, o que reforca o papel importante de fatores
ambientais na etiologia da doenca (Li et al., 2025; Arienti et al., 2024). Muitos
estudos tém investigado o papel de fatores ambientais na DP, como por exemplo a
exposicao a pesticidas e alteraces do microbioma, que vem sendo apontadas
como potenciais contribuintes para o inicio e/ou progresséo da DP, possivelmente
facilitando disfuncdes autonébmicas e processos inflamatérios que favorecem a

agregacéao da aSyn (Park et al., 2025; Amaral et al., 2024; Kulcsarova et al., 2023).

As mutacfes pontuais associadas a formas hereditarias da DP, como A53T,
E46K e A30P, localizam-se no dominio N-terminal, alterando a interacdo da
proteina com membranas e favorecendo conformacdes propensas a agregacao
(Yaribash et al., 2025; Bayati; McPherson 2024; BernaL-Conde et al., 2020). O
dominio hidrofébico é especialmente importante no processo de fibrilacéo, pois sua
composicao hidrofébica facilita a formacao de conformacgdes insolUveis ricas em
folnas B e estruturas oligoméricas intermediarias; e mutagdes ou modificagcoes
capazes de alterar esse dominio impactam diretamente no comportamento
agregativo da aSyn (Bayati; McPherson, 2024; Bisi et al., 2021; Bernal-Conde et
al., 2020; Twohig; Nielsen, 2019).

1.1.2. A doenga de Alzheimer e o peptideo B-amiloide (AB)

O Alzheimer € uma doenca neurodegenerativa progressiva e irreversivel,
caracterizada por declinio cognitivo, afetando principalmente a memoéria e a
realizacdo de atividades cotidianas, mas também a linguagem e o raciocinio. Além
disso, sintomas neuropsiquiatricos como agitacao, irritabilidade, apatia, delirios e
alteracbes comportamentais também sdo caracteristicas identificadas em

pacientes com DA (Agéncia Brasil; Ministério Da Saude, 2023).
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A evolucdo da doenca é compreendida em quatro estagios clinicos de

progressao (Breijyeh; Karaman, 2020, Associacao Brasileira De Alzheimer, 2011):

pré-clinico — nesta fase ndo ha sintomas clinicos evidentes; apesar de
poder apresentar perda leve de memoria, 0 paciente mantém a

funcionalidade cognitiva sem prejuizo para as atividades diarias;

estagio leve - os sintomas do Alzheimer comecam a ser mais evidentes; o
paciente comeca a apresentar lapsos de memoaria, perda de concentracao,
dificuldade de lembrar de nomes e compromissos, desorienta¢gdo, mudanca
de humor e depressao, mas ainda consegue realizar atividades cotidianas

de forma independente;

estagio moderado - a doenca se espalha para as areas do cortex cerebral
agravando os sintomas, como perda de memdria mais pronunciada,
dificuldade de comunicacéo, desorientacéo espacial e temporal e dificuldade
para executar atividades basicas, podendo precisar de assisténcia para

tarefas cotidianas;

estagio grave - o gravissimo acumulo de placas senis e emaranhados
neurofibrilares comprometem significativamente a memoria e as habilidades
cognitivas e funcionais, 0s pacientes ndo reconhecem familiares,
apresentam incontinéncia urinéria e fecal, dificuldade para engolir e tém
dificuldades para realizar atividades vitais e fisiologicas basicas,
dependendo completamente de assisténcia.

A DA pode manifestar-se de forma precoce, antes dos 65 anos, sendo

denominada Doenca de Alzheimer de Inicio Precoce (DAIP) e estando associada a

um forte componente genético; ou de forma mais tardia, apés os 65 anos,

conhecida como Doenca de Alzheimer de Inicio Tardio (DAIT), que representa o

diagndéstico mais comumente encontrado (Lanoiselée et al., 2017; De Falco et al.,

2016). Estudos mostraram que a DAIP representa cerca de 5 a 10% dos casos e

esta frequentemente associada a mutacdes genéticas especificas em genes como

APP, PSEN1 e PSEN2, com heranca autossdmica dominante (Lanoiselée et al.,

2017); enquanto a DAIT representa 90% dos casos. Um estudo recente indicou

que, além da idade avancada e historico familiar, a presenca de duas copias do
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alelo APOEeg4 (um de cada progenitor) pode representar uma forma genética
distinta da doenca, com inicio dos sintomas cerca de 7 a 10 anos mais cedo quando

comparada a doenca sem essa variante (Shvetcov et al., 2025).

7

Neuropatologicamente a DA é caracterizada por atrofia cortical difusa,
presenga de placas senis compostas por depdositos de peptideo 3-amiloide, grande
namero de novelos neurofibrilares compostos por proteina tau hiperfosforilada,
degeneracfes granulo-vacuolares e perda neuronal (Figura 3). Essas alteracdes
séo observadas em diversas regides do cérebro, incluindo o hipocampo e o cortex
entorrinal, e estdo associadas ao declinio das fungbes cognitivas e

comportamentais dos individuos afetados (Trejo-Lopez et al., 2022; Smith, 1999).

(A) (B)
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Figura 3. Aspectos centrais da fisiopatologia da doenca de Alzheimer associados a
agregacao do peptideo B-amiloide. (A) Representagdo comparativa entre um cérebro saudavel e
um cérebro acometido pela doenca de Alzheimer, evidenciando a formagéo de placas extracelulares
de B-amiloide e o acumulo de emaranhados neurofibrilares constituidos pela proteina tau
hiperfosforilada, alteragdes associadas a disfun¢éo sinaptica e & neurodegeneracdo progressiva.
Fonte: Adaptado de BioRender. (B) Representacdo da estrutura molecular tridimensional do
peptideo B-amiloide, destacando sua conformacgéo propensa a autoassociacdo e a formacao de
agregados amiloides. Fonte: Desenhado por Freepik.

Na DA o peptideo B-amiloide acumula-se nos ambientes intra e,
principalmente, extracelular. Peptideos amiloides de 40 (AB1-40) ou 42 (AB1-42)
aminoacidos de comprimento podem ser gerados em decorréncia da clivagem
diferencial, por y- e B-secretases, da Proteina Precursora Amiloide (APP); uma
glicoproteina transmembranar, composta por um dominio extracelular, um unico
dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico curto (Figura 4). A clivagem

pela B-secretase define o N-terminal e a clivagem pela y-secretase define o C-



29

terminal do peptideo (Rukmangadachar et al., 2023). O peso molecular aproximado
para AB1-40 é de aproximadamente 4,3 kDa, ja AB1-42 tem dois residuos extras
hidrofébicos no C-terminal, que aumentam a propensao a agregacao e por isso é
mais associado a patogénese da DA. Também ha isoformas menores e fragmentos
modificados com diferentes pontos de clivagem, gerando versdes bastante
heterogéneas do AB (Rukmangadachar et al., 2023; Koudinov et al., 1996; Kummer;
Heneka, 2014; Vigo-Pelfrey et al., 1993). Em solucéo, sua conformacéo tende a ser
desordenada, com pouca estrutura secundaria; associadas a membranas ou
agregados pode assumir conformagées em folhas B ou misturas com giros e

dobras, oligbmeros ou fibrilas (Ma et al., 2022; Bamford et al., 2020).
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Figura 4. Formagdao de placas B-amiloide a partir da clivagem diferencial da proteina
precursora amiloide (APP). O esquema apresenta as vias de processamento fisiolégico e
amiloidogénico da APP, eventos centrais na fisiopatologia da doenca de Alzheimer. Na via néo
amiloidogénica (em azul), a clivagem inicial por a-secretase impede a geragao de peptideos B-
amiloide. Em contraste, na via amiloidogénica (vermelho), a clivagem sequencial da APP por - e y-
secretases resulta na liberagao dos peptideos 3-amiloide, especialmente AR1-40 e AR1-42, os quais
apresentam elevada propensdo a autoassociacdo, formando oligbmeros, fibrilas e,
subsequentemente, placas amiloides extracelulares associadas a disfuncdo sinaptica e a
neurodegeneracdo progressiva observadas na doenca de Alzheimer. Fonte: Adaptado de
BioRender.

O mecanismo de acido do peptideo AB ainda ndo esta completamente
elucidado, mas estudos sugerem que ele possa atuar na sinalizacao intercelular,

regulacédo da homeostase neuronal e resposta imune. A remogéao ou depuragao do
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AB envolve diversos mecanismos, e o desequilibrio entre a producgéo, agregacao e
depuracao de AP é importante na patogénese da DA (Ma et al., 2022; Kummer;
Heneka, 2014). Em seu estado soluvel, AB normalmente ndo apresenta toxicidade;
no entanto, seus oligbmeros sdo considerados especialmente neurotéxicos,
desencadeando disfuncdo sinaptica, estresse oxidativo, inflamacéo, disfuncao
mitocondrial e alteracdo na permeabilidade da membrana (Rukmangadachar et al.,
2023; Ma et al., 2022).

O acumulo e a agregacao dos peptideos 3-amiloides na forma de placas senis
tém sido considerados como fatores principais para o desenvolvimento da doenca
(Bruni et al., 2020; Franca et al., 2017). Recentemente, estudos demonstraram que
0 estresse oxidativo € um evento central no processo de deposi¢cdo de fibrilas,
seguido de degeneracdo e morte celular; que pode ser induzido pela prépria
presenca de AB, também relacionada a geracdo de ROS, e que, por sua vez, o
aumento das ROS pode agravar a deposig¢ao de AB, caracterizando um ciclo vicioso
de neurodegeneracdo (Tamagno et al., 2021; Reddy et al., 2009). Além disso, a
fungdo mitocondrial comprometida tem sido associada ao aumento do estresse
oxidativo na DA. Alteragbes na dinamica mitocondrial, como fissdo e fusao
desreguladas, bem como falhas na mitofagia, contribuem para o acimulo de ROS
e danos celulares. Estudos sugerem que a restauracéo da funcédo mitocondrial por
meio de intervenc¢des terapéuticas, como exercicio fisico e dieta antioxidante, pode
retardar o inicio e a progressao da DA (Misrani et al., 2021). Portanto, o estresse
oxidativo desempenha um papel crucial na patogénese da DA, interagindo com a
deposicao de AB e comprometendo a fungdo mitocondrial. Estratégias terapéuticas
que visam reduzir esses danos estdo sendo investigadas como potenciais

abordagens para o tratamento da doenca.

1.1.3. Estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial

O termo estresse oxidativo designa um desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas oxidantes e a capacidade dos sistemas antioxidantes celulares,
0 que pode acarretar danos as biomoléculas (lipidios, proteinas, DNA) e
comprometer a homeostase celular (Krishnamurty et al., 2024; Murphy et al., 2022).

As espécies reativas oxidantes incluem tanto as espécies reativas de oxigénio
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(ROS) quanto as espécies reativas de nitrogénio (RNS, do inglés Reactive Nitrogen
Species) (Hong et al., 2024; Forman; Zhang, 2021). As ROS podem ser radicalares
(como anion superoéxido Oz, hidroxila OH*, peroxila ROO" e alcoxila RO") ou ndo
radicalares (como perdxido de hidrogénio, H202, e oxigénio singlete 10O2)
(KRISHNAMURTY et al., 2024); ja as RNS incluem espécies como oOxido nitrico
(NO), peroxinitrito (ONOQO"), nitritos (NO2") e nitratos (NOs~) (Hong et al., 2024).

As ROS sdao geradas continuamente em organismos aerobicos e anaerdbicos
como subprodutos do metabolismo fisioldégico, principalmente na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial e na atividade de enzimas oxidases (Figura
5); exercendo papel essencial na sinalizacdo celular, participando da regulacao da
proliferacédo, diferenciacdo e apoptose, bem como resposta imune e inflamatéria
perante patdégenos (Valko et al., 2007; Imlay et al., 2013; Demidchik, 2014). Além
disso, atuam na ativacéo de vias de sinalizacdo redox, responsaveis pela resposta
adaptativa ao estresse e pela modulacdo da expressao génica antioxidante (Sies;
Jones, 2020; D'autréaux; Toledano, 2007). Dessa forma, as ROS ndo devem ser
vistas apenas como agentes toxicos, mas também como mediadores de processos
fisiolégicos vitais, cujo desequilibrio leva ao estresse oxidativo e a disfungéo celular

associada a doencas neurodegenerativas.
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Figura 5. Fontes de producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) no ambiente celular. As
ROS séo moléculas altamente reativas derivadas do oxigénio, incluindo superéxido (O,-7), peroxido
de hidrogénio (H,O.) e radical hidroxila (OH-), que podem ser produzidas por diferentes organelas
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e vias metabdlicas. Na mitocéndria, o superdxido é gerado principalmente nos complexos | e 11l da
cadeia transportadora de elétrons, como resultado do vazamento de elétrons durante o transporte
para o oxigénio molecular; 0 O,-~ é convertido em H,O, por superdxido dismutases (SOD1 e SOD2),
e H,0, pode formar OH- via reacBes de Fenton. Nos peroxissomos, o H,0O, é produzido durante a
oxidacdo de acidos graxos e metabolizacdo de peroxidos, sendo degradado por catalase. No
reticulo endoplasmatico, o estresse oxidativo associado ao enovelamento proteico gera H,O, e O,-".
No citoplasma, enzimas como NADPH oxidases (NOX) e xantina oxidase contribuem para a
formacado de O,-~ durante reacdes metabdlicas. O equilibrio entre a geracao de ROS e a acado de
sistemas antioxidantes intracelulares é essencial para a homeostase redox e para evitar danos a
lipidios, proteinas e DNA. Fonte: Adaptado de BioRender.

Embora outras enzimas, como NADPH oxidase e xantina oxidase, também
possam gerar espécies reativas, a fonte primaria de ROS em células é a cadeia
transportadora de elétrons (CTE) mitocondrial (Figura 6), onde um “escape” de
elétrons nos complexos | e Ill gera superoxido que pode ser convertido em H20:2
por meio da enzima superoxido dismutase (SOD) (Liu; Han et al.,, 2023;
Krishnamurty et al., 2024; Hong et al., 2024). A SOD possui duas isoformas, uma
enzima tetramérica localizada na matriz mitocondrial, a superoxido dismutase de
manganés (Mn-SOD ou SOD2) e uma enzima dimérica localizada no espaco
intermembrana mitocondrial, no citosol e no nucleo, a superdoxido dismutase de
cobre/zinco (Cu, Zn-SOD ou SOD1) (Miao; Clair, 2009). A SOD1 desempenha
funcdes especificas em diferentes compartimentos celulares, sendo modulada por
diversas modificacdes pds-traducionais, incluindo fosforilacdo, acetilacdo e
palmitoilacdo (Eleutherio et al., 2021). Além de eliminar o superéxido do espaco
intermembrana mitocondrial, a SOD1 também regula sua producdo por meio da
modulacdo da atividade do Complexo | da cadeira respiratoria (Banks et al., 2017),
estando ainda envolvida na regulacédo aerodbica (Tsang et al., 2018), processo
essencial para a manutencdo da saude e funcionalidade neuronal (Monteiro Neto
et al., 2025).

A célula possui mecanismos de defesa antioxidante enziméticos (catalase e
glutationa peroxidase) e ndo enzimaticos (como a glutationa e vitaminas), que em
condicoes fisiolégicas sdo capazes de neutralizar esses oxidantes. Quando em
condicdes patologicas, esse sistema oxidante pode ser intensificado, levando a um
aumento excessivo dos niveis de ROS e sobrecarregando o sistema de defesa,
chamado de dano oxidativo acumulativo (Jomova et al., 2024; Krishnamurty et al.,

2024). O dano oxidativo pode se manifestar através de peroxidacdo lipidica,
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carbonilac@o proteica, modificagBes de residuos de aminocidos como cisteina e

metionina, e lesdes nos DNAs nuclear e mitocondrial (Shields et al., 2021).
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Figura 6. Producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) na cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial. Durante o transporte de elétrons na membrana interna mitocondrial, elétrons
provenientes de NADH e FADH, fluem pelos complexos para reduzir oxigénio molecular a agua.
Pequenos vazamentos de elétrons nos complexos | e lll podem levar a formacao de superoxido
(O2:7). O O, é convertido em perédxido de hidrogénio (H,O;) por acdo das enzimas superdxido
dismutases (SOD1 e SODZ2), que pode ser posteriormente detoxificado por catalase ou glutationa
peroxidase. Em presenca de metais redox ativos, H,O, pode gerar radicais hidroxila (OH-) via
reacdo de Fenton, aumentando o estresse oxidativo intracelular. A producéo controlada de ROS
nesse contexto tem papel fisiolégico em sinalizag&o celular, enquanto 0 excesso pode causar danos
a proteinas, lipidios e DNA, contribuindo para processos de envelhecimento e neurodegeneragao.
Fonte: Tonnies; Trushina, 2017.

Este ciclo retroalimentado de estresse oxidativo e disfun¢cdo mitocondrial &
particularmente relevante em hipoteses de neurodegeneragdo. Em modelos de DA
e DP disfun¢gbes no metabolismo mitocondrial sdo descritas como eventos iniciais
da patogénese, com reducéo do potencial de membrana, liberacdo de citocromo ¢
e ativacdo das vias de morte celular. Estudos recentes destacam que esse colapso
energético amplia a vulnerabilidade neuronal perante a estressores adicionais
(Murphy et al., 2022, Forman; Zhang, 2021).
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A disfuncdo mitocondrial em neurbnios caracteriza-se pela perda do potencial
de membrana mitocondrial, reducédo na producdo de ATP, aumento da producao
de ROS e liberacéo de sinais pré-apoptoéticos (citocromo c), eventos que aumentam
a vulnerabilidade celular a agregacéo proteica e a neuroinflamacédo. Na DP, por
exemplo, ha evidéncias consistentes de déficit do complexo | da CTE e alteracfes
morfolégicas e funcionais mitocondriais que precedem a degeneracao
dopaminérgica. Além disso, mutacdes em genes ligados ao controle da qualidade
mitocondrial, como PINK1, Parkin e DJ-1, reforcam o papel causal da mitocondria
na patogénese (Henrich et al., 2023; Li et al., 2021). Na DA, dados sugerem a
“hipotese da cascata mitocondrial”, onde a disfungéo mitocondrial contribui para o

acumulo de AB e para a perda sinaptica (Bhatia et al., 2022).

Sistemas de remocao seletiva de mitocondrias defeituosas (mitofagia) e
dindmicas de fissdo/fusdo controlam a qualidade mitocondrial celular. O
desequilibrio dessas vias, como por exemplo excesso de fissdo mediado por DRP1
ou deficiéncia mitofagica mediada por PINK1/Parkin, promove acumulo de
mitocondrias disfuncionais geradoras de ROS. A perda da homeostase mitocondrial
também alimenta respostas inflamatorias através da liberacdo de DNA mitocondrial
e ROS, acentuando a neuroinflamacéo observada na DA e na DP (Misrani et al.,
2021; Ray et al., 2021).

A disfuncdo mitocondrial esta intimamente associada a ativacdo de vias
apoptoticas intrinsecas, constituindo um elo central entre o estresse oxidativo e a
morte neuronal em doencas neurodegenerativas. Sob condi¢des de estresse redox,
o0 acumulo de ROS promove a oxidacdo de componentes lipidicos e proteicos da
membrana mitocondrial, resultando na sua permeabilizagdo (Choi et al., 2024).
Essa perda de integridade facilita a abertura do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial e a consequente liberacdo de proteinas pro-
apoptéticas, como o citocromo ¢, para o citosol. Uma vez no citoplasma, o citocromo
C associa-se a proteina adaptadora Apaf-1 e a procaspase-9, formando o
apoptossomo, que ativa caspases executoras (principalmente caspases 3 e 7),
culminando na fragmentacdo do DNA e na morte celular programada. Esse
mecanismo é amplamente descrito em neurénios dopaminérgicos e corticais sob
condi¢cdes de estresse oxidativo, reforcando a mitocondria como um ponto de

convergéncia entre o metabolismo energético e a sinalizacdo apoptética em
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doencas como Parkinson e Alzheimer (Choi et al., 2024; Wang; Youle, 2009;
Kroemer et al., 2007).

Dessa forma, do ponto de vista terapéutico mitocondrias tornam-se alvos
interessantes. Diversos estudos tém procurado estratégias que reduzam a geracao
de ROS, seja através de inibidores especificos ou ‘scavengers’ (neutralizadores de
radicais livres) dirigidos a mitocondria, ou que aumentem a biogénese mitocondrial
(como o coativador transcricional PGC-7a) ou que restaurem a qualidade
mitocondrial, como por exemplo, através da ativacdo de mitofagia (Choi et al., 2024;
Mi et al., 2021). A falha nos mecanismos antioxidantes e energéticos amplifica a

agregacao proteica e o colapso da homeostase celular.

1.2. O sistemaendocanabinoide e sua relacdo com a neuroprotecao

O sistema endocanabinoide (SEC) é uma rede de sinalizacdo lipidica
responsavel por regular diversas funcbes patologicas e fisiolégicas no sistema
nervoso central e periférico (Di Marzo, 2006), envolvendo principalmente
canabinoides enddgenos como a anandamida (AEA) e o 2-araquinodoil-glicerol (2-
AG), os receptores canabinoides CB1 (CB1R) e CB2 (CB2R) e enzimas responsaveis
pela sintese e degradacao dos componentes envolvidos nas reacfes bioquimicas,
como por exemplo araquinodoil-fosfatidiletanolamina-fosfolipase D (NAPE-PLD),
diacil-glicerol lipase (DAGL), amida hidrolase de &cidos graxos (FAAH) e
monoacilglicerol lipase (MAGL) (Legare et al., 2022; Behl et al., 2022; Sugiura et
al., 1995). Estudos tém demonstrado que o sistema endocanabinoide esta
envolvido com processos do desenvolvimento, neuroplasticidade, transducédo de
sinais, regulacdo metabdlica, controle de apetite, resposta ao estresse, regulacdo
do humor e de respostas emocionais e envolvimento no desenvolvimento neuronal
(Kumar, 2024; Dallabrida et al., 2024; Thapa; Singh, 2023; Reddy et al., 2020). Além
disso, o SEC possui papel modulatério nos sistemas de neurotransmissao

dopaminérgica e serotonérgica (Peters et al., 2021).

Os receptores canabinoides CB1 e CB:2 pertencem a super-familia dos
receptores acoplados a proteina G (GPCRs, do inglés G Protein-Coupled
Receptors), e compartilham 44% de homologia na sequéncia de aminoacidos (Lu;



36

Mackie, 2021; Howlett; Abood, 2017). O CB1R é amplamente expresso no sistema
nervoso central, com localizacdo predominante em neurénios pré-sinapticos nos
ganglios basais, cerebelo, cortex e hipocampo, modulando a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios e inibitérios (Martinez Ramirez, 2023; Howlett;
Abood, 2017; Reggio, 2010; SviZenska et al., 2008) e desempenha papel central
em modulacdo sinaptica, estimula a via de recompensa dopaminérgica, atua nos
metabolismos de glicose e lipidios, regulacdo de apetite, atividade motora,
cognicao, emocgdes e humor, memaria e aprendizado (Fernandez-Moncada et al.,
2024; Behl et al., 2022; Onaivi et al., 2006; Mackie, 2005; Breivogel; Childers, 1998;
Katzman et al., 2016; Maldonado et al., 2006; Gelfand; Cannon, 2006; Cota et al.,
2003; Pagotto; Pasquali, 2005).

O CB:2R, por sua vez, € mais comumente encontrado no sistema imunolégico
(células imunes e queratindcitos), predominantemente nas células gliais e nos
neurénios pés-sinapticos (Reggio, 2010; Svizenska et al., 2008; Gong et al., 2006);
e atua nas respostas anti-inflamatérias e autoimunes, regula a adesédo e o
rolamento dos leucdcitos no endotélio e a diferenciacéo das células T (Ramirez et
al., 2012; Rom et al., 2013; Zhao et al., 2010; Braun, 2018; Gentili et al., 2019; Kong
et al., 2014; Lowe et al., 2021). No contexto de doencas neurodegenerativas, CB2R
€ considerado um alvo promissor na DA, pois estudos mostraram que a glia
associada a placas amiloides apresenta superexpressédo de CB:2R, e a ativacéo
desse receptor na microglia reduz a neuroinflamacéo e modula a depuracéo de

agregados proteicos (Sobue et al., 2024; Ruiz De Martin Esteban et al., 2022).

Ambos o0s receptores canabinoides sdo ativados, principalmente, pelos
canabinoides enddgenos. Os endocanabinoides anandamida (AEA) e 2-
araquinodoil-glicerol (2-AG) séo lipidios produzidos, sob demanda, a partir do &cido
araquidénico para controle das necessidades fisiolégicas do corpo, e sao
degradados em condi¢cdo de homeostase fisiologica; desta forma, ndo hé estoque
destes canabinoides enddégenos no organismo (Fonseca et al., 2025; Thapa; Singh,
2023; Behl et al., 2022; Di Marzo; De Petrocellis, 2012). A sintese da AEA (Figura
7) origina-se na hidrdlise da molécula de N-araquinodoil-fosfatidil etanol (NAPE)
pela enzima NAPE-PLD, e sua degradacao é realizada principalmente pela FAAH,
que é responsavel pela degradacéo de &cidos graxos de amida. No entanto, sua

degradacédo também pode ser realizada pela enzima ciclooxigenase-2 (COX-2)
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para gerar prostamidas (Fonseca et al., 2025; Lu; Mackie, 2021; Woodward et al.,
2008; Hermanson et al., 2013; Hermanson et al., 2014). Em geral, AEA possui
afinidade moderada com ambos os receptores CB1 e CB2 e é ativada em resposta
a estimulos de estresse (Mackie, 2005; Luk et al., 2004; Gonsiorek et al., 2000;
Breivogel; Childers, 2000).
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Figura 7. Sintese, degradacdo e sinalizagdo dos endocanabinoides em neurénios pos-
sindpticos. Os endocanabinoides anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) sao lipidios
sinalizadores sintetizados sob demanda nos neurdnios pds-sinapticos a partir de precursores de
membrana: a anandamida a partir de N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE) via NAPE-fosfolipase D
(NAPE-PLD), e 0 2-AG a partir de diacilglicerol (DAG) via diacilglicerol lipase (DAGL). Apé6s a
liberacdo, esses endocanabinoides atuam de forma retrégrada, ligando-se aos receptores CB1 e
CB2 na membrana pré-sinaptica, modulando a liberacdo de neurotransmissores. A degradacgéo
ocorre através de enzimas especificas: hidrolase amida de &cidos graxos (FAAH) para anandamida
e monoacilglicerol lipase (MAGL) para 2-AG. Esta via permite a regulacdo fina da neurotransmisséo
e da homeostase sinaptica. Fonte: Godoy-Matos, 2006; Di Marzo, 2006.

O 2-AG, por sua vez, € um intermediario gerado em muitas vias do
metabolismo lipidico, e por este motivo € mais abundante que a AEA. Sua sintese,

geralmente, é resultado de uma sequéncia de hidrolises do araquinodoil contendo
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fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) pela fosfolipase-C 3 (PLC-B) para formar
diacilglicerol, que é entdo hidrolisado pela diacilglicerol lipase (DAGL) para formar
2-AG (Briand-Mésange et al., 2024; Shonesy et al.,, 2015; Jung et al., 2007;
Murataeva et al., 2014). Sua degradacdo pode ser realizada, primariamente, por
trés enzimas hidroliticas, a monoacilglicerol lipase (MAGL) e as hidrolases a/p
dominios 6 e 12 (ABHDG6 e 12); porém, as enzimas FAAH e COX-2 também podem
atuar neste processo de metabolizacdo para a producdo de prostaglandinas
(Tsuboi et al., 2018; Kim; Alger, 2004; Nomura et al., 2011; Reddy et al., 2020). O
endocanabinoide 2-AG possui alta afinidade com os dois receptores canabinoides
(Mackie, 2005; Gonsiorek et al., 2000; BreivogeL; Childers, 2000; Neu et al., 2007,
Hentges et al., 2005; Hashimotodani et al., 2005; Bender et al., 2006).

1.3. Cannabis sativa: contexto histérico

O uso milenar da planta Cannabis sativa como alternativa medicinal remonta
aos primérdios da agricultura humana, tendo seu primeiro registro ha cerca de
10.000 anos, estando presente em diversas culturas tradicionais (Hussain et al.,
2021; Crocq, 2020; Charitos et al., 2021; Carlinl, 2006). As primeiras evidéncias
histéricas de aplicacdo terapéutica e ritual da planta aparecem nas regiées da Asia
Central, india e China (Brusa et al., 2022; Jiang et al., 2006). Por volta de 2.700
a.C., no antigo livro “Shen Nong Ben Cao Jing”, atribuido ao imperador chinés Shen
Nung, a Cannabis foi citada para o tratamento de reumatismos, constipacéo
intestinal, malaria, dores relacionadas ao sistema reprodutor feminino e como
sedativo (Ziyan et al., 2023; Carlini, 2006).

Em 2019, uma analise arqueolégica detectou vestigios de canabinoides
psicoativos em artefatos funerarios na China, datados de cerca de 2.500 anos atras
(Figura 8), sugerindo o uso da planta para fins medicinais, recreativos e ritualisticos
(Ren et al., 2019). Na india, fontes tradicionais indicam que a planta e suas
sementes eram consumidas em contexto religioso e que, ja em cerca de 1.000 a.C.,
eram empregadas para prisdo de ventre, colicas menstruais, malaria, reumatismo
e dores de ouvido (Graeff, 1989; Chopra; Chopra, 1957); embora essas descri¢cdes
carecam de evidéncias arqueologicas robustas. O cultivo e uso da C. sativa

expandiram-se pela Asia, chegando a regides como Japao, Ird e Egito (Pisanti;
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Bifulco, 2017). A difusdo para o Ocidente ocorreu entre os séculos X e XlIl d.C.,
gquando sementes de C. sativa foram encontradas nos restos de navios vikings
datados de meados do século IX (Warf, 2014).

Figura 8. Artefatos funerarios contendo vestigios de canabinoides psicoativos datados de
aproximadamente 2.500 anos atras. A imagem mostra queimadores de madeira e pedras
carbonizadas recuperados de timulos do cemitério de Jirzankal, no oeste da China. Residuos
organicos preservados nesses artefatos apresentaram a presenca de canabinol (CBN), produto de
degradacgéo do tetrahidrocanabinol (THC), indicando o uso intencional de Cannabis sativa com
propriedades psicoativas em contextos rituais funerarios. Fonte: Ren et al., 2019.

No Brasil, um documento do Ministério das Rela¢des Exteriores (Brasil) de
1959 afirma que a planta teria sido introduzida no pais por volta de 1549 por meio
de escravizados africanos, e que sementes de canhamo eram transportadas em
bonecas de pano amarradas as pontas das “tangas” (Martins et al., 2023). Em 1988,
hé& relatos de que formularios médicos no Brasil teriam recomendado cigarros de
Cannabis indica para bronquite crénica em criangas com asma, gripe e outros

problemas respiratorios (Figura 9) (Carlini, 2006).
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um famoso formulério médico no Brasil, em 1888:
“Contra a bronchite chronica das criangas (...) fumam-se (ci-
garrilhas Grimault) na asthma, na tisica laryngea, e em todas (...)

Figura 9. Propaganda histérica dos cigarros Grimault promovendo o uso terapéutico da
cannabis no tratamento de doencas respiratdrias. A imagem apresenta um anuncio publicitario
do final do século XIX/inicio do século XX que recomenda o uso dos cigarros Grimault para o alivio
de crises de bronquite e asma, inclusive em crian¢as, refletindo a ampla aceitagdo médica e
farmacéutica do uso terapéutico da Cannabis sativa antes de sua posterior criminalizacao,
evidenciando a incorporacao de preparados a base de cannabis na pratica clinica da época. Fonte:
Carlini, 2006.

Paralelamente ao uso medicinal, iniciou-se no Brasil uma campanha de
estigmatizacdo da planta. Em meados do século XIX e inicio do século XX, jornais
no Rio de Janeiro associavam o uso da planta a “degeneragcao moral”’ e a “loucura”
(Figura 10), especialmente vinculando-a as populagfes africanas e suas culturas
tradicionais (Carlini, 2006). Em nivel federal, o Decreto-Lei n° 891, de 25 de
novembro de 1938, aprovou a Lei de Fiscalizacdo de Entorpecentes, proibindo o
plantio, a cultura, a colheita e a exploracdo, por particulares, da planta Cannabis
sativa (e suas variedades) em todo o territério nacional (Carvalho, 2017; Carlini,
2006). Posteriormente, a Lei n° 6.368, de 21 de outubro de 1976, estabeleceu
sancdes penais para quem mantivesse qualquer quantidade de maconha, mesmo

gue para uso pessoal.
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Figura 10. Representac@es midiaticas da Cannabis sativa associadas a degenera¢cao moral e
aracializagdo no Brasil em meados do século XX. A imagem reune a capa do jornal O Globo de
1956, publicada no Rio de Janeiro, e recortes de perioddicos da época que associam 0 uso da
Cannabis sativa a criminalidade, a degeneracdo moral e a estigmas de origem africana. Essas
representacdes contribuiram para a constru¢do de narrativas morais e raciais que influenciaram
politicas proibicionistas e a marginalizacdo social do uso da cannabis no Brasil. Fonte: Elias et al.,

2020; Korytowski, 2016.

Nos Estados Unidos, em 1937 foi aprovada a “Marihuana Tax Act”, e em 1942
a C. sativa foi removida da “United States Pharmacopeia”, encerrando seu
reconhecimento formal como medicamento (National Academies of Sciences,
Engineering, and Medicine, 2017; U.S. FDA, 2019; Carlini, 2006).

A “corrida cientifica” em torno da Cannabis sativa comegou entre 1838 e 1840,
quando Sir William Brooke O’Shaughnessy avaliou de maneira sistematica as

propriedades medicinais da planta (Crocq, 2020). O processo ganhou maior
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impulso em 1899, quando Thomas Wood e colaboradores isolaram o canabinol
(CBN) a partir de resinas da planta (Maioli et al., 2022). Em 1932, Robert Sidney
Cahn elucidou parte da estrutura do CBN, que foi posteriormente caracterizada e
sintetizada na década de 1940 por Roger Adams e Alexander Todd (Appendino,
2020). Em 1964, Raphael Mechoulam e Yehiel Gaoni elucidaram a estrutura do A®°-
tetrahidrocanabinol (THC), o que desencadeou uma intensa investigacdo da
farmacologia dos canabinoides entre as décadas de 1970 e 1990 (Crocq, 2020).
Em 1988, o grupo de Allyn Howlett identificou sitios ligantes especificos para o THC
no cérebro (Maccarrone et al., 2022); e em 1990, o grupo de Lisa Matsuda clonou
o receptor CB1 (Matsuda et al., 1990). Em 1992, o laboratorio de Mechoulam em
colaboracdo com outros cientistas identificou o primeiro endocanabinoide, a
anandamida (Maccarone et al., 2022; Devane et al., 1992). Finalmente, em 1993, o
receptor CB2 foi clonado por Alistair Munro e colaboradores (Munro et al., 1993).

As descobertas iniciais sobre o sistema endocanabinoide desencadearam
uma série de avancos subsequentes, ocorridos principalmente na década seguinte:
foram identificados antagonistas dos receptores canabinoides, caracterizadas as
enzimas envolvidas na sintese e degradacdo dos endocanabinoides, e isolado o
segundo endocanabinoide, o 2-araquinodoilglicerol (2-AG) (Di Marzo; De
Petrocellis, 2012; Gonsiorek et al., 2000).

Desde entéo, o interesse por estudos envolvendo a planta Cannabis sativa
cresceu consideravelmente. Uma busca realizada para este trabalho na base de
dados PubMed, com as palavras-chave “Cannabis sativa” e
“Tetrahydrocannabinol”, revelou um aumento expressivo no numero de publicacdes
a partir do final da década de 1960, refletindo a intensificacdo da investigacao sobre

os canabinoides (Figura 11).
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Figura 11. Evolugao temporal do numero de publicagdes cientificas indexadas no PubMed
utilizando as palavras-chave “Cannabis sativa” e “Tetrahydrocannabinol”. (A) Numero de
publicacdes por ano desde 1900 até a data da pesquisa, evidenciando o crescimento progressivo
do interesse cientifico relacionado a Cannabis sativa e ao tetrahidrocanabinol (THC) ao longo do
século XX e inicio do século XXI. (B) Periodo a partir de 1965, permitindo uma visualizacdo mais
detalhada do aumento expressivo no volume de estudos apés a elucidagéo estrutural do THC e o
avanco das pesquisas em farmacologia e neurociéncias. Fonte: PubMed (17/09/2023).

De modo analogo, ao realizar uma busca na base PubMed com a palavra-
chave “Endocannabinoid system” observa-se um aumento expressivo nas
publicacdbes ao longo da década de 1990, refletindo o crescimento do
reconhecimento do sistema endocanabinoide e de seu papel em fisiologia e

farmacologia (Figura 12).

“Endocannabinoid system” (17/09/2023)

7,627 results Page of 763 > >

¥

©
2 (L4

1993 2021 685 2023

Figura 12. Evolucéo temporal do nimero de publica¢8es cientificas indexadas no PubMed
utilizando a palavra-chave “Endocannabinoid system”. O gréfico apresenta o numero de
publicacdes por ano obtidas a partir de buscas realizadas na base de dados PubMed em 17/09/2023,
considerando o periodo a partir de 1993. Observa-se um crescimento acentuado na producao
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cientifica relacionada ao sistema endocanabinoide ao longo das décadas subsequentes, refletindo
a identificacao dos receptores canabinoides, a descoberta dos endocanabinoides enddgenos e a
consolidacdo desse sistema como um importante modulador de processos fisiologicos e
patoldgicos. Fonte: PubMed (17/09/2023).

1.3.1. Cannabis sativa: caracteristicas e composi¢cao quimica

A espécie Cannabis sativa L. pertence a familia Cannabaceae, género
Cannabis, e tradicionalmente tem sido subdividida — entre outras — nas subespécies
sativa, indica e ruderalis/spontanea. Trata-se de uma angiosperma dicotileddnea
gue cresce livremente em diversas partes do mundo, especialmente em regides
tropicais e temperadas, adaptando-se a variados tipos de solo (Fidan, 2021). Seu
ciclo anual é caracterizado por um crescimento vegetativo durante os meses com
maior fotoperiodo (primavera e veréo), e por floracdo quando a incidéncia luminosa
diminui (outono e inverno). As plantas sdo majoritariamente dioicas, isto €, 0s
espécimes femininas e masculinas ocorrem em exemplares diferentes, e podem
variar de 1 a 6 metros de altura, dependendo das condi¢des de cultivo e genética
(Figura 13) (Silva et al., 2020; Malgorzata et al., 2021).

Em 1971, Fetterman propds uma classificacdo quimiotaxondémica para a

espécie, baseada na razao:

[THC] + [CBN]
[CBD]

Se esta expressao resultasse em um resultado > 1, a planta seria classificada
como “chemo-type” ou narcotica. Se o resultado fosse < 1, seria classificada como
“fyber-type” ou fibrosa. Além disso, descreveu que genética, fatores ambientais,
tempo de cultivo e tratamentos como estocagem, secagem e extracao impactam

na composicao quimica da planta (Lapierre et al., 2023; Malgorzata et al., 2021).
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Figura 13. Morfologia geral da planta Cannabis sativa. (A) Espécimes feminino (a esquerda) e
masculino (a direita), evidenciando o dimorfismo sexual caracteristico da espécie. (B) Folha
palmada com foliolos serrilhados, (C) caule, (D) semente, (E) flor e (F) sistema radicular. A
diversidade morfolégica apresentada reflete adaptagGes estruturais relevantes para o
desenvolvimento, reproducédo e produgdo de metabdlitos secundarios da planta. Fonte: Malgorzata
et al., 2021.

A C. sativa apresenta um complexo fitoquimico diversificado, composto por
canabinoides, terpenoides (principalmente sesquiterpenos e monoterpenos),
flavonoides e alcaloides. Até 0 momento, cerca de 545 compostos naturais ativos
foram extraidos e caracterizados da planta, dos quais pelo menos 144 séo
fitocanabinoides identificados, encontrados principalmente nos tricomas das
inflorescéncias femininas (Lowe et al., 2021; Freeman et al., 2019; Khoury et al.,
2022). Entre os fitocanabinoides mais conhecidos estdo A°-tetrahidrocanabinol (A°-
THC), A3-tetrahidrocanabinol (A8-THC), acido A°-tetrahidrocanabinélico (THCA),
canabidiol (CBD), acido canabididlico (CBDA), dimetilcanabidiol (DMCBD), A°®-
tetrahidrocanabivarina (THCV), canabinol (CBN), canabidivarina (CBDV),
canabigerol (CBG), acido canabigerdlico (CBGA) e canabricromeno (CBC) (Figura
14) (Khoury et al., 2022; Gaoni; Mechoulam, 2002).
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Figura 14. Estruturas quimicas dos principais fitocanabinoides identificados na C. sativa.
Fonte: Schubert et al., 2019.

A biossintese dos fitocanabinoides na C. sativa inicia-se com 0s precursores
acido olivetolico (OLA) e geranil difosfato (GPP) (Gagne et al., 2012; Sirikantaramas
et al., 2004; Sirikantaramas et al., 2005). A enzima olivetolato geraniltransferase
(GOT) catalisa a formacgéao do &cido canabigerdélico (CBGA) pela prenilagdo do OLA
com o GPP (Figura 15). O CBGA ¢ considerado o canabinoide precursor, sendo
convertido em trés principais acidos canabinoides: acido tetrahidrocanabindlico
(THCA) (Figura 16), acido canabididlico (CBDA) e acido canabicroménico (CBCA)
pela acdo das enzimas THCA sintase (THCAS), CBDA sintase (CBDAS) e CBCA
sintase (CBCAS), respectivamente (Taura et al., 1996). Esses acidos canabinoides
sao convertidos em suas formas neutras - THC, CBD e CBC (Figura 17),
respectivamente — por descarboxilagio ndo enzimatica, que ocorre
espontaneamente com 0 tempo e a exposicdo ao calor (Hahm et al.,, 2025;
Sirikantaramas et al., 2005). Além disso, o canabinol (CBN) pode ser encontrado

como produto de degradacdo do THC, especialmente em materiais armazenados
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por periodos prolongados ou expostos a condi¢des inadequadas (Hahm et al.,
2025; Jin et al., 2020).

(via dos terpenoides) (via dos policetideos — acidos graxos)
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Figura 15. Biossintese do acido canabigerdlico (CBGA), precursor central dos
fitocanabinoides, na Cannabis sativa. O esquema ilustra a formagdo do acido canabigerdlico
(CBGA) a partir da condensacéo do pirofosfato de geranila (GPP) com o &cido olivetdlico, reagéo
catalisada por uma preniltransferase especifica. O CBGA atua como precursor biossintético comum
para a formacdo dos principais fitocanabinoides acidos, incluindo THCA, CBDA e CBCA,
desempenhando papel central na diversidade quimica da planta. Fonte: Borille, 2016.

O &cido olivetdlico é produzido pela via dos policetideos a partir de acidos
graxos, enquanto a GPP é derivada da via do mevalonato, tipica da biossintese de
terpenos. A condensacao dessas duas moléculas é catalisada pela enzima geranil
pirofosfato — olivetolato geraniltransferase (GOT), resultando na formacdo do
CBGA. A descarboxilagdo do CBGA, por aquecimento ou exposi¢cédo prolongada,
produz o canabigerol (CBG) na sua forma neutra (Gagne et al., 2012; Gilck et al.,
2020).
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Figura 16. Conversdo enzimética do acido canabigerélico (CBGA) em acido
tetrahidrocanabindlico (THCA). A reacdo é catalisada pela enzima THCA sintase, na qual o CBGA
€ convertido em &cido tetrahidrocanabindlico (THCA), principal precursor biossintético do
tetrahidrocanabinol (THC). Essa etapa enzimética é determinante para o perfil fitoquimico da
Cannabis sativa e para a producéo de canabinoides com atividade bioldgica. Fonte: Sirinkantaramas
et al., 2004.

As enzimas THCAS, CBDAS e CBCAS pertencem a familia das oxidases
dependentes de FAD (dinucleotideo de flavina e adenina) e catalisam reacdes de
oxirreducdo, utilizando oxigénio molecular como aceptor de elétrons. Esse
mecanismo permite a producdo dos canabinoides neutros correspondentes por

meio de um processo de ciclizacéo oxidativa (Sirikantaramas et al., 2004).
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Figura 17. Conversdo biossintética do &acido canabigerdlico (CBGA) nos principais
fitocanabinoides de Cannabis sativa. O esquema ilustra a conversdo enzimatica do CBGA nos
acidos tetrahidrocanabinélico (THCA), canabidiélico (CBDA) e canabicroménico (CBCA), catalisada
pelas respectivas sintases especificas. Em etapa subsequente, esses canabinoides acidos sofrem
descarboxilacdo, resultando na formagdo das formas neutras biologicamente ativas
tetrahidrocanabinol (THC), canabidiol (CBD) e canabicromeno (CBC). Fonte: Tegrapharma, 2025.

Na presenca de acido divarinico (olivetolato varinico), a enzima GOT pode
condensar o GPP com este precursor alternativo, formando o acido
canabigerovarina (CBGVA). Apés a descarboxilagdo, o CBGVA gera a molécula
canabigerovarina (CBGV). Alternativamente, na presenca das enzimas sintases A°-
THCVS, CBDVS e CBCVS, o CBGVA é convertido a A°>~-THCVA, CBDVA e CBCVA,
respectivamente (Figura 18) (Borille, 2016).
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Figura 18. Biossintese dos canabinoides de cadeia lateral curta em Cannabis sativa.
O esquema mostra a conversdo enzimatica dos &cidos tetrahidrocannabivarinico (THCVA),
canabidivarinico (CBDVA) e canabicroménico varinico (CBCVA) em seus correspondentes
canabinoides neutros, THCV, CBDV e CBCV, através de descarboxilacdo. Esses compostos, assim
como seus homélogos de cadeia mais longa (THC, CBD e CBC), apresentam relevancia
farmacoldgica e contribuem para a diversidade quimica da planta. Fonte: Borille, 2016.

1.3.2. Cannabis sativa: potencial farmacolégico
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Os canabinoides podem ser classificados em trés grandes grupos:
endocanabinoides,  fitocanabinoides e  canabinoides  sintéticos. Os
endocanabinoides sdo ligantes endbégenos dos receptores canabinoides,
modulando diversas fungdes fisioldgicas, como regulacéo do apetite, dor, humor e
memodria. Os fitocanabinoides sdo compostos naturais extraidos da planta C. sativa
que interagem com o SEC, mimetizando a acdo dos endocanabinoides. Por sua
vez, 0s canabinoides sintéticos sao compostos artificiais desenvolvidos
quimicamente para uso terapéutico, podendo atuar em diferentes alvos do SEC
(Khoury et al., 2022).

Atualmente, os produtos derivados de C. sativa tém demonstrado eficacia
significativa no alivio de efeitos adversos associados a tratamentos médicos
agressivos, sendo especialmente relevantes como terapia paliativa (Abrams;
Guzman, 2015; Cyr et al., 2018; Carter et al., 2011; Green; De-Vries, 2010). Esses
efeitos sao atribuidos, em grande parte, as suas propriedades sedativas, bem como
a capacidade de reduzir sintomas de insbnia, ansiedade, depressdo, nauseas,
vOomitos e dores cronicas (Bar-Sela et al., 2013; Bar-Lev et al., 2018; Smith et al.,
2012; Temel et al., 2010; Abrams et al., 2007; Langford et al., 2013, Nurmikko et
al., 2007; Bennici et al., 2021).

Estudos indicam que o tratamento com C. sativa melhora significativamente a
dor e a qualidade do sono em pacientes com transtorno de estresse pos-traumatico
(Bonn-Miller et al., 2014; Rehman et al., 2021; Khoury et al., 2022). Além disso,
demonstrou reduzir a espasticidade em pacientes com esclerose multipla (Fragoso
et al., 2020; Killestein et al., 2004; Mecha et al., 2020) e apresentou eficacia positiva
no manejo de convulsdes epilépticas e insbnia (Kuhathasan et al., 2021). Pesquisas
recentes também sugerem que o0s canabinoides podem exercer efeitos
neuroprotetores, mostrando  potencial no tratamento de  doencas
neurodegenerativas, como a DP e a DA (Russo, 2011; Zuardi et al.,, 2006).
Especificamente em pacientes com DP, o uso da C. sativa tem sido associado a
melhora do comportamento, da linguagem e comunicacdo, das habilidades
motoras, do sono, do relaxamento muscular e do alivio da dor (Balash et al., 2017,
Tzadok et al., 2016; Yenilmez et al., 2021).

Em modelos de doencas neurodegenerativas, extratos de C. sativa e seus

fitocanabinoides, como o CBD, demonstraram restaurar o potencial de membrana
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mitocondrial, reduzir a producdo de ROS e normalizar os niveis de ATP, sugerindo
um efeito protetor direto sobre a funcédo mitocondrial (Atalay et al., 2019). O CBD
tem sido amplamente estudado por suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e neuroprotetoras (Liang et al., 2022). Além dos fitocanabinoides mais
conhecidos, como THC e CBD, outros compostos como A°-THCV, CBN, CBDV,
CBG e CBC (Khoury et al., 2022; Carvalho, 2017) tém atraido crescente interesse
nos ultimos anos (Liang et al., 2022; Maroon; Bost, 2018; Lewis et al., 2018; Nadal
et al.,, 2017). O CBN, em particular, demonstrou potencial neuroprotetor
significativo. Estudos recentes indicam que o CBN pode atrasar significativamente
o inicio da doenca em um modelo de esclerose lateral amiotréfica (ELA) (Liang et
al., 2022).

Mechoulam et al. (2007) descreveram estudos clinicos avaliando a eficacia
terapéutica do CBD, isolado ou em combina¢cdo com outros fitocanabinoides, no
sistema nervoso central e periférico para diferentes transtornos. Em pacientes com
esquizofrenia 0 CBD apresentou um perfil antipsicético promissor, mostrando
potencial terapéutico para distarbios psiquiatricos (Leweke et al., 2000; Zuardi et al.,
2006; Leweke et al., 2012; Schubart et al., 2011). O canabidiol mostrou um potencial
do tipo ansiolitico em estudo realizado com ratos Wistar (Gomes et al., 2011) e efeito
do tipo antidepressivo em camundongos Swiss (Zanelati et al., 2010), sugerindo seu

potencial para o manejo de alguns transtornos psiquiatricos.

Uma pesquisa pré-clinica in vitro de danos cerebrais hipoxico-isquémicos em
camundongos recém-nascidos apontou um perfil neuroprotetor interessante para
isquemia neonatal, que foi relacionada com a combinacdo das propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes do CBD isolado (Castillo et al., 2010). Outros estudos
exploraram as propriedades descritas para o canabidiol apostando em
combinagdes com outros canabinoides; por exemplo, com o A°-THC, cujas
pesquisas mostraram efeitos neuroprotetores para a doenga de Huntington e
reducdo da atrofia estriatal causada por acido 3-nitropropionico in vivo, usando
ratos Sprague-Dawley adultos (Sagredo et al., 2011; Sagredo et al., 2007). Usando
o mesmo modelo de estudo, combinagdes dos fitocanabinoides CBD e A°-THC
foram neuroprotetoras (Valdeolivas et al., 2012). A combinagcdo do CBD com o

provavel fitocanabinoide A°-THCV foi estudada in vivo e in vitro em modelos da
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doenca de Parkinson, onde promoveram acao neuroprotetora contra a toxicidade
da 6-hidroxidopamina (Lastres-Becker et al., 2005; Garcia et al., 2011).

Além disso, o CBD ja mostrou potencial neuroprotetor em outras doencas
neurodegenerativas, como acidente vascular cerebral, Alzheimer e esclerose
multipla (Hayakawa et al., 2007; Mishima et al.,, 2005; Braida et al., 2003;
Hayakawa; Mishima; Fujiwara, 2010; Esposito et al., 2006; Kozela et al., 2011);
sendo que para esta ultima, a combinagdo do CBD com o A°-THC foi recentemente
licenciada como um agente de alivio de sintomas para o tratamento de

espasticidade e dor (Sastre-Garriga et al., 2011).

1.4. Modelos biolégicos

1.4.1. Saccharomyces cerevisiae

Embora varios aspectos das doencas estejam além da capacidade de um
organismo unicelular como a levedura Saccharomyces cerevisiae, este modelo
celular é extremamente valioso para estudar processos bioldégicos béasicos e
altamente conservados entre eucariotos, tais como biogénese mitocondrial, sintese
proteica, trafego vesicular e vias autofagicas (Pereira et al., 2012; Menezes et al.,
2015; Delenclos et al., 2019). Na verdade, a simplicidade relativa da levedura,
gquando comparada as células humanas, tem sido amplamente explorada para
acelerar a descoberta de novos farmacos e alvos terapéuticos (Epremyan et al.,
2023; Outeiro; Lindquist, 2003; Vandebroek et al., 2005).

O cultivo de S. cerevisiae tem vantagens praticas e econdmicas, incluindo
crescimento rapido em meios de baixo custo, manipulacdo genética facilitada e
auséncia de patogenicidade em condic¢des padrao (Menezes et al., 2015; Epremyan
et al., 2023; Delenclos et al., 2019). A levedura é mantida por congelamento em
presenca de glicerol e pode ser geneticamente modificada com alta eficiéncia
(delecéo, mutacédo, insercdo de DNA) devido ao conhecimento amplo do seu
genoma eucariético, que foi o primeiro a ser sequenciado (Bayandina; Mukha,
2023; Miller-Fleming et al., 2008).
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Este organismo possui metabolismo aerdbico facultativo, podendo alternar
entre fermentacdo e respiracdo de acordo com a disponibilidade de hexoses
(geralmente glicose). Quando a glicose esta em alta concentracdo, o metabolismo
fermentativo é predominante (primeira fase exponencial de crescimento), sendo
caracterizado por um rapido crescimento devido a divisdo celular acelerada. Nessa
fase, ocorre a fermentacdo das hexoses presentes no meio, resultando na
producdo de etanol. A medida que o substrato se esgota, inicia-se a transicdo para
respiracdo (fase diduxica). Nessa fase, o crescimento celular estagna-se e o0s
mecanismos metabolicos sao ativados para iniciar o metabolismo aerébico. Na fase
pos-diduxica o crescimento celular é retomado, porém em um ritmo mais lento em
comparacdo a fase fermentativa. Nessa fase, o etanol produzido durante a
fermentacao é utilizado como fonte de energia até seu esgotamento. Entéo, a taxa
de proliferacdo diminui e hd aumento da morte celular, mantendo constante a
guantidade de células por algum tempo (fase estacionaria), até que todas as células

morrem por falta de nutrientes (Herman, 2002; Busti et al., 2010).

A conservagdo de mecanismos entre S. cerevisiae e eucariotos superiores
envolve: ciclo celular, transporte intracelular, manutencdo do potencial redox
mitocondrial, sistemas de defesa antioxidante, autofagia e controle da qualidade
proteica (Bayandina; Mukha, 2023; Ruetenik; Barrientos, 2018; Bras, 2019). Como
todos os eucariotos, a levedura S. cerevisiae dispde de sistemas de defesa
antioxidante, nos quais destacam-se enzimas como catalase, superdxido
dismutase e glutationa peroxidase. O fator de transcricdo Yaplp (Yeast Associated
Protein 1) representa um componente central dessa resposta na levedura. Yaplp
atua como regulador redox-sensivel, ligando-se ao DNA em regides promotoras
especificas, capazes de ativar ou reprimir a expressao génica, ajustando a
producdo de proteinas de defesa antioxidante em resposta a estressores como
peréxido de hidrogénio e metais pesados (Moye-Rowley et al., 1989; Schnell;
Entian, 1991; Wu et al.,, 1993; Coleman et al., 1999; Delaunay et al., 2000;
Rodrigues-Pousada et al., 2005; Wysocki; Tamas, 2010).

A localizacdo de Yaplp é citoplasmatica (Delaunay et al., 2002; Yan et al.,
1998); porém sob condi¢des de estresse oxidativo, pares de grupos sulfidrilas (-SH)
em cisteinas de Yaplp formam pontes dissulfeto, o que altera sua conformacéo e

blogueia a interagcdo com Crml1p, um receptor de exportacao nuclear (Lovato et al.,
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2017). Consequentemente, Yaplp acumula-se no nucleo promovendo a
transcricdo de genes (Gulshan et al., 2005; Okazaki et al., 2007) como tiorredoxina
(TRX2), catalase (CTT1) e superoxido dismutase (SOD1), que codificam enzimas
essenciais para a eliminacdo de ROS. Este mecanismo de ativacdo da Yapl é
fundamental para que a célula preserve sua viabilidade e integridade em ambientes
com estresse oxidativo. O fator de transcricdo Yaplp age como um regulador-chave
da resposta ao estresse oxidativo, garantindo que a célula seja capaz de se adaptar
e se defender contra as espécies reativas de oxigénio que podem ser prejudiciais
para sua integridade e funcionamento. (Temple et al., 2005).

Na biologia de mamiferos, incluindo seres humanos, o homadlogo funcional
mais estudado ao Yaplp é o Nrf2p (Fator Nuclear Eritride Relacionado ao Fator
2). O Nrf2p também regula a resposta antioxidante a toxicidade causada por
substancias quimicas e radicais livres. Em condi¢des basais, Nrf2p € retido no
citosol por sua interacdo com uma proteina reguladora chamada Keaplp, mas sob
estresse oxidativo Nrf2p é liberado e transloca-se para o nucleo da célula ativando
a expressao de genes de detoxificacdo, reparo de DNA e defesa antioxidante. O
Nrf2p desempenha um papel critico na protecdo das células contra danos
oxidativos e no equilibrio do estado redox. Assim, embora Yaplp e Nrf2p existam
em organismos distintos e sigam vias de sinalizacéo diferentes, ambos s&o cruciais
para o controle redox e a adaptacao celular ao estresse oxidativo (Zanotto-Filho et
al., 2016; Forman et al., 2016).

A levedura S. cerevisiae tem sido empregada como um modelo interessante
e relevante para estudos relacionados a mecanismos de neurodegeneragao.
Diversas proteinas humanas associadas a essas patologias tém sido expressas
heterologamente na levedura, o que permitiu recapitular fenétipos como agregacao
proteica e toxicidade celular dose-dependente (Outeiro; Lindquist, 2003;
Vandebroek et al., 2005). Esses modelos de levedura modificados revelam
disfungdes celulares observadas também em pacientes ou em modelos de
eucariotos superiores, incluindo comprometimento da endocitose, desregulacdo
transcricional, ativacdo de marcas de apoptose, aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS), estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial (Joyner et al., 2010).
Recentemente, varios estudos destacaram a levedura como ferramenta util para

investigar mutagfes associadas a doencga de Parkinson. Por exemplo, a expressao
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do gene humano SNCA em levedura permitiu analisar diretamente o impacto de

variantes desse gene nas funcdes celulares basicas (delenclos et al., 2019).

No primeiro modelo de DP em levedura foi utilizada a fusdo do gene humano
SNCA, que codifica a proteina aSyn em levedura, com a proteina verde
fluorescente (GFP, do inglés Green Fluorescent Protein) sob controle do promotor
galactose-induzivel (GAL1). A expressao de uma copia do gene humano produziu
quantidades moderadas de aSyn-GFP, permitindo que a proteina se associasse
parcialmente & membrana plasmética, mas ndo mostrou agregacao significativa,
ndo sendo toxica para as células de levedura, refletindo uma condi¢do “ndo
patolégica”. A expressao de duas cépias do SNCA sob o mesmo promotor GAL1,
por sua vez, eleva a quantidade de aSyn produzida a niveis acima da capacidade
da célula de manter o enovelamento e degradacdo adequados, levando a
insolubilidade da proteina e a formacéao de inclusdes citoplasmaticas, o que induziu
citotoxicidade relevante (Figura 19); sugerindo que a expressao de duas copias leva
a superexpressao de aSyn em levedura suficiente para provocar danos celulares,
conforme também observado em algumas formas humanas da doenca (Tenreiro;
Outeiro, 2016). Nessas células, a aSyn-GFP localizava-se preferencialmente na
membrana plasmatica quando presente em copias simples; entretanto, em células
gue expressam duas coépias do gene foram observadas inclusdes intracelulares
dependentes da concentracdo da proteina aSyn-GFP (Miller-Fleming et al., 2008).
Estudos subsequentes revelaram que essas inclusbes formadas em levedura
correspondem a aglomerados de vesiculas e membranas, resultado da disfuncao
causada pela aSyn no trafego vesicular. Esse fenbmeno possui paralelo patolégico
com os LBs observados em cérebros de pacientes com DP (Tenreiro; Outeiro,
2016).
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Figura 19. Expressdo e sintese da aSyn em Saccharomyces cerevisiae.
Producédo de aSyn em levedura com uma Unica cépia do gene e em células contendo duas cépias,
evidenciando como a quantidade de gene influencia os niveis de proteina expressa. Modelos de
levedura com diferentes doses de aSyn permitem investigar os efeitos da superexpressao da
proteina, incluindo agregagéo, toxicidade e disfungBes celulares associadas as sinucleinopatias.
Fonte: TENREIRO; OUTEIRO, 2016.

Também foi demonstrado que, em células selvagens, a aSyn contendo a
mutacdo A53T é direcionada a membrana plasmatica por meio da via secretora,
induzindo estresse no reticulo endoplasmatico. Em contraste, estudos recentes
indicam que aSyn com a mutacdo A30P é direcionada ao vacuolo através da via
endocitica, onde sofre degradacdo proteolitica (Tenreiro; Outeiro, 2016). A
toxicidade decorrente da expressdo de aSyn em levedura esta associada a
interferéncia em multiplas vias celulares, incluindo endocitose, trafego vesicular
(especialmente do reticulo endoplasmatico para o Golgi), aumento do estresse
oxidativo e formacédo de ROS, disfuncdo mitocondrial, deficiéncia do proteassoma
e autofagia (Outeiro; Lindquist, 2003; Sancenon et al., 2012; Soper et al., 2008). A
inducdo de apoptose também foi reproduzida em leveduras, reforcando a

relevancia deste modelo (Miller-Fleming et al., 2008).

Além disso, h& evidéncias de que a aSyn forma inclusdes citosoélicas toxicas
em levedura, com mecanismos patoldgicos similares aos observados em neurdnios
humanos, incluindo disfuncdo no trafego vesicular e estresse oxidativo (Tenreiro;
Outeiro, 2016). Diversos grupos tém utilizado este modelo para investigar
compostos capazes de modular processos patoldgicos associados a

neurodegeneracao, incluindo polifenodis e outros compostos bioativos (Bras et al.,
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2019; Nevzglyadova et al., 2018; Gupta et al., 2018; Kardani et al., 2017; Lee et al.,
2011; Macedo et al., 2017; Popova et al., 2015; Rencus-Lazar et al., 2019; Tardiff
et al., 2013; Zampol; Barros, 2018).

A formacgdo de espécies radicais esta frequentemente associada a danos
celulares que podem culminar em altera¢des neuroldégicas. Em resumo, a levedura
constitui um modelo biolégico simplificado, porém eficiente, para estudar
mecanismos patologicos da DP e para a avaliacdo de potenciais estratégias

terapéuticas.

1.4.2. Neuroglioma humano: células H4

Uma das linhagens de células ndo-neuronais mais comumente utilizadas para
o estudo dos mecanismos bioquimicos envolvendo doencas neurodegenerativas
sdo as linhagens de neuroglioma humano H4, que séo células com alta capacidade
de transfeccdo e manipulagdo genética facilitada. Em especial, essa linhagem é
muito utilizada na investigacdo da agregacéo e toxicidade da aSyn pois séo células
facilmente transfectadas com aSyn humana, tanto na forma selvagem quanto em
suas formas mutantes (Tabrizi et al., 2000; Mclean et al., 2001; Outeiro et al., 2008;
Lazaro et al., 2016). E importante ressaltar que por serem derivadas de um tumor
glial, as células H4 ndo apresentam um fendtipo neuronal completo, limitando sua
capacidade de reproduzir fielmente a morfologia e conectividade sinaptica dos

neurdnios humanos (Delenclos et al., 2019).

Modelos estabelecidos de H4 frequentemente empregam a co-expressao de
variantes modificadas de aSyn, como o constructo SynT juntamente com sinfilina-
1 (Figura 20) para promover a formacao de inclusdes intracelulares, permitindo o
estudo de mecanismos de proteostase, autofagia e estresse oxidativo (Popova et
al., 2021; Lazaro et al., 2014). Neste modelo transfectado, o gene da aSyn é
acoplado a uma proteina pré-sinaptica composta de 919 residuos de aminoacidos,
a sinfilina-1; onde essa co-transfeccdo resulta na formacdo de inclusdes no
citoplasma. A sinfilina-1, assim como a aSyn, esta presente na maioria dos LBs

(aglomerados proteicos) da substancia nigra e em outras regides do cérebro, e
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parece estar diretamente relacionada com a formacgédo dessas inclusdes (Silva,
2013).
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Figura 20. Constructos usados em H4 para modelo de agregac&o. Fonte: LAZARO et al., 2014.

Estudos em H4 demonstraram que a superexpressao de aSyn pode induzir
fenbmenos que mimetizam processos observados em cérebros de pacientes com
DP, como alteragdes do ciclo celular, disfuncdo mitocondrial, ativagdo de vias de
resposta ao DNA e acumulo de proteinas ubiquitinadas (Sampaio-Marques et al.,
2019). Outros estudos utilizaram H4 para investigar a captacdo e liberacao
extracelular de aSyn, e avaliar compostos capazes de modular sua agregacéo ou
toxicidade (Gustafsson et al., 2017; Moree et al., 2015).

Dessa forma, ambos os modelos bioldgicos foram escolhidos para este
trabalho: células de S. cerevisiae transformadas geneticamente para mimetizar o
ambiente intracelular observado nas duas doencas citadas; e células de
neuroglioma H4 co-transfectadas com uma forma modificada da proteina aSyn,
acoplada a GFP.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades biolégicas de quatro extratos da espécie vegetal
Cannabis sativa (Linnaeus) de diferentes gendtipos visando seu potencial
antioxidante e sua acéo protetora frente a diferentes modelos de estudo
expressando genes de proteinas relacionadas as doencas neurodegenerativas.

2.1. Objetivos especificos:

a. Obter por extracdo hidrometandlica com ultrassom extratos da espécie
Cannabis sativa ricos em fitocanabinoides de quatro genotipos diferentes;

b. Determinar os perfis quimicos dos quatro extratos de C. sativa quanto aos
seus fitocanabinoides majoritarios de acordo com capa genaétipo da planta;

c. Relacionar os perfis quimicos dos extratos com as atividades bioldgicas
determinadas nas cepas de Saccharomyces cerevisiae sem transformacéao
(BY4741 e Ayapl) e transformadas com genes das proteinas aSyn e AB42;

d. Verificar a dependéncia da agao antioxidante dos quatro extratos sobre o
sistema enddgeno da levedura S. cerevisiae através do fator de transcri¢ao
antioxidante Yaplp;

e. Avaliar o potencial antioxidante dos quatro extratos de C. sativa frente a
presenca das proteinas aSyn e AB42 nas cepas transformadas de S.
cerevisiae;

f. Correlacionar a acdo antioxidante dos extratos com o potencial de protecéo

contra a agao citotoxica da proteina a -sinucleina e do peptido B-amiloide;

g. Determinar o potencial biolégico dos quatro extratos de C. sativa na
funcionalidade mitocondrial de S. cerevisiae sob influéncia da toxicidade das

proteinas aSyn e Ap42;

h. Avaliar a influéncia dos quatro extratos no padrao de agregacao da proteina
a-sinucleina em células de neuroglioma (H4), bem como seus impactos na

sobrevivéncia celular.
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtencéo da espécie vegetal e processo extrativo

As plantas de Cannabis sativa utilizadas neste estudo foram fornecidas pela
Associacdo de Canabinologia (Canapse), mediante convénio firmado com a
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob o processo n°
23083.002965/2020-11.

Foram selecionados quatro gendtipos distintos de flores de C. sativa, cada
um pesando 100 gramas de material vegetal seco. O processo consistiu na
secagem das flores em estufa ventilada a 110°C por 48 horas, promovendo a
descarboxilacéo dos canabinoides acidos (THCA, CBDA e CBNA), convertendo-os
em suas formas neutras bioativas (THC, CBD e CBN, respectivamente) (Citti et al.,
2018).

ApoOs a secagem, o material foi pulverizado em moinho de facas (Solab/SL-
32) até obtencéo de po fino homogéneo e peneirado (malha de 0,5 mm). A extracéo
foi realizada utilizando solugéo de metanol:dgua (9:1) em banho de ultrassom (60
W, 40kHz) (Ecosonics/Q550) por 10 minutos a temperatura ambiente (~25°C). Apés
o tratamento ultrassbnico, as suspensfes foram filtradas em papel de filtro
qualitativo 80 g e os solventes foram removidos em evaporador rotatorio (Heidolph)

sob presséao reduzida, a 40°C, até completa evaporacao do solvente.

A escolha da mistura metanol:adgua (9:1) fundamentou-se em estudos
prévios que demonstram a alta eficiéncia de solventes hidroalcodélicos na extracao
de compostos bioativos de Cannabis sativa, incluindo canabinoides
descarboxilados, flavonoides e outros metabdlitos secundéarios de polaridade
intermediaria. O metanol favorece a solubilizagdo de compostos semipolares,
enquanto a pequena fracdo de agua melhora a penetracéo no tecido vegetal e a
extracdo de metabdlitos mais polares. Além disso, o uso de ultrassom potencializa
a difusdo do solvente na matriz vegetal, aumentando o rendimento e reduzindo o

tempo de extracao (Lazarjani et al., 2021; Chemat et al., 2017).

Os extratos brutos secos foram classificados de acordo com o canabinoide

majoritario, determinado em andlise cromatografica posterior:
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e E-THC - extrato com A°-tetrahidrocanabinol como componente
majoritario;

e E-CBD - extrato com canabidiol como componente majoritario;

e E-CBN - extrato com canabinol como componente majoritario;

e E-CBN+ — extrato com concentracao elevada de canabinol.

Todos os extratos foram acondicionados em tubos de vidro ambar, vedados
hermeticamente, e armazenados a 4°C até o momento das analises para evitar

degradacéo foto-oxidativa (Elsohly; Gul, 2021).

3.2. Perfil guimico dos extratos de C. sativa

Os extratos de C. sativa foram previamente solubilizados em metanol (10
mg.mL1) sob agitagdo magnética por 5 minutos e filtrados em filtros a 45 mm
(Millipore/Merk) antes da injecéo. As analises cromatograficas foram realizadas em
um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Performance (do inglés, High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC)) acoplado a detector de diodos (PDA)
(Shimadzu®, Japao), constituido por: controlador CBM-40, bomba LC-20AR de alta
pressdo, desgaseificador em linha DGU-405, detector espectrofotométrico de
arranjo de fotodiodos SPDM40, amostrador automatico SIL-10AF, coletor de
fragcbes FRC-10A e forno de coluna CTO-40S.

A separacéo foi conduzida em coluna cromatografica Phenomenex® C18
(150 x 3,0 mm, 2,6 um de diametro de particula). A temperatura do forno foi mantida
a 40°C. A fase médvel foi composta por metanol (fase B) e agua ultrapura contendo
0,01% (v/v) de acido férmico (fase A), em modo isocratico (82% de fase B). A taxa
de fluxo foi de 1,0 mL.min%, o volume de injecéo de 50 uL, e o tempo total de corrida
de 47 minutos. O espectro de absorcao foi monitorado entre 190 e 500 nm, sendo
o comprimento de onda de 280 nm adotado para quantificagdo dos canabinoides,
conforme reportado por outros autores (CITTI, 2018; PELLATI, 2018). O metanol
grau HPLC foi obtido da Supelco e a agua ultrapura foi obtida da Milli-Q/Merck.

Os canabinoides foram identificados pela comparacdo dos seus perfis

cromatograficos de solu¢des-padrdo multicomponentes certificadas de (-)-69-THC,
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CBN e CBD (Cerillant/Sigma- Aldrich®, Brasil), e pelos seus tempos de retencéo

durante a analise.

Para os ensaios com levedura, os extratos de C. sativa foram previamente
dissolvidos em etanol absoluto (Merck, grau HPLC), diluidos na proporc¢éo 1:20 e
armazenados a 4°C em microtubos, protegidos da luz. Os estoques foram
preparados a uma concentracdo de 500 pg.mL*. Para os ensaios com células H4,
os extratos de C. sativa foram preparados em DMSO (dimetilsulféxido) puro e

armazenados a temperatura ambiente, em estoques de 2,0 mg.mL™.

3.3. PARTE I-LEVEDURA

3.3.1. Culturas de Saccharomyces cerevisiae e condi¢cdes de crescimento

Cinco cepas de S. cerevisiae foram utilizadas para avaliacdo biolégica dos
extratos de C. sativa (Tabela 1). As cepas recombinantes foram gentilmente
fornecidas pelo professor Dr. Tiago Outeiro e mantidas sob condi¢cdes padronizadas

de armazenamento.

A cepa p426GAL-aSyn-GFP (referida como aSyn) contém o gene humano
SNCA fusionado a GFP, sob o controle do promotor induzivel GAL1, permitindo
expressdo dependente de galactose (Tenreiro et al, 2014). A cepa
pAG426gal:ssApR1-42 (referida como AB42) expressa o peptideo humano B-
amiloide 1-42 sob o mesmo promotor. Ambas foram construidas a partir do vetor
pRS426GAL (Figura 21), que também foi utilizado na forma de vetor vazio (EV)

como controle negativo de expressao.
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Tabela 1. Cepas de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho.

Cepas Gendétipos Fendtipos
BY4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; Controle
ura3A0
Ayapl Isogénica da BY4741 exceto Cepa deficiente no fator de transcri¢éao
YMLOO7w::kanMX4 YAP1 (defesa antioxidante)

P426 pRS426GAL Controle (plasmideo P426 vazio)
P426-a-syn p426GAL-aSyn-GFP Cepa transformada com o gene da aSyn
P426-ApR42 pAG426gal:ssApR1-42 Cepa transformada com o gene do [3-

amiloide
Pst | [305)

EcoR V [603]
Apa | [791]

" 2-micron URA3

(4947-6287) (200--1300)

p426 GALS

6417 bp
Amp CYC1-Term.

(4847-3917) (2004 -2264)

Kpn1 [2004]

2, Xho | [2265]
47

;_;;?;'*/Sa! | [2271]

GAL1-Prom. € Cla | [2277)
{2799-2339) 4| Hind 11l [2286]
EcoR | [2298)

BamH | [2316]

Sma | [2320]

Spo | [2322)

Sac | [2799)]

’,

Figura 21. Mapa do vetor dos plasmideos utilizados para a expressao de aSyn e AB42 em
Saccharomyces cerevisiae. Construcdo do plasmideo, promotor, sequéncia codificante da
proteina heteréloga (aSyn ou AB42), elementos regulatérios e marcadores de selegdo. Este vetor
permite a expressao controlada das proteinas de interesse, possibilitando o estudo da agregacao
proteica, toxicidade e efeitos celulares associados a modelos de sinucleinopatias e patologia
amiloidogénica. Fonte: Mumberg et al., 1994.

As cepas BY4741 e sua isogénica mutante Ayapl foram mantidas em meio
soélido YPD 2% (2% glicose, 1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% agar; Difco,
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EUA) a 4°C. O pré-cultivo foi realizado em meio YPD 2% liquido (sem agar) sob
agitacdo orbital de 160 rpm em incubadora tipo shaker (Incubadora orbital
refrigerada, Marca NOVATECNICA®, Brasil), a 28°C, durante 24 h.

Para o cultivo das cepas transformadas (P426, P426-a-syn e P426-Ap42) foi
utilizado meio sintético definido sem uracila (SD-Ura) solido, composto por 2%
glicose, 0,67% base nitrogenada sem aminoacidos (Difco™), 0,1% mix dropout de
aminoacidos sem uracila e 2% &agar, mantidas a 4°C. Para o crescimento
experimental, as culturas foram transferidas para meio SD liquido sem uracila (-
Ura), e mantidas a 30°C sob agitacdo de 160 rpm por 24 horas. A inducéo da
expressdo das proteinas humanas foi realizada substituindo-se a glicose do meio
por 2% galactose (SDgal), e incubando-se por 2 horas, tempo suficiente para

ativacdo do promotor GAL1.

As cepas descritas na Tabela 1 foram utilizadas para avaliagdo qualitativa e
guantitativa da toxicidade dos extratos e de seus perfis antioxidantes; avaliacao do
impacto dos extratos no ambiente redox intracelular e na funcdo mitocondrial

perante toxicidade causada pelas proteinas aSyn e AB42.

3.3.2. Transformacéo da levedura para modelo de aSyn

3.3.2.1. Propagacédo dos plasmideos em E. coli

Os plasmideos pRS426GAL e p426GAL-aSyn-GFP foram propagados em
bactérias multicompetentes (Escherichia coli DH5a). Uma aliquota de 50 uL de
suspensao bacteriana foi inoculada em 25 mL de meio LB liquido (1% peptona de
caseina, 0,5% extrato de levedura, 1% NacCl; Difco™) e incubada ‘overnight’ a 37°C

sob agitacao orbital de 200 rpm.

No dia seguinte, um volume correspondente a ODsoo = 0,08 foi transferido para
300 mL de meio LB fresco e cultivado a 37°C/200 rpm até atingir ODeoo entre 0,3 e
0,7. As células foram resfriadas no gelo por 1 hora e centrifugadas a 4°C/4.000 rpm
por 5 min. O pellet foi ressuspenso em 100 mL de CaClz2 0,1 M estéril, mantido no

gelo por mais 1 h, centrifugado novamente e ressuspenso em CaClz 0,1 M estéril.
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Transformacdo quimica: 2 pL de plasmideo (pRS426GAL ou p426GAL-
aSyn-GFP) ou agua estéril (controle) foram adicionados a 200 pL de uma
suspensao contendo células competentes, misturados suavemente, e incubados
no gelo por 30 minutos. As suspensdes receberam choque térmico a 42°C por 45
segundos, seguido de 2 minutos no gelo. Em seguida, 80 pL de meio SOC (LB
suplementado com 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgSOa4 e 20 mM glicose)
foram adicionados e as células recuperadas por 1 h a 37°C/200 rpm. As células
foram centrifugadas (13.000 rpm, 10 min), ressuspensas em 100 pL de agua mili-
Q estéril, e 200 pL da suspensédo foram plagueados em meio LB soélido (LB + 2%
agar LB + 1% agar + 0,1 mg.mL"* ampicilina). Coldnias foram incubadas ‘overnight’
a 37°C. A purificacdo dos plasmideos foi realizada utilizando PureYield Plasmid

Miniprep System (Promega®) conforme protocolo do fabricante.

3.3.2.2. Preparacdo de leveduras competentes e transformacdo por

eletroporacgéo

A cepa de S. cerevisiae BY4741 foi cultivada ‘overnight’ em YPD 2% liquido a
28°C/160 rpm. No dia seguinte, a suspensao celular correspondente a ODeoo = 0,1
foi inoculada em 100 mL de YPD fresco e cultivada até ODsoo = 0,7-1,5. As células
foram coletadas por centrifugacéo (5.000 rpm, 5 minutos) e ressuspensas em 25
mL de tampéao LIAc/DTT/TE (0,1 M LiAc, 10 mM DTT, 10 mM Tris-HCIpH 7,5e 1
mM EDTA), incubadas 1 h a temperatura ambiente com homogeneizacdo suave a

cada 10 minutos.

Apés centrifugacdo (3.000 rpm, 5 min, 4°C), os pellets foram lavados duas
vezes em agua mili-Q gelada, seguidos de lavagem em 10 mL de sorbitol 1 M,

centrifugados (3.000 rpm, 5 min, 4°C) e ressuspensos em 100 pL de sorbitol 1 M.

Para eletroporacéo, 2 uL da suspensao de cada plasmideo foram adicionados
a 40 pL de leveduras competentes, incubados no gelo por 5 minutos, transferidos
para cubeta de eletroporacdo de 0,2 mm, e eletroporados em Gene Pulser Xcell
(Bio-Rad®) com os parametros: 1,5 kV, 25 uF, 200 ohms, durante aproximadamente

3 segundos. Imediatamente, 1,0 mL de YPD 2% gelado foi adicionado.
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As suspensdes foram incubadas a 28°C/160 rpm por 2 h, centrifugadas
(13.000 rpm, 5 min), ressuspensas em 100 L de agua, e plaqueadas em SD 2%
dropout sem uracila e incubadas a 28°C por aproximadamente 72 horas até o

crescimento de colbnias.

3.3.2.3. Validacéo da transformacéo

Utilizando o Zeiss Observer microscopio Z1 (Zeiss®) com objetiva confocal
(ZeissPlan-Apochromat 63 x 1.40il), e pacote de software ZEN BLACK para a
deteccao da proteina aSyn fusionada a proteina fluorescente GFP nas cepas P426
e P426-aSyn. Imagens foram obtidas com o auxilio do software Image J para
confirmar a insercdo dos plasmideos na levedura através da deteccdo da
fluorescéncia da GFP.

3.3.3. Avaliacao preliminar da toxicidade dos extratos de C. sativa

3.3.3.1. Triagem qualitativa da citotoxicidade dos extratos

A toxicidade inicial dos extratos de C. sativa foi avaliada com base na
conversdo do indicador redox resazurina (Sigma-Aldrich™) em resorufina. Este
ensaio baseia-se na capacidade de células metabolicamente ativas de reduzir o
corante resazurina, que em solucdo emite coloracdo no comprimento de onda do
azul, em resorufina, que em solucédo emite coloracdo no comprimento de onda do
rosa (O’brien, 2000). As cepas BY4741 e Ayapl foram cultivadas ‘overnight’ em
meio YPD 2% a 28°C, sob agitacao orbital de 160 rpm em incubadora tipo shaker.
No dia seguinte, placas de 96 pogos estéreis receberam 50 pL de meio YPD fresco
em cada poco. Os extratos foram adicionados em diluicbes seriadas, com
concentragdes variando de 250 a 0,10 pg.mL™*. Devido a escassez de informacdes
de toxicidade de extratos brutos de C. sativa em levedura, a faixa de concentracdes
foi determinada a partir do cruzamento de dados de toxicidade de extratos de

diferentes plantas e a toxicidade de canabinoides isolados. A distribuicédo foi feita

67



T. de Almeida Cruz et al. Fitoterapia 188 (2026) 106968

em triplicata, para avaliacdo qualitativa da citotoxicidade dose-dependente. Apos a
diluicdo seriada, adicionou-se, em cada poco, 10 pL de suspensado celular
previamente diluida a fim de se obter absorvancia de 0,04 por poco. As placas
foram incubadas em estufa B.O.D. (SOLAB®, Sédo Paulo, Brasil) a 28°C por
aproximadamente 24 h. Apoés incubacdo, adicionou-se 10 pL de resazurina 0,01%
(w/v) em cada poco, durante 30 minutos. Por fim, as amostras foram inspecionadas
visualmente: o surgimento de coloracao rosa € indicativo da presenca de atividade
metabdlica, enquanto a violeta indica inatividade do metabolismo (Torres et al.,
2018).

Os controles utilizados foram:

e CN: meio YPD + levedura (controle basal de crescimento);

e CP: meio YPD + levedura + H202 10 mM, 5 mM, 2,5 mM, 1,25 mM e
0,625 mM (controle positivo de toxicidade);

e CC: meio YPD + resazurina 0,01% (controle de cor);

e CS: meio YPD + levedura + etanol 10%, 5%, 2,5%, 1,25% e 0,625%

(solvente dos extratos, controle de efeito do veiculo).

3.3.3.2. Perfil de crescimento celular

As cepas BY4741 e Ayapl foram cultivadas ‘overnight em YPD 2% sob
agitacdo de 160 rpm em incubadora tipo shaker. No dia seguinte, 0,1 mg.mL™ de
suspensao celular foi adicionada em meio YPD fresco, na presenca ou auséncia
dos extratos de C. sativa a 100 pg.mL%, em triplicata. Aliquotas de 100 pL da
suspensao celular foram coletadas a cada 2 h durante o periodo de crescimento
(24 horas). As absorvancias foram medidas em espectrofotometro (UV/Vis,
Biospectro®, Brasil) a 570 nm para obtencéo da curva de crescimento celular. Neste
experimento foram utilizados dois controles: células + meio YPD (crescimento

basal), e células + meio YPD + H202 2,0 mM (controle de estresse oxidativo).

3.3.4. Avaliagéo da toxicidade e potencial antioxidante dos extratos de C.

sativa por viabilidade celular
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As cepas de S. cerevisiae (cepas BY4741 e Ayapl) foram inicialmente
cultivadas em meio liquido YPD 2% sob agitacdo constante de 160 rpm em
incubadora tipo shaker, a 28°C, ‘overnight’. Apds o crescimento, um volume
correspondente a 1,0 mg de células foi coletado, lavado e ressuspenso em 1,0 mL
de tampao fosfato de potassio (PBS) 0,5 M (pH 6,0), e essa suspenséo incubada
com extratos de C. sativa (25 pg.mL™1) no shaker por 2 horas. Apés o periodo de
exposicdo aos extratos, aliquotas correspondentes a 40 pg de células foram
retiradas, diluidas (10%x) e plaqueadas em duplicata em meio sélido YPD 2% por
espalhamento utilizando a alca de Drigalski flambada a cada contato com as

suspensdes celulares, como esquematizado no desenho experimental (Figura 22).

As suspensdes celulares remanescentes foram incubadas com o agente
oxidante peréxido de hidrogénio (H202) a 2,0 mM por 1 h, em 1,0 mL de tamp&o
PBS 0,5 M (pH 6,0) sob agitacdo constante de 160 rpm. Em seguida, novas
aliquotas de 40 pg de células foram retiradas, diluidas adequadamente e

plagueadas em duplicata em meio sélido YPD 2%.

Todas as placas foram incubadas a 28°C por 48 horas em incubadora do tipo
B.O.D., sendo posteriormente realizada a contagem das unidades formadoras de
colénias (UFC) para estimativa da viabilidade celular, tanto na condi¢do basal
quanto apOs o0 estresse oxidativo. Foram realizados trés experimentos

independentes em duplicata.

3.3.5. Avaliacdo do ambiente redox intracelular

Todas as cepas de S. cerevisiae foram cultivadas sob agitacdo constante de
160 rpm em incubadora tipo shaker, a 28°C ‘overnight’. Ap6s o crescimento, um
volume correspondente a 1,0 mg da suspensao celular foi coletado, lavado e
ressuspenso em 1,0 mL de tampéo fosfato de potassio (PBS) 0,5 M (pH 6,0), e
incubado com extratos de C. sativa (25 pug.mL™?) no shaker por 2 horas. Em seguida,
as ceélulas foram lavadas duas vezes com agua estéril e ressuspensas em PBS (pH
7,8). Para a deteccao do ambiente redox intracelular, adicionou-se 20 pL de solugéo
1,0 mM de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA) (Sigma, EUA)
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preparada em etanol as suspensdes celulares, e as amostras foram incubadas sob
as mesmas condicdes por 20 minutos no shaker, sem exposi¢cao a luz para evitar
fotodegradacdo da sonda fluorescente. Para inducdo de estresse oxidativo nas
cepas sem expressao das proteinas aSyn e Ap42 (BY4741 e Ayapl), as células
foram lavadas novamente com agua estéril e incubadas em uma etapa adicional
com H202 a 2,0 mM por 1 h.

As suspensdes celulares foram centrifugadas e os sobrenadantes foram
transferidos para placas de 96 pocos para leitura da fluorescéncia em leitor de
microplacas (HIDEX®, Turku, Finlandia), utilizando comprimentos de onda de
excitacdo e emissao de 488 e 520 nm, respectivamente. Nas cepas expressando
proteinas agregantes (aSyn e Ap42), a etapa de H20: foi dispensada, permitindo
avaliar exclusivamente o impacto dessas proteinas sobre o ambiente redox

intracelular.

3.3.6. Avaliacao do perfil protetor dos extratos de C. sativa frente atoxicidade

induzida pelas proteinas agregantes

As cepas de S. cerevisiae (EV, aSyn e AB42) foram cultivadas em meio SD
2%, sob agitacdo constante de 160 rpm em incubadora tipo shaker, a 28°C
‘overnight’. No dia seguinte, as células foram lavadas e transferidas para meio
SDgal 2% e incubadas no shaker por 2 horas, visando a indugéo da expressao das
proteinas agregantes. Apés o periodo de inducdo, uma suspensao celular
correspondente a 1,0 mg de células foi coletada, lavada e ressuspensa em 1,0 mL
de tampao fosfato de potassio (PBS) 0,5 M (pH 6,0), e incubada com extratos de
C. sativa (5, 10, 15 e 25 pg.mL?) no shaker por 2 horas.

Ao final do periodo de tratamento, aliquotas correspondentes a 20 pg de
células foram diluidas em série e plaqueadas em meio SD soélido 2%. As placas
foram incubadas em incubadora B.O.D. a 28°C, e as unidades formadoras de
colonias (UFC) foram contadas apos 72 horas, permitindo avaliar o efeito protetor
dos extratos sobre a toxicidade induzida pelas proteinas agregantes.
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3.3.7. Avaliagéo daintegridade mitocondrial

As cepas de S. cerevisiae (EV, aSyn e AB42) foram cultivadas em meio SD
2%, sob agitacdo constante de 160 rpm em incubadora tipo shaker, a 28°C
‘overnight’. No dia seguinte, as células foram lavadas e transferidas para meio
SDgal 2% e incubadas no shaker por 2 horas, visando a inducéo da expressao das
proteinas agregantes. Apés o periodo de inducdo, uma suspensao celular
correspondente a 1,0 mg de células foi coletada, lavada e ressuspensa em 1,0 mL
de tampéao fosfato de potassio (PBS) 0,5 M (pH 6,0), e incubada com extratos de

C. sativa (5, 10, 15 e 25 pug.mL™?) no shaker por 2 horas.

Apoés a conclusdo da etapa padréo de tratamento das células, adicionou-se
10 pL do reagente JC-1 (1,0 mM, iodeto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) ou o desacoplador da cadeia transportadora de
elétrons FCCP (10 upM, fluorocarbonil-cianeto fenil-hidrazona) as suspensdes
celulares. As amostras foram incubadas por 40 min, protegidas da luz, para permitir
0 acumulo do corante nas mitocondrias em funcdo do potencial de membrana. Em
seguida, as células foram centrifugadas e lavadas com tampao PBS (pH 7,4), sendo
ressuspensas no mesmo tampao. As suspensdes celulares foram centrifugadas e
0s sobrenadantes foram coletados e transferidos para placas de 96 pocos pretas,

apropriadas para leitura de fluorescéncia.

A fluorescéncia foi medida utilizando leitor de microplacas (HIDEX, Turku,
Finlandia), nas seguintes faixas de comprimento de onda: verde (excitacdo: 488
nm; emissdo: 525 nm) e vermelho (excitacdo: 534 nm; emissdo: 590 nm). O

resultado foi expresso como a razdo RED/GREEN, definida pela formula:

_ fluorescéncia (vermelho)

Razao de fluorescéncia do JC-1 (RFJ) =

fluorescéncia (verde)

Essa razdo permite avaliar a integridade mitocondrial mantendo o potencial
de membrana em niveis homeostéaticos, sendo valores mais elevados indicativos

de mitocondrias mais saudaveis.
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2 horas 1 hora
28°C-160rpm 28°C-160rpm 28°C- 160 rpm 28°C-160rpm
SD ou YPD Sgalpor 2h PBS QH 6.0 +H,0,(BY e Yap, apenas)
overnight (apenas transformadas) Suspensao celular
Suspensao celulas + extratos
a25pug.mL"1
1 hora

20 min ou 40 min
X ‘ e Espectrofluorimetro
- Leitor Multiplacas

YPD 2% ou YPGLly 2% ou SD 2% sélidos

+H,DCFDAou1mM  +Hy0,(BY e Yap, apenas)
JcA1

Figura 22. Desenho experimental dos ensaios de toxicidade, potencial antioxidante, oxidagao intracelular
e integridade mitocondrial com S. cerevisiae.

3.3.8. Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo (SD) de no
minimo trés experimentos independentes, realizados em triplicata. As analises
estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1.
Dependendo do desenho experimental, foram aplicadas analises de one-way
ANOVA ou two-way ANOVA, seguidas pelo pos-teste de Tuckey para mdltiplas
comparacdes. Considerou-se diferenca estatisticamente significativa para * (p <
0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001), e **** (p < 0,0001).

3.4. PARTE |l —CELULAS H4

3.4.1. Cultura celular e transfeccéao

Células de neuroglioma humano H4 foram mantidas em meio OPTIMEM |
Reduced Serum Medium (Life Technologies — Gibco, Carlsbad, CA, USA),
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suplementado com 10% de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum (FBS) Gold, PAA,
Cdlbe, Germany) e 1% de penicilina-estreptomicina (PAN, Aidenbach, Germany)

em incubadora a 37°C, sob atmosfera umidificada com 5% de CO..

As células foram cultivadas em placas de 12 pocos (Costar, Corning, New
York, USA), na densidade de 1,0 x 10° células/poco, em 1,0 mL de meio OPTIMEM
por poco. Apos 24 horas de cultivo, o meio foi substituido por 900 pL de meio

OPTIMEM fresco, iniciando o processo de transfeccéo.

A solucéo de transfeccao (Mastermix) foi preparada na proporgao 1:3 (w/v)
(DNA:FUGENE), adicionando-se 100 pL de meio OPTIMEM sem suplementacéo
por poco e o reagente de transfeccdo FUGENE® 6 (Promega, Madison, USA). Apés
5 minutos de incubacéo, adicionou-se DNA plasmidial (pcDNA3.1) contendo os
genes para aSyn e sinfilina-1, em proporgao 1:1 (w/w). A mistura foi incubada por
30 minutos a temperatura ambiente, e em seguida 100 pL da solucdo Mastermix

foram adicionados a cada poco, totalizando 1,0 mL por poco.

As células foram mantidas em incubacdo a 37°C por 48 horas. A fim de
padronizar com 0s experimentos realizados em levedura (ativacdo da proteina
agregante seguido de tratamento com o0s extratos), as células foram tratadas 24
horas ap0s a transfec¢éo, com os extratos de C. sativa, por mais 24 h, em duas
concentragbes finais: 1,0 ou 10 pg.mL?t. O desenho experimental foi

esquematizado na Figura 23.

3.4.2. Citotoxicidade dos extratos de C. sativa

ApOs 48 horas da transfeccdo e 24 horas de tratamento com o0s extratos de
C. sativa, as suspensdes celulares foram coletadas de cada poco e transferidas
para microtubos correspondentes. Os pocos da placa foram lavados com 1,0 mL
de PBS (pH 7,4), e em seguida adicionou-se 200 pL de solucao de tripsina em cada
poco, com incubacdo a 37°C por 5 minutos, para promover o desprendimento das
células aderidas. Apos a digestdo, 300 pL de meio OPTIMEM fresco foram
adicionados, e as suspensofes resultantes foram homogeneizadas e transferidas

para os tubos previamente preparados.
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As amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado por aspiracao, e o pellet foi ressuspenso em 1,0 mL
de PBS contendo 2% de FCS (soro de bezerro fetal). A partir desta etapa, as

amostras foram mantidas em banho de gelo para preservagéo celular.

Como controle positivo para morte celular, amostras foram aquecidas em
placa térmica com agitacdo a 95°C durante 15 minutos. Posteriormente,
adicionaram-se 2,0 uL de iodeto de propidio (Propidium lodide - PI) para cada 1,0
mL de suspenséo celular, e as amostras foram imediatamente analisadas em
citbmetro de fluxo Guava® (Luminex Technologies), utilizando o software

GuavaSoft™ v2.6. Foram analisados 5.000 eventos.

3.4.3. Imunocitoquimica

Apos 48 horas da transfecgéo e 24 horas ap0és os tratamentos com os extratos
de C. sativa, as células H4 cultivadas em placas de 12 pocos contendo ‘coverslips’
estéreis foram lavadas com PBS (pH 7,4) e fixadas com paraformaldeido (PFA) 4%
por 10 minutos a temperatura ambiente. As células foram lavadas trés vezes com
PBS, em intervalos de 5 minutos, e posteriormente permeabilizadas com Triton X-
100 0,5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apés o descarte do agente permeabilizante, procedeu-se o bloqueio de
ligac6es inespecificas com albumina de soro bovino (BSA) 5%, adicionando-se 0,5

mL por poco e incubando por 1 hora na placa de agitacao, protegido da luz.

Em seguida, adicionaram-se 300 L de solucédo contendo o anticorpo primario
Purified mouse anti-a-synuclein (clone 42, BD610787, BD Biosciences), diluido
1:1000 em PBS, e as placas foram seladas com parafiilme e incubadas a 4°C

‘overnight’.

No dia seguinte apés o descarte do anticorpo primario, as células foram
lavadas trés vezes com PBS (5 minutos cada) e adicionaram-se 300 L de solucao
contendo o anticorpo secundario Donkey Anti-Mouse Alexa Fluor 488 (diluicdo
1:1000) para incubacéao por 1 h a temperatura ambiente, em placa de agitacédo e na
auséncia de luz. Ap6s o descarte do anticorpo secundario, as células foram

novamente lavadas trés vezes com PBS, em intervalos de 5 min. Para coloracdo
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nuclear, adicionou-se solugdo de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich,
D8417) (1:5000 Dulbecco’s PBS) por 10 min, seguida de trés lavagens em PBS. As
‘coverslips’ foram entéo cuidadosamente removidas com pinca estéril, lavadas por
imersdo em agua bidestilada e montadas em laminas contendo uma gota de

reagente de montagem Fluorescent-G (Invitrogen®, sem DAPI).

ApOs a secagem das laminas, as imagens foram adquiridas em um
Microscopio de Epifluorescéncia Zeiss Axio Observer (Carl Zeiss AG, Jena,
Alemanha) equipado com lente objetiva 100x (imersdo em Oleo). Para cada
condicdo experimental foram registradas 150 imagens com parametros de

exposicao pré-definidos e idénticos entre as amostras.

A analise das inclusdes de aSyn foi realizada no software Fiji (ImageJ, open-
source). As imagens foram convertidas para o formato binario (“binary”), aplicando-
se um limiar (“threshold”) para distinguir as inclusées do fundo (“background”). A
quantificacdo do numero de inclusées foi obtida utilizando o plugin ‘Analyze

particles’ com parametros constantes para todas as amostras.

3.4.4. Quantificacdo das inclusdes aSyn

As células H4 transfectadas foram analisadas por microscopia de
epifluorescéncia e classificadas de acordo com o padréo de inclusdes intracelulares
de aSyn. As células foram agrupadas em quatro categorias, conforme o padrao

morfolégico observado:

e 0 inclusdes: células sem sinais de agregacao;
e < 5inclusdes: células com menos de 5 inclusoes;
e = 5-9inclusdes: células com nimero intermediario de inclusdes;

e > 10 inclus@es: células com alta carga agregacional.

Os resultados foram expressos como percentual do numero total de células
transfectadas, obtido a partir de trés experimentos independentes, realizados sob
as mesmas condi¢cdes experimentais. Para a quantificacdo da agregacao, foram

analisadas pelo menos 50 células por variante e por experimento, totalizando no
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minimo 150 células por condicdo. Os resultados foram apresentados como média

+ desvio padréo (SD).

Células H4

Transfeccao
Tratamento
) L
O)-Cr-2 2 h
1 pg.mL-"
Sinfilina-1 + SynT (FuGene) 10 pg.mL-*
por48 h

Imunicitoquimica + Microscopia de Fluorescéncia

I
M ou ‘/ ‘Q&-‘s. ‘\\
- e -
\ ~ / —
' y LT}

Citometria de Fluxo S
(lodeto de propidio)

" 1o Purified mouse anti-a-syn
2° - Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgG

Figura 23. Desenho experimental dos ensaios de Viabilidade Celular por citometria de fluxo e agregacao
proteica por imunocitoquimica e microscopia de fluorescéncia com H4.

3.4.5. Anélise estatistica

A analise estatistica foi conduzida no software GraphPad Prism 8.0.1
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Foram aplicados testes de one-way
ANOVA ou two-way ANOVA, conforme o delineamento experimental, seguidos do
pés-teste de Dunnett para comparacbes multiplas. Considerou-se diferenca
estatisticamente significativa para * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001), e ****
(p < 0,0001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A espécie C. sativa tem recebido cada vez mais atencdo em pesquisas que
envolvem perspectivas de tratamentos terapéuticos relacionados a progresséo das
doencas neurodegenerativas, condicdes neuroldégicas e dores cronicas;
particularmente devido as suas propriedades analgésicas e seus multiplos efeitos
farmacoldgicos, como atividades antioxidantes e neuroprotetoras (Erustes et al.,
2025; Noskova et al., 2022; Bennici et al.,, 2021). Apesar destas aplicacdes
terapéuticas promissoras, pesquisas relacionadas aos efeitos do material bruto da
planta, como extratos e Oleos, permanecem limitadas (Legare et al., 2022). A fim
de melhorar a compreensao sobre os efeitos bioldgicos desta planta, especialmente
relacionados ao seu potencial antioxidante e sua atividade neuroprotetora, foram
utilizados, neste estudo, quatro extratos de C. sativa com diferentes perfis de

canabinoides majoritarios.

4.1. Perfil quimico dos extratos de C. sativa

Para determinar o perfil quimico dos extratos de C. sativa neste trabalho,
empregou-se a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccao
por Arranjo de Diodos (HPLC-DAD). Essa abordagem combina a separacédo dos
compostos da amostra via fases mdvel e estacionaria, permitindo que os distintos
componentes sejam eluidos em diferentes tempos conforme suas interacfes
quimicas, com a detec¢do simultanea da absorvancia em multiplos comprimentos
de onda (faixa de 190 a 800 nm) por meio de um detector de diodos. Estudos
recentes ressaltam que métodos que utilizam este sistema de andlise sao
amplamente utilizados e validados para analise de fitocanabinoides, sendo
adequados tanto para suas formas acidas quanto neutras sem a necessidade de

derivatizacdo dos compostos (Stefkov et al., 2022; Herrera et al., 2024).

As amostras foram injetadas em um sistema cromatografico equipado com
coluna reversa (particulas C18) a temperatura controlada, e conectada a arranjo de
diodos para deteccdo. Conforme o eluente atravessa a coluna, os metabdlitos

interagem diferentemente com a fase estacionaria, resultando em sucessivos
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tempos de retencao distintos. O eluente entdo atravessa a célula de deteccao, na
qual os fotodiodos medem a absorcdo de luz em varios comprimentos de onda
simultaneamente, possibilitando um registro espectral de cada pico cromatografico
(Herrera et al., 2024).

Uma vez que a composicdo quimica dos extratos de C. sativa pode variar
dependendo do método de extracdo, um estudo recente avaliou diferentes métodos
de extracdo para esta planta, incluindo maceracéo e os métodos Soxhlet, ultrassom
e extragdo supercritica com COg2; e demonstrou que maceracdo, ultrassom e
extracdo com CO: foram os melhores métodos para retencdo de canabinoides
acidos devido as baixas temperaturas. Para aumentar a concentracdo de
canabinoides neutros, é necessario adicionar energia ao sistema através de altas
temperaturas ou luz UV. A fim de avaliar se o solvente teria alguma influéncia na
composi¢do quimica, o estudo também avaliou e comparou o uso dos solventes
mais comuns, como metanol e etanol, e sugeriu que estes sdo os mais efetivos

para o isolamento dos canabinoides (Rozanc et al., 2021).

Quatro extratos com diferentes perfis quimicos foram obtidos seguindo o
processo de extracdo a partir das flores de C. sativa. Os componentes majoritarios
encontrados nas analises cromatograficas em associacdo com os perfis de
absorvancia foram comparados com perfis de padrées desses canabinoides, e suas
concentracdes foram calculadas com base na area do pico. Os extratos exibiram
variacao significante nos seus perfis quimicos, como mostrado nos cromatogramas
(Figura 24), e foram codificados de acordo com seu componente canabinoide

majoritario (Tabela 2).
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Figura 24. Cromatogramas dos extratos de C. sativa obtidos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com Aranjo de Diodos. Marrom: E-THC; Azul: E-CBD; Rosa: E-CBN; Preto: E-
CBN+. Coluna: Fortis C18 (100 x 3 mm diametro interno e tamanho de particula 2.6 um). Fase
movel: metanol (B) + 0,01% agua ultrapura em acido férmico (A) em modo gradiente inicial a 80%
B (0-2 min 80% B, 6 min 83% B, 8 min 85% B, 12 min 85% B e 18 min 80% B). Analise de fluxo: 1,0
mL.min-1, volume de injecédo de 20 pL e faixa de absorgdo de 190 nm a 500 nm, com comprimento
de onda selecionado de 280 nm, e tempo de andlise de 47 min.

Tabela 2. Perfil de canabinoides dos diferentes extratos de C. sativa. Os quatro extratos
analisados foram obtidos por extracdo hidrometandlica assistida por ultrassom e caracterizados
quanto a presenga dos fitocanabinoides majoritarios: THC (A°-tetrahidrocanabinol), CBD
(canabidiol) e CBN (canabinol). A tabela apresenta a composicao relativa de cada canabinoide em
cada extrato.

Canabinoides (%)

Extratos (THC) (CBD) (CBN)
E-THC 69,88 - -
E-CBD 4,65 52,64 -
E-CBN 4,29 2,08 47,38
E-CBN+ - - 58,64

O extrato E-THC apresentou 69,88% de THC em sua composi¢cdo e 0s
canabinoides CBD e CBN né&o foram detectados. O extrato E-CBD apresentou
52,64% de CBD, 4,65% de THC e CBN néo foi detectado. Os extratos contendo
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CBN como canabinoide majoritario diferenciaram-se significativamente no que diz
respeito ao perfil quimico. Enquanto E-CBN apresentou 47,38% de CBN em sua
composicao, além de 4,29% de THC e 2,08% de CBD; E-CBN+ apresentou maior
percentual de CBN (58,64%), mas THC e CBD nao foram detectados.

O estudo de Rozanc et al. (2021) destacou a influéncia dos métodos de
extragcdo na composicao quimica e nas propriedades biolégicas dos extratos. Os
métodos de extracdo por ultrassom com metanol utilizados neste estudo e no
trabalho de Rozanc et al. (2021) mostram diferengas determinantes no perfil
quimico final dos extratos. Ultrassom aplicado sobre material ndo descarboxilado
utilizando metanol puro resultou em extratos caracterizados principalmente por
THCA e CBDA, com baixos niveis de THC, CBD e auséncia de CBN. Neste
presente estudo utilizou-se o método de extragdo por ultrassom com o solvente
metanol, mas visto que este método retém uma maior quantidade de canabinoides
acidos, uma etapa adicional de secagem a 110°C foi adotada no processamento
da planta a fim de favorecer a producdo de canabinoides neutros tais como A®°-
tetrahidrocanabinol (THC), canabidiol (CBD) e canabinol (CBN), de modo que a
matriz vegetal ja continha majoritariamente formas neutras antes do processo de
extracdo. Aliado a isso, o uso de metanol:agua (9:1) modificou a seletividade do
sistema, favorecendo a extracdo de canabinoides neutros e de compostos
semipolares adicionais, refletidos no aparecimento de outras bandas nos extratos
E-THC e E-CBN+. Dessa forma, embora ambos os estudos empreguem ultrassom
como técnica de extracdo, a combinacdo entre descarboxilacdo prévia e solvente
hidroalcodlico explica por que os extratos aqui obtidos apresentam altas proporcées
de THC, CBD e CBN, enquanto Rozanc et al. obtiveram predominantemente formas

acidas.

Outro estudo demonstrou que a otimizagdo da extracdo por ultrassom,
variando tempo, poténcia e solvente, altera significativamente os rendimentos de
canabinoides e terpenos, o que reforca que a simples aplicacdo da técnica de
ultrassom nao garante um perfil quimico constante (Addo et al., 2022). Casiraghi et
al. (2022) também mostraram que a configuracdo do ultrassom e a escolha do
solvente modulam fortemente a seletividade por diferentes canabinoides, o que
corrobora nossa observacao de que a mistura metanol:agua (9:1) favoreceu formas

neutras apos descarboxilacdo. Além disso, o estudo de Wang et al. (2016) sobre
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cinética de descarboxilagdo fornece evidéncia clara de que temperaturas elevadas
(> 100°C) promovem converséao eficiente de THCA em THC e formac&o de CBN,
explicando diretamente os elevados teores neutros obtidos em nosso método.
Estudos que utilizam outros métodos, como extragdo com CO, supercritico,
apresentam perfis muito distintos com preservacao de acidos ou extracao diferente
de terpenos, o que reforca que a combinacdo de descarboxilacdo térmica e
solvente polar pode ser determinante para a obtencdo de extratos ricos em
canabinoides neutros (Rovetto; Aieta, 2017; Joki¢ et al., 2022). Por fim, um trabalho
de revisdo destaca que tanto a secagem/descarboxilacdo quanto a escolha do
método de extracdo e do solvente sdo cruciais para modular o perfil de
canabinoides, justificando as diferencas observadas entre nosso trabalho e os
extratos de Rozanc et al. (2021) obtidos sem tratamento térmico prévio (Lazarjani
et al., 2021).

Além dos perfis de canabinoides majoritarios serem diferentes, os extratos,
principalmente E-THC e E-CBN+, apresentaram bandas adicionais nos
cromatogramas, que nao foram identificadas. Os extratos de C. sativa geralmente
contém outros metabdlitos, incluindo terpenos, flavonoides, compostos fendlicos,
esteroides, canabinoides menores e produtos de oxidacao, conforme amplamente
demonstrado por analises GC-MS e LC-MS de extratos brutos (Jin et al., 2020;
Camargo et al., 2023; 1zzo et al., 2020; Radwan et al., 2021). Esse conjunto de
metabolitos tem sido identificado por abordagens metabolémicas empregando
UHPLC-MS/MS e GC-MS; reforcando que extratos obtidos por solventes polares,
como metanol, frequentemente associado a extracdo assistida por ultrassom,
tendem a recuperar, além dos canabinoides neutros e &cidos, uma fracao
expressiva de compostos fendlicos e flavonoides; enquanto métodos mais apolares
priorizam terpenos e lipidios. Assim, o perfil metabdlico da planta € complexo e
diversificado, e a literatura confirma que C. sativa contém multiplas classes
quimicas além das mais populares (Pelatti et al., 2018; 1zzo et al., 2020; Isidore et
al., 2021).

E importante destacar que um dos topicos mais controversos relacionados
aos canabinoides diz respeito as suas habilidades de interagirem uns com os outros
(efeito “intra-entourage”) e com outras classes de compostos (efeito “inter-
entourage”) (André et al., 2024; Finlay et al., 2020; Christensen et al., 2023).

81



T. de Almeida Cruz et al. Fitoterapia 188 (2026) 106968

RevisBes sistematicas recentes reforcam que efeitos sinérgicos podem ocorrer por
vias paralelas, como metabdlicas, farmacocinéticas ou em alvos moleculares
distintos, mas permanecem inconsistentes entre estudos. Santiago et al. (2019)
mostraram que terpenos comuns (como mirceno, limoneno e pineno) ndo modulam
a atividade de A®-THC nos receptores CB1/CBz, indicando que a sinergia nao ocorre
necessariamente a nivel receptor. Desta forma, a analise de extratos brutos, e ndo
apenas de canabinoides isolados, é cientificamente justificavel para capturar

possiveis interagdes quimicas e bioldgicas decorrentes dessa matriz complexa.

4.2. Avaliacdo da toxicidade dos extratos de C. sativa e perfil de

crescimento celular

O ensaio de capacidade metabdlica baseado na resazurina permanece
amplamente validado como ferramenta sensivel para avaliar a manutencdo da
atividade metabdlica celular e a toxicidade em células de S. cerevisiae. Nesse
método, a substancia resazurina (azul-violeta) é reduzida por células
metabolicamente ativas a resorufina (rosa), sendo possivel determinar
qualitativamente a concentracao inibitéria da atividade metabdlica. A conversao
ocorre por meio de enzimas redutoras dependentes de NADH, FADH2 e NADPH
presentes nas mitocondrias, no citosol e nas fracées microssomais (Braissant et al.,
2020; Razicka et al., 2008; Sangkaew et al., 2022; Torres et al.,, 2018). Essa
conversdo pode ser detectada por colorimetria (mudanca de cor) e fluorimetria
(excitacdo ~530-570 nm, emissdo ~580-590 nm), refletindo a atividade metabdlica
global das células vivas (Braissant et al., 2020; O’brien et al., 2000). Embora
qualitativo, o ensaio fornece uma estimativa confiavel dos niveis de toxicidade
celular provocados pela presenca de compostos estranhos para esse modelo
bioldgico, e permite identificar faixas de concentragdo néo citotoxicas de compostos
bioativos de forma rapida e pratica. Vale ressaltar que a resazurina € um composto
nao téxico para esse modelo biolégico (PETTIT et al.,, 2005). Um estudo
demonstrou que a levedura S. cerevisiae reduz a resazurina de forma proporcional

a viabilidade celular (Bitacura, 2018).
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No presente estudo essa abordagem foi utilizada para verificar a toxicidade
dos extratos de C. sativa em cepas de S. cerevisiae (BY4741 e Ayapl), além de
determinar a faixa de concentracdo nao-citotdxica para ensaios subsequentes. A
auséncia do gene YAP1, um regulador-chave da resposta antioxidante em
leveduras, confere a cepa mutante maior susceptibilidade ao estresse oxidativo
(Rodrigues-Pousada et al., 2019). Assim, a comparagao entre ambas as cepas
permite inferir se os extratos afetam o equilibrio redox celular. Os resultados
mostraram que ambas as cepas BY4741 e sua isogénica Ayapl apresentaram uma
suspensao celular com coloragdo rosa no CN (meio + células) caracterizando
células metabolicamente ativas, e suspensao celular com coloracéo azul-violeta no
controle positivo para estresse (CP), induzido por H202, indicando metabolismo
celular comprometido (Figura 25). A cor rosa observada nos controles do composto
e do solvente (CC e CS, respectivamente), exceto para etanol 10% na cepa Ayapl,
indica a baixa interferéncia no metabolismo basal intracelular, incapaz de causar
alteracbes que comprometam o potencial redox das células. Nos extratos, a

concentracdo de etanol (veiculo) variou de 2,5% (250 pg.mL™) a 0,00001% (0,1
pug.mL71).
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Figura 25. Avaliacdo da toxicidade dos extratos de Cannabis sativa por ensaio colorimétrico
de viabilidade celular baseado na reducdo da resazurina em leveduras Saccharomyces
cerevisiae. Células das cepas BY4741 (esquerda) e Ayapl (direita) foram cultivadas em meio YPD
e distribuidas em placas de 96 pogos. As células foram expostas a concentragdes crescentes dos
extratos (0,1-250 pg-mL™1) por 24 h, a 28 °C. A viabilidade celular foi determinada pela adicédo de
resazurina a 0,01 % (m/v), seguida de incubag&o por 30 min, sendo a reducédo do corante utilizada
como indicador da atividade metabdlica celular. Foram utilizados os seguintes controles
experimentais: controle negativo (CN), contendo meio YPD e células; controle positivo oxidativo
(CP), contendo meio YPD, células e perdxido de hidrogénio (H,O,) nas concentrac¢des de 10, 5, 2,5,
1,25 e 0,625 mM; controle de solvente (CS), contendo meio YPD, células e etanol nas concentragdes
de 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,625% (v/v); e controle do corante (CC), contendo meio YPD e resazurina a
0,01% (m/v), na auséncia de células. As imagens representam o resultado visual do ensaio apds o
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periodo de incubacéo, permitindo a comparacao qualitativa da viabilidade celular entre as cepas
selvagem e Ayapl em resposta aos tratamentos.

A analise qualitativa de toxicidade utilizando o ensaio de resazurina em S.
cerevisiae identificou que os extratos E-CBN e E-CBN+ reduziram a atividade
metabdlica das células apenas na concentracdo de 250 pg-mL?, enquanto
concentracdes inferiores mantiveram o padréo de coloracdo com tons réseos. O
resultado encontrado para a concentracdo de 250 pg.mL* corrobora estudos que
demonstram que extratos obtidos a partir de plantas e folhas de C. sativa, bem
como o0 Oleo essencial, 0leo extraido de suas sementes e até mesmo O0s
canabinoides isolados, exibiram atividade antimicrobiana e citotdéxica dose-
dependente contra bactérias e fungos, incluindo S. cerevisiae, e em modelos
eucarioticos simples, dependendo da composicdo do extrato e da concentracdo
utilizada (Schofs et al., 2021; Appendino et al., 2008; Chen et al., 2024; Jordan et
al., 2024; Kahn et al., 2014). Além disso, alcaloides, flavonoides e fendis também
sdo conhecidos por suas propriedades antimicrobianas (Chandra et al., 2017) e
estdo presentes no extrato bruto de C. sativa (Elsohly; Slade, 2005). Por isso, € de
crucial importancia verificar as concentracdes nao-citotoxicas destas substancias
nas células da levedura S. cerevisiae, visto que essa toxicidade pode variar com a

composicao do extrato e os modelos de estudo (Wang et al., 2019).

Assim, o0s nossos dados encontram-se dentro da ordem de grandeza
observada em modelos similares e justificam a prospeccdo de analises
quantitativas para estes extratos, bem como a aplicacdo de ensaios
complementares de crescimento e contagem de unidades formadoras de colonia
(UFC) para a confirmacdo do perfil citotéxico observado. Desta forma, uma
concentragdo intermediaria de 100 pug.mL™ foi adotada para verificar ndo somente
uma possivel inibicdo da proliferacdo celular, mas também para verificar se haveria

uma toxicidade tempo-dependente nesta concentragao.

Para avaliagcao do perfil de crescimento celular, as cepas foram inoculadas
em meio YPD 2% na presenca dos extratos na concentracdo de 100 ug.mL™?, e
aliquotas das suspensdes celulares foram coletadas em diferentes periodos para
leitura da absorvancia em espectrofotometro durante 24 h (Figura 266). Os

controles, em ambos os graficos, representam o crescimento basal das respectivas
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cepas na presenca apenas do meio de cultura. Para controle positivo de estresse
oxidativo, utilizou-se o agente estressor H202 (2,0 mM). E possivel observar que
ambas as cepas tiveram seus crescimentos completamente comprometidos
quando expostos ao perdxido de hidrogénio, confirmando a efetividade do agente

na diminui¢cao da taxa de crescimento celular.

BY4741 Ayap1

Controle
HO,
E-THC
E-CBD
~ E-CBN
E-CBN+

EEE

¢

Concentragao celular (mg.mL'1)
Concentragao celular (mg.mL'1)

0 2 4 6 8 24 26

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 26. Curvas de crescimento de S. cerevisiae das cepas BY4741 e Ayap1 cultivadas em
meio YPD contendo 2% (m/v) de glicose, na auséncia e na presenca de extratos de C. sativa.
As células foram cultivadas previamente em meio YPD até a fase exponencial (fase de crescimento),
ajustadas para uma concentracao inicial de 0,1 mg.mL1. As culturas foram incubadas por 24 h a 28
°C, sob agitacdo constante de 160 rpm em shaker orbital. Os extratos foram adicionados ao meio
de cultura nas concentragGes de 100 pg-mL?, no tempo 0, permanecendo em contato com as
células durante todo o periodo experimental. A cinética de crescimento celular foi monitorada por
leitura de absorvancia a 570 nm em espectrofotdmetro, em diferentes tempos. Os valores de
absorvancia foram utilizados como medida indireta da concentracdo celular e expressos em fungéo
do tempo de incubacéo. As curvas apresentadas correspondem as cepas BY4741 (esquerda) e
Ayapl (direta), permitindo a comparagdo do crescimento celular entre a cepa selvagem e a cepa
deficiente no fator de transcricdo Yapl, envolvido na resposta ao estresse celular. Os dados
representam a média = SD de trés experimentos independentes realizados em duplicata.

Em ambas as cepas, o tratamento com E-THC ndo impactou o crescimento
celular, apresentando valores estatisticamente iguais aos controles. Os tratamentos
com os extratos E-CBD, E-CBN e E-CBN+ retardaram o crescimento celular em
aproximadamente 2 horas na cepa BY4741. Enquanto o controle apresentou
concentracdo de 2,0 mg.mL* apdés 6 horas, as células tratadas com estes extratos
atingiram esta mesma concentragdo 8 horas apds o inicio do experimento. Esta
diminuicdo na taxa de proliferagéo celular ndo necessariamente esta relacionada a
danos celulares oriundos da toxicidade dos extratos, pois pode refletir no tempo de
adaptacdo metabodlica aos compostos presentes nos extratos. Apos 24 horas, o

crescimento e a proliferagdo das células incubadas na presenca de E-CBD, E-CBN
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e E-CBN+ atingiram aproximadamente 75% do crescimento do controle na cepa
BY4741. Ja para a cepa Ayapl, os tratamentos ndo impactaram significativamente
nas 6 horas iniciais do crescimento, porém 24 horas ap0s o tempo zero a
concentracéo celular era menor que 50% do crescimento na presenca dos extratos
E-CBD, E-CBN e E-CBN+ comparados ao controle. Este resultado demonstra que
a auséncia de Yaplp, principal fator de transcricdo envolvido na resposta
antioxidante em leveduras, aumenta a sensibilidade celular a compostos com
potencial pré-oxidante, uma vez que na auséncia dos extratos as células mutantes
mostraram perfil de crescimento similar a BY4741, mas na presenca dos extratos

este crescimento foi negativamente afetado.

Para minimizar o impacto de toxicidade tempo-dependente dos extratos no
perfil metabdlico celular, a concentracdo de 25 pg.mL?' foi adotada para os
experimentos subsequentes. A toxicidade desta concentracédo, foi entdo avaliada a
partir da capacidade das cepas BY4741 e Ayapl de gerar células-filhas viaveis
apos a incubacdo com os quatro extratos. Apos 72 h de incubacéo, as unidades
formadoras de colbnias (UFC) foram contabilizadas e apresentadas como
percentuais. Os resultados nao indicaram toxicidade significativa sob estas
condicBes (Figura 277).
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Figura 27. Avaliacdo da toxicidade dos extratos de C. sativa por ensaio de viabilidade celular
baseado na contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) em S. cerevisiae. Células das
cepas BY4741 (A) e Ayapl (B) foram cultivadas em meio YPD contendo 2% (m/v) de glicose e
incubadas com os extratos na concentracao de 25 pug-mL-1 por 2 h, a 28 °C, 160 rpm. Ap6s o periodo
de exposicdo, aliquotas apropriadas foram seriamente diluidas em &agua destilada estéril e
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plagueadas em meio YPD solido (2% m/v), seguidas de incubacao por 48-72 h a 28 °C para
formacao das colbnias. A viabilidade celular foi determinada pela contagem de unidades formadoras
de colbnia, sendo os resultados expressos como porcentagem em relacdo ao respectivo controle
nao tratado de cada cepa. Os dados apresentados correspondem a média + desvio padrédo de pelo
menos trés experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA,
seguida de pos-teste de Tukey, considerando-se 0,05 como nivel de significancia. Diferencas
estatisticamente néo significativas (n.s.) foram determinadas em comparagdo com o respectivo
controle de cada cepa.

O comportamento ndo-toxico dos extratos na levedura corroborou um estudo
realizado anteriormente em que folhas de C. sativa foram lavadas e secas a 38°C
durante 4-5 dias, e o p6 obtido apés moagem foi embebido em quatro solventes
distintos: agua, etanol, metanol e acetona. Apds 24 horas em evaporador rotatério,
as preparacdes foram filtradas em papel de filtro e concentradas até a secagem
sob vacuo a 40°C. A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada através do
método modificado de difusdo em disco sobre agar para Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces
cerevisiae e Candida albicans. Os extratos ndo apresentaram atividade
antimicrobiana para estes trés ultimos (Kaur et al., 2015). A atividade
antimicrobiana de Oleos essenciais de C. sativa também foi testada em S.
cerevisiae e a concentragdo inibitéria minima para este microrganismo foi superior

ao limite de deteccao e, portanto, considerada, nao-inibitoria (Nissen et al., 2010).

A adocao de doses baixas de extratos de C. sativa € fundamental para
explorar seus efeitos benéficos com seguranca, minimizando riscos de
citotoxicidade ou efeitos adversos. Estudos celulares demonstraram que extratos
de canhamo (1 a 1000 pg.mL?) ndo causam toxicidade em queratindcitos e
fibroblastos, e até aumentam a proliferacdo em concentra¢des intermediarias (~100
ug.mL?), sugerindo que concentracdes modestamente baixas podem promover
atividade metabolica sem comprometer a viabilidade celular (Zagérska-Dziok et al.,
2021). Além disso, pesquisas clinicas e farmacoldgicas enfatizam a abordagem
'start low, go slow’ para canabinoides; ou seja, comecar com doses minimas para
avaliar resposta terapéutica e seguranca, especialmente com compostos como
CBD e THC, cujos efeitos sdo muito dependentes da dose (Academia Brasileira de
Canabinoides, 2025). H4 também evidéncia de sinergia em concentracdes baixas,
por exemplo, sobre células de carcinoma,; pois fracdes combinadas de CBD e CBC

ou CBD e THC mostraram efeitos citotoxicos superiores ao CBD isolado,
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reforcando que extratos completos podem ter atividade mesmo em doses

relativamente reduzidas (Blal et al., 2023).

Com a intencéo de usar a menor concentracao segura possivel, considerando
os resultados preliminares, onde concentracdes abaixo de 250 pg.mL?! ndo
apresentaram citotoxicidade no ensaio de resazurina, mas a concentragéo de 100
ug.mL? demonstrou impactar a proliferagdo celular na curva de crescimento,
somados a ndo citotoxicidade observada a 25 pg.mL?! no ensaio de viabilidade
celular; a concentracdo de 25 pg.mL* foi adotada para os experimentos
subsequentes neste trabalho.

4.3. Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de C. sativa

Canabinoides exibem elevada capacidade antioxidante atribuida a presenca
de grupamentos fendlicos e grupos hidroxila em suas estruturas quimicas, que
conferem capacidade de doar elétrons ou atomos de hidrogénio e neutralizar as
ROS (Borges et al., 2013; Jitca et al., 2023; Stone et al.,, 2020) por meio de
mecanismos classicos de transferéncia de hidrogénio (HAT, do inglés Hydrogen
Atom Transfer) ou transferéncia monoeletrénica (SET, do inglés Single Electron
Transfer), estabilizando o radical formado no composto antioxidante. A
estabilizacdo ocorre pela ressonancia do radical fenoxi, distribuindo a densidade
eletrdnica ao longo do anel aromatico e de substituintes conjugados presentes na
estrutura de diversos fitocanabinoides, como THC, CBD e CBG. Essa
deslocalizacéo reduz a reatividade da espécie radical e impede a propagacédo das

reacBes em cadeia de oxidacao lipidica (Addo et al., 2023; Borges et al., 2013).

Na HAT, o canabinoide contendo um grupo fendélico (—OH) reage por meio
de reacdes radicalares com ROS, como "OH ou ROO’. Nesse caso o radical recebe

um atomo de hidrogénio (H¢) da hidroxila fendlica:
Ar-OH + ROO* - Ar-O° + ROOH

O radical formado Ar-O° (radical fenoxi) é estabilizado por ressonancia,
distribuindo a densidade de spin pelo anel aromatico, reduzindo significativamente

sua reatividade. Como a espécie formada € mais estavel, a cadeia de oxidacdo ndo
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€ propagada, contribuindo para a interrup¢do do processo oxidativo de lipidios,
proteinas ou DNA (Addo et al., 2023).

Na SET, o canabinoide doa um elétron para o radical e o céation-radical (Ar-

OH"*) rapidamente perde um préton (H*):
Ar-OH + ROO* - Ar-OH™ + ROO-
Ar-OH* > Ar-O" + H*

Forma-se o radical fendxi ressonante e estavel, que ndo propaga reacoes

oxidativas.

Estudos recentes indicam que compostos como A°-THC e CBD apresentam
atividades antioxidantes comparaveis a de vitaminas classicas como C, A e E
(Borges et al., 2013; Jitca et al.,, 2023; Hacke et al.,, 2019). Dawidowicz e
colaboradores demonstraram que outros fitocanabinoides, como CBN, CBG, CBGA
e AS-THCA exibem capacidade significativa de eliminar radicais livres e reduzir ions
metalicos em ensaios espectrofotométricos (DPPH, ABTS, ORAC e FRAP)
(Dawidowicz et al., 2021). Além dos canabinoides, o material extraido das folhas
de C. sativa contém flavonoides e terpenoides, classes de metabdlitos vegetais
reconhecidas por suas propriedades antioxidantes (Atalay et al., 2019; Jin et al.,
2020). Ha evidéncias de que a combinacdo (ou sinergia) entre canabinoides,
flavonoides e terpenoides pode amplificar seus efeitos antioxidantes em ambientes
celulares, potencializando a regulagcdo do estresse oxidativo intracelular
(Dawidowicz et al., 2021; Jin et al., 2020).

Para avaliar o perfil de acdo antioxidante dos extratos usados neste trabalho,
as cepas BY4741 e Ayapl foram submetidas ao agente estressor H202 (2,0 mM).
Apo6s o periodo de incubacdo com os quatro extratos (25 pg.mL™?), as células foram
expostas a perdxido de hidrogénio durante 1 h, plaqueadas e incubadas. As
unidades formadoras de col6nias foram contabilizadas e apresentadas na forma de
percentual, adotando-se células ndo expostas a nenhum agente externo como

100% de viabilidade celular (controle negativo para estresse) (Figura 28).
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Figura 28. Avaliagcdo do potencial antioxidante dos extratos de C. sativa por ensaio de
viabilidade celular baseado na contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) em S.
cerevisiae ap0s inducéo de estresse oxidativo. Células das cepas BY4741 (A) e Ayapl (B) foram
cultivadas em meio YPD contendo 2% (m/v) de glicose. O estresse oxidativo foi induzido pela
exposi¢do das células ao peréxido de hidrogénio (H,O) na concentragdo de 2,0 mM por 1 h, a 28
°C, sob agitacdo a 160 rpm. Células mantidas apenas em meio YPD foram utilizadas como controle
negativo para estresse, enquanto células expostas exclusivamente ao H,O, constituiram o controle
positivo para estresse. Apos a indugéo do estresse oxidativo, as células foram incubadas com os
extratos na concentragdo de 25 pg-mL por 2 h, a 28 °C, sob agitagdo a 160 rpm. Em seguida,
aliquotas apropriadas foram seriamente diluidas em agua destilada estéril e plaqueadas em meio
YPD sdlido (2% m/v), seguidas de incubacao por 48—72 h a 28 °C para formacao das colbnias. A
viabilidade celular foi determinada pela contagem de unidades formadoras de colénia, sendo os
resultados expressos como porcentagem em relacdo ao controle positivo para estresse de cada
cepa. Os dados apresentados correspondem a média + desvio padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, seguida de
poés-teste de Tukey, sendo consideradas diferencas estatisticamente significativas quando * (p <
0,05), ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001), em comparagdo com o controle positivo para estresse de cada
cepa.

Mesmo em um quadro de estresse oxidativo induzido pelo H202 na cepa
BY4741 (Figura 28A), as células pré-tratadas com os extratos de Cannabis sativa
a 25 ug.mL preservaram sua capacidade de geracéo de células-filhas. O controle
negativo para estresse (BY4741 no gréfico) foi utilizado como referéncia percentual
para unidades de colonia. O controle positivo para estresse apresentou menos de
40% de colbnias viaveis comparado ao valor de referéncia, enquanto os
tratamentos com E-CBN e ECBN+ apresentaram mais de 80%, e E-THC e E-CBD
mais de 90%. Na cepa Ayapl (Figura 28B), o agente estressor afetou 0 nimero de
colonias em torno de 50% comparado ao valor de referéncia. Os tratamentos com

E-CBN e ECBN+ promoveram valores de unidades formadoras de colbnias iguais
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ao controle sem estresse, enquanto E-CBD atingiu mais de 85% de viabilidade. E-

THC, por sua vez, apresentou percentual 25% maior ap0s o0 estresse oxidativo.

Os resultados obtidos demonstram que os extratos de C. sativa apresentaram
efeito protetor significativo contra o estresse oxidativo induzido por peroxido de
hidrogénio em S. cerevisiae. A viabilidade celular observada apds os tratamentos
indica que 0s compostos presentes nesses extratos possuem potencial para
neutralizar ROS e/ou reforcar mecanismos endoégenos de defesa antioxidante. O
comportamento distinto entre as cepas BY4741 e Ayapl reforca a importancia do
fator de transcricdo Yaplp, principal regulador do sistema antioxidante enddégeno
da levedura. Esse fator controla a expressdo de genes responsaveis pela
detoxificacdo de perdéxidos e manutencdo do equilibrio redox, incluindo TRX1,
TRX2 e TRR1 (componentes do sistema tioredoxina), GSH1, GSH2 e GPX2
(componentes do sistema glutationa) e SOD2 (enzima superoxido dismutase)
(Rodrigues-Pousada et al., 2019).

Na cepa selvagem BY4741, a integridade funcional de Yaplp garante
resposta adaptativa eficiente ao estresse oxidativo, permitindo que os extratos
potencializem uma rede antioxidante ja ativa. J& na cepa Ayapl, a auséncia desse
fator compromete severamente a capacidade celular de lidar com espécies
reativas, resultando em acumulo de peroxidos e oxidacdo de proteinas e lipidios
(Rodrigues-Pousada et al., 2019). Contudo, mesmo nesse contexto desfavoravel,
todos os extratos restauraram a viabilidade celular, especialmente E-CBN e E-
CBN+, que atingiram niveis préximos ao controle negativo (~100%), indicando que
seus constituintes atuam de forma independente da via de transcricdo mediada por

Yaplp.

A fim de avaliar o ambiente redox intracelular, as células foram submetidas
novamente ao agente estressor peréxido de hidrogénio e a oxidacao intracelular foi
estimada atraves da utilizacdo do composto H2DCFDA (Figura 29), que ultrapassa
a membrana plasmatica e, no interior das células, sofre desacetilacdo por
esterases. No ambiente intracelular, H2DCF inicialmente nao fluorescente é
convertida em DCF (diclorofluoresceina) fluorescente, e sua concentracdo €
guantificada fluorimetricamente em comprimento de onda especifico (Jakubowski;
Bartosz, 1997).
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Figura 29. Quantificacdo dos niveis de oxidacdo intracelular em S. cerevisiae por ensaio
fluorimétrico baseado em diclorofluoresceina (DCF) apds inducdo de estresse oxidativo.
Células das cepas BY4741 (A) e Ayapl (B) foram cultivadas em meio YPD contendo 2% (m/v) de
glicose. O estresse oxidativo foi induzido pela exposicdo das células ao perdxido de hidrogénio
(H20) na concentracdo de 2,0 mM por 1 h, a 28 °C, sob agitacdo a 160 rpm, sendo esse grupo
considerado o controle positivo para oxidacao intracelular. Para avaliagéo do efeito dos extratos, as
células foram inicialmente incubadas com os extratos de C. sativa na concentragéo de 25 pg-mL+?
por 2 h, a 28 °C, sob agita¢do a 160 rpm, e posteriormente expostas ao H,0, (2,0 mM) nas mesmas
condicdes experimentais. Apds o0s tratamentos, as ceélulas foram incubadas com o corante
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) a 1 mM por 20 min, a 28 °C, no escuro. A fluorescéncia
resultante, proporcional aos niveis de espécies reativas intracelulares, foi quantificada em leitor de
microplacas, utilizando comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 488/520 nm. Os
resultados foram expressos como percentual de fluorescéncia em relagéo ao respectivo controle de
cada cepa. Os dados apresentados correspondem a média + desvio padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, seguida de
pos-teste de Tukey, sendo consideradas diferengas estatisticamente significativas quando * (p <
0,05), ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001), em comparacdo com o controle de cada cepa.

Na figura 29 observa-se que as células estressadas com H202 (2,0 mM), em
ambas as cepas, apresentaram alto percentual de fluorescéncia, que foi usado
como referéncia (100%) de nivel de fluorescéncia. O controle de BY4741
apresentou cerca de 18% da fluorescéncia referéncia e o controle de Ayapl cerca
de 30%. Esse percentual aumentado desta cepa em relacdo a BY4741 pode ser
justificado pela sua deficiéncia no sistema de defesa antioxidante. Para ambas as
cepas, todos os extratos reduziram estatisticamente o estresse oxidativo, com
reducdo na faixa de 45 a 55%, mostrando a capacidade dos extratos em proteger

parcialmente a homeostase redox.

Alguns estudos (
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Tabela 3) j& mostraram anteriormente que os compostos extraidos da C. sativa
exibem atividades antioxidantes relevantes, e que esta atividade pode ser atribuida
a multiplos mecanismos, como: (i) acao direta como captadores de radicais: 0s
grupos fendlicos e hidroxilas dos fitocanabinoides séo capazes de doar elétrons e
neutralizar radicais livres; (ii) redu¢do com ions metélicos: atividade quelante;
(iii) protecdo mitocondrial e reforco de defesas enziméticas: o aumento ou
estabilizacdo de enzimas antioxidantes resulta em menor producdo de ROS e
preserva a funcdo bioenergética; e (iv) efeitos sinergéticos: entre os
fitocanabinoides e entre os canabinoides e terpenos ou flavonoides presentes nos

extratos, potencializando a atividade antioxidante.

A reducdo significativa da fluorescéncia em ambas as cepas sugere que 0S
extratos ndo apenas neutralizaram diretamente ROS formadas a partir do H,0,,
mas também preservaram o metabolismo mitocondrial. Estudos anteriores ja
indicaram que fitocanabinoides podem modular a fungcdo mitocondrial, reduzindo o
vazamento de elétrons da cadeia respiratéria e, consequentemente, a formacao de

superoéxidos (Atalay et al., 2019; Ruiz-Valdepefias et al., 2010).
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Tabela 3. Vias de agcdo dos canabinoides em diferentes modelos experimentais.

Compostos
ou

extratos

CBD

THC

CBN

CBG

CBGA

THCA

Modelo

experimental e

ensaios

Neurdnios e

astroglia de ratos

DPPH, ABTS e
FRAP

DPPH e ABTS

DPPH e FRAP

Astroglia de rato e

cortex isolado;
DCFH-DA;

DPPH, ABTS,
ORAC

DPPH e FRAP

Mecanismo
principal de ac&o
antioxidante
Doacéo de elétrons
e protons; ativagéo
da via Nrf2;
atividade de SOD e
catalase
Captura direta de
radicais peroxila e
hidroxila; atividade
redutora
Doacéo de
elétrons; reducao
de ions metélicos
Reducéo de ROS;
regulacdo de
enzimas (SOD,
CAT, GPx)

‘Scavenging’ de
radicais; reducao

de metais

Doacéo de elétrons

e hidrogénio

94

Principais
resultados

Reducéo dos niveis
de ROS e aumento
de atividade

enzimatica

Capacidade
antioxidante similar

a do a-tocoferol

Poder antioxidante
intermediério entre
CBD e THC
Diminui¢cdo do
estresse oxidativo e
aumento da
sobrevivéncia
Sequestro de
radicais e potencial
prevencéo de
oxidacao lipidica
Acdo antioxidante
comparavel a
quercetina e

vitamina C

Referéncias

Atalay et al.,
2019

Dawidowicz et
al., 2021

Dawidowicz et
al., 2021

Di Giacomo et
al., 2020

Dawidowicz et
al., 2021

Dawidowicz et
al., 2021
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Sinergismo entre ]
o Efeito neuroprotetor
canabinoides,

Extratos de C. DPPH, ABTS, i e reducdo de MDA; }
; o flavonoides e ) Casedas et al.,
sativa (folhas ORAC e in vivo ) capacidade
terpenos; enzimas i 2022
e flores) (ratos) o ‘scavenging’ de
antioxidantes o
» radicais
hepaticas
Efeito sinergético
Mix de Modelos Modulacéo de vias antioxidante e
o . o o Vacek et al.,
canabinoides  neuronais e gliais antioxidantes e neuroprotetor 2021
(CBD + CBG) de ratos anti-inflamatdrias superior aos

compostos isolados

Esses achados reforcam que o efeito antioxidante dos extratos de C. sativa é
multifatorial, envolvendo acdo direta de canabinoides sobre espécies reativas,
modulacdo de vias antioxidantes endogenas (dependentes e independentes de
Yaplp) e sinergia entre diferentes classes de metabalitos, incluindo flavonoides e
terpenoides, que podem amplificar a capacidade redutora global dos extratos
(Russo, 2019). Além disso, a correlacdo positiva entre os extratos ricos em CBN e
CBD e a elevada viabilidade celular sugere que o perfil quimico do extrato influencia
diretamente sua eficacia antioxidante. Estudos quimicos prévios indicam que CBN,
derivado oxidativo do A°-THC, possui potencial redutor mais pronunciado e maior
estabilidade frente a oxidacdo (Dawidowicz et al., 2021); o0 que € coerente com seu
desempenho superior observado neste estudo. Em conjunto, estes resultados
sustentam a hipotese de que os extratos de C. sativa atuam como agentes
protetores do equilibrio redox intracelular, promovendo reducdo de danos
oxidativos e preservacdo da integridade celular, mesmo na auséncia de

mecanismos geneéticos classicos de defesa antioxidante.

4.4. Avaliacao dos efeitos bioldgicos dos extratos de C. sativa no ambiente

redox intracelular de cepas de levedura expressando aSyn e AR42

O potencial antioxidante da C. sativa € amplamente documentado na
literatura, e os resultados obtidos neste trabalho corroboram tais evidéncias. No

entanto, os efeitos biologicos dos extratos brutos dessa planta perante os danos
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induzidos por proteinas agregantes relacionadas a doengas neurodegenerativas

ainda permanecem pouco explorados.

Entre as proteinas envolvidas em processos neurodegenerativos destacam-
se a AB e a aSyn, ambas associadas a disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo
e morte celular (Meng et al., 2025; Shen; Dettmer, 2024; Geibl et al., 2024). O
peptideo AR, derivado da clivagem anormal da APP, tende a se autoagregar em
estruturas oligoméricas e fibrilares, promovendo disfungéo sinaptica, aumento da
producdo de ROS e ativacdo de vias apoptoticas (Meng et al., 2024,
Azargoonjahromi, 2024; Araki, 2023; Hardy; Selkoe, 2002; Butterfield; Boyd-
Kimball, 2020). Esses agregados afetam diretamente o metabolismo mitocondrial,
levando a reducao da atividade de complexos da cadeia respiratdria e liberacdo de
citocromo ¢, eventos também observados em modelos de Saccharomyces

cerevisiae expressando AB (Treusch et al., 2011; Chen et al., 2017).

A expressao da aSyn mutante reduz a atividade proteassémica e aumenta 0s
niveis de ROS. Com a reducéo do potencial de membrana, liberacéo do citocromo
c e atividade aumentada das caspases 9 e 3, envolvidas no processo de morte
celular, ha indicativo de morte celular induzida pela aSyn mutante (Ganjam et al.,
2019; Perfeito; Rego, 2012). A disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo sao
aspectos significantes da toxicidade da aSyn em leveduras expressando niveis
proeminentes desta proteina (Sampaio-Marques et al., 2019; Su et al., 2010). A fim
de explorar os efeitos bioldgicos observados nos experimentos realizados com as
cepas BY4741 e Ayapl tratadas com os extratos de C. sativa, como o promissor
potencial antioxidante e a manutencao da viabilidade celular, em cepas associadas
as doencas neurodegenerativas, utilizou-se neste trabalho duas cepas de BY4741
transformadas contendo os genes codificadores da proteina aSyn (Figura 30) e do

peptideo B-amiloide (AB), além do plasmideo vazio usado como controle.

alfa-syn
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Figura 30. Validagéo da transformacgédo com o plasmideo p426GAL-aSyn-GFP por microscopia
de fluorescéncia.

Com o intuito de avaliar se a presenca desses genes e a geragdo dessas
proteinas relacionadas a formacdo de agregados proteicos auxiliam no
desbalanceamento do ambiente redox no interior da célula, foi quantificada a
oxidagao intracelular das cepas expressando AB42 e aSyn utilizando a mesma
metodologia descrita anteriormente (Figura 31). Neste caso, entretanto, ndo foi
adicionado um agente estressor exogeno (H202), permitindo observar apenas o

impacto enddgeno desta expressao proteica.
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Figura 31. Quantificac@o dos niveis de oxidagéo intracelular em S. cerevisiae transformada
com plasmideos de expresséo heter6loga, avaliada por ensaio fluorimétrico baseado em
diclorofluoresceina (DCF). Células da cepa BY4741 foram transformadas com o plasmideo vazio
p426GAL (EV) ou com plasmideos contendo sequéncias codificantes para o peptideo (3-amiloide 1—
42 (pPAG426GAL:ssAB1-42) (A) ou para a proteina aSyn fusionada a GFP (p426GAL-aSyn-GFP)
(B). A expressao das proteinas heterélogas foi induzida por galactose, 28 °C/160 rpm, por 2 h. Para
avaliagao do efeito dos extratos, as células expressando AB42 ou aSyn foram incubadas com os
extratos de C. sativa na concentracdo de 25 pg-mL-* por 2 h, a 28 °C/160 rpm. Ap0s os tratamentos,
0os niveis de oxidacdo intracelular foram determinados por incubacdo com o corante
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) a 1 mM por 20 min, no escuro, sendo a fluorescéncia
quantificada em leitor de microplacas, com comprimentos de onda de excitagdo e emissao de
488/520 nm. Os resultados foram expressos como percentual de fluorescéncia em relacdo aos
respectivos controles nio tratados (AB42 ou aSyn) em cada condicdo experimental. Os dados
apresentados correspondem a média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes. A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, seguida de pos-teste de
Tukey, sendo consideradas diferencas estatisticamente significativas quando * (p < 0,05), ** (p <
0,01), *** (p < 0,001) e **** (p < 0,0001), em comparacao com ambos os controles (AB42 e aSyn)
em cada condicéo.
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Como esperado, as expressdes do peptideo AB42 e da proteina aSyn
causaram um aumento significativo nos niveis de oxidacdo no ambiente
intracelular, confirmando que ambos os agregados comprometem a homeostase
redox. Para a cepa expressando Ap42, todos os extratos reverteram
significativamente o quadro oxidativo causado pela presenca do peptideo B-
amiloide. Interessantemente, apenas E-CBD (25 pg.mLY) falhou em reduzir
significativamente o estresse oxidativo induzido pela proteina aSyn. Por outro lado,
nesta cepa o extrato E-THC reduziu a oxidagao intracelular em aproximadamente
25%, enquanto E-CBN e E-CBN+ reduziram em aproximadamente 13% e 16,5%,
respectivamente. O efeito do CBD € descrito como dose-dependente (Muhammad
et al., 2022; Jitca et al., 2023; Winklmayr et al., 2019), e em concentracdes
moderadas pode ndo ser capaz de exercer nivel suficiente de atividade para aliviar
significativamente o0 estresse oxidativo induzido pela presenca de aSyn
(Tassaneesuwan et al., 2025; Campos et al., 2016; Bhunia et al., 2022). Estudos
prévios indicam que o CBD pode atuar tanto como antioxidante quanto como
modulador de proteinas redox-sensiveis, dependendo da dose e do tipo celular
(Atalay et al., 2019; Campos et al., 2016).

A mitocdéndria € um dos principais alvos celulares afetados tanto pela
toxicidade proteica quanto pela acdo de compostos lipofiicos como os
canabinoides. Evidéncias mostram que fitocanabinoides como A°-THC, CBD e CBN
podem interagir com membranas mitocondriais devido a sua alta hidrofobicidade,
modulando componentes da cadeia transportadora de elétrons, o potencial de
membrana e a producéo de ROS (FiSar et al., 2014; Maccarrone et al., 2011). Esses
efeitos apresentam um comportamento bifasico: em concentracdes moderadas, 0s
canabinoides podem reduzir o estresse oxidativo e melhorar a homeostase redox;
engquanto concentracdes mais elevadas sédo capazes de induzir desacoplamento
mitocondrial, reducdo da fosforilacdo oxidativa e aumento de permeabilidade de

membranas (Bénard et al., 2012; Ryan et al., 2009).

4.5. Avaliagcdo dos efeitos biologicos dos extratos de C. sativa na
integridade da membrana mitocondrial e seu impacto na viabilidade celular

de cepas de levedura expressando aSyn
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A modulacdo da bioenergética mitocondrial tem emergido como uma
estratégia promissora na busca por terapias neuroprotetoras baseadas em
substancias naturais. Diversos metabolitos secundarios de origem vegetal
demonstram capacidade de restaurar o equilibrio redox e preservar a funcao
mitocondrial ao atuarem sobre mdltiplos alvos, incluindo a biogénese mitocondrial,
a dindmica fissdo-fusdo e o controle do potencial de membrana. Compostos
fendlicos tais como canabinoides, flavonoides e acidos fendlicos, bem como
terpenoides e alcaloides exibem propriedades antioxidantes diretas, neutralizando
espécies reativas; e indiretas, por inducdo de vias de sinalizacao citoprotetoras,
como Nrf2/ARE (fator de transcricdo que regula a resposta celular ao estresse
oxidativo, ativando elementos de resposta antioxidante — ARE) e PGC-1a
(biogénese mitocondrial). Em levedura, essas vias estimulam a expresséo de
enzimas antioxidantes endégenas (Sod2p - superéxido dismutase, Gpxlp -
glutationa peroxidase) e a regulacdo de proteinas ligadas a biogénese mitocondrial,
como Abf2p — analoga do fator de transcricdo mitocondrial TFAM em mamiferos e
Nrflp — fator respiratério nuclear; contribuindo para a manutencéo da homeostase
energética e resisténcia celular ao estresse oxidativo (Plata-Pefia et al., 2023; Liu
et al., 2021).

Alguns estudos tém demonstrado que os canabinoides podem influenciar a
atividade das mitocondrias (FiSar et al., 2014) e o papel de diversas proteinas de
membrana, através de mecanismos receptores independentes (Maccarrone et al.,
2011) baseados na incorporacdo destes canabinoides, que sdo moléculas
lipofilicas, a bicamada lipidica da membrana celular (Tian et al., 2011). No contexto
mitocondrial, essa classe de compostos pode acumular-se em regides mais
hidrofébicas da membrana interna, desemparelhando interacfes intermoleculares
e interferindo na dinamica estrutural e na funcdo dos complexos proteicos da cadeia
respiratéria (Fisar et al., 2014). No entanto, o impacto desta interacdo no aumento
de estresse oxidativo e na formacdo de ROS nédo é completamente esclarecido,
especialmente em organismos inferiores como a levedura, que ndo expressam

receptores canabinoides.

O potencial de membrana mitocondrial (A%Wm) foi medido por fluorescéncia nas
cepas de levedura expressando aSyn e AB42 e tratadas com extratos de C. sativa
na concentracdo de 25 pg.mL?t. Como esperado, a expressdo das proteinas
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agregantes reduziu significativamente o AWnm, indicando disfuncdo mitocondrial
substancial. Na cepa expressando aSyn, os extratos ndo foram capazes de
restaurar a integridade mitocondrial (Figura 32A), sugerindo que, embora
apresentem atividade antioxidante, os compostos presentes nos extratos nao
impediram a perda do potencial de membrana induzida pela presenca de aSyn.

E amplamente estabelecido na literatura que os agregados proteicos podem
ser toxicos para as células em geral. Quando as proteinas funcionais sofrem
modificacdes quimicas ou conformacionais, perdem suas func¢des originais e
comecam a agregar-se dentro das células, formando inclusdes que perturbam os
processos celulares e geralmente levam a morte celular (Chung et al., 2018; Wen
et al., 2023; Huang et al., 2019). Para investigar a hipétese se os extratos poderiam
neutralizar essa toxicidade, foi realizado um ensaio de viabilidade celular para
avaliar o impacto dos extratos na toxicidade induzida pela agregagéo de aSyn em

células de levedura (Figura 32B).
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Figura 32. Efeito dos extratos de C. sativa sobre a toxicidade da aSyn associada a funcéo
mitocondrial em S. cerevisiae. (A) Avaliacdo da integridade mitocondrial em células expressando
aSyn por meio da quantificacdo do potencial de membrana mitocondrial utilizando o corante JC-1.
(B) Viabilidade celular determinada por ensaio de contagem de unidades formadoras de coldnia
(UFC), expressa como percentual em relagdo ao controle. Células da cepa BY4741 foram
transformadas com o plasmideo vazio pRS426GAL (EV) ou com o plasmideo p426GAL-aSyn-GFP
para expressao da aSyn. A expressao da proteina heteréloga foi induzida por galactose, por 2 h.
Como controle positivo para despolarizagdo mitocondrial, células expressando aSyn foram expostas
ao desacoplador mitocondrial FCCP na concentracdo de 10 uM. Para avaliacdo do efeito dos
extratos, células expressando aSyn foram incubadas com os extratos de C. sativa na concentracéo
de 25 pg-mL-1 por 2 h, a 28 °C/160 rpm. Para o ensaio de potencial de membrana mitocondrial, as
células foram incubadas com JC-1 a 1 mM por 40 min, a 28 °C, no escuro, e a fluorescéncia foi
quantificada em leitor de microplacas, utilizando comprimentos de onda de excitacdo e emisséo de
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488/525 nm (mondmero, verde) e 534/590 nm (agregado, vermelho). Os resultados foram expressos
como razédo entre as intensidades de fluorescéncia verde/vermelha (RFJ), refletindo alteracdes no
potencial de membrana mitocondrial. Para o ensaio de viabilidade celular, apds os tratamentos,
aliquotas apropriadas foram seriamente diluidas em agua destilada estéril e plaqueadas em meio
YPD solido (2% m/v), seguidas de incubacéo por 48-72 h a 28 °C para formagédo das colbnias. Os
dados foram expressos como percentual de viabilidade em relacao ao controle correspondente. Os
dados apresentados correspondem a média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes. A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, seguida de pos-teste de
Tukey. Diferencas estatisticamente nao significativas (n.s.) foram determinadas em comparacao
com o respectivo controle experimental.

Os resultados demonstraram que nenhum dos extratos na concentracdo de
25 pg.mL? foi capaz de melhorar a viabilidade celular afetada pela aSyn,
corroborando os dados obtidos no potencial de membrana mitocondrial com a
mesma concentracao dos extratos e mesma cepa, e reforcando a hipétese de que
o comprometimento da fun¢do mitocondrial esta diretamente associado a perda de

viabilidade celular.

E de conhecimento cientifico que muitas respostas celulares sido dose-
dependentes; portanto também avaliou-se o potencial de membrana em
concentracbes acima de 25 pg.mL?t (50, 100 e 300 pg.mL?t) (Figura 33). As
concentragbes mais elevadas dos extratos n&o somente ndo apresentaram
protecdo da integridade mitocondrial como agravaram os danos mitocondriais,
possivelmente devido a efeitos pré-oxidantes em doses elevadas, como
perturbacado da bicamada lipidica. Neste ensaio utilizou-se o pré-tratamento com E-

THC como uma amostragem inicial deste possivel impacto.
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Figura 33. Acéo do extrato E-THC sobre os danos mitocondriais induzidos pela expresséo de
aSyn em S. cerevisiae. A integridade mitocondrial foi avaliada em células expressando aSyn por
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meio da quantificagdo do potencial de membrana mitocondrial utilizando o corante JC-1. Células da
cepa BY4741 foram transformadas com o plasmideo vazio pRS426GAL (EV) ou com o plasmideo
p426GAL-aSyn-GFP para expressao da aSyn. A expressao da proteina heterdéloga foi induzida por
galactose, por 2 h. Para avaliagdo do efeito do extrato, células expressando aSyn foram incubadas
com o extrato E-THC nas concentracdes de 25, 50, 100 e 300 pg-mL-* por 2 h, a 28 °C, 160 rpm.
Ap6bs os tratamentos, as células foram incubadas com JC-1 a 1 mM por 40 min, a 28 °C, no escuro.
A fluorescéncia foi quantificada em leitor de microplacas, utilizando comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo de 488/525 nm (mondémero, fluorescéncia verde) e 534/590 nm (agregado,
fluorescéncia vermelha). Os resultados foram expressos como razdo entre as intensidades de
fluorescéncia verde/vermelha, refletindo alteracdes no potencial de membrana mitocondrial. Os
dados apresentados correspondem aos valores obtidos nos experimentos realizados. N&o foi
realizada analise estatistica em razao do numero insuficiente de réplicas experimentais (n), sendo
os resultados apresentados de forma descritiva.

Visto que os quatro extratos possuem percentuais e perfil quimico de
fitocanabinoides diferenciados, visto que geraram resultados similares mas néo
iguais para as cepas BY4741 e Ayapl, resolveu-se ampliar esta andlise utilizando
concentragdes menores de todos os extratos (5, 10 e 15 pug.mL). Entretanto,
mesmo nessas faixas mais baixas, os extratos continuaram incapazes de reverter
os danos mitocondriais causados pela aSyn (Figura 34), o que também se refletiu

na manutencgao da baixa viabilidade celular.
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Figura 34. Acdo dos extratos de C. sativa sobre os danos mitocondriais induzidos pela
expressdo de aSyn em S. cerevisiae. A integridade mitocondrial foi avaliada em células
expressando aSyn por meio da quantificacdo do potencial de membrana mitocondrial
utilizando o corante JC-1. Células da cepa BY4741 foram transformadas com o plasmideo vazio
pRS426GAL (EV) ou com o plasmideo p426GAL-aSyn-GFP para expressdo da aSyn. A expressao
da proteina heterdloga foi induzida por galactose, por 2 h. Para avaliagcdo do efeito dos extratos,
células expressando aSyn foram incubadas com os extratos E-THC (A), E-CBD (B), E-CBN (C) e
E-CBN+ (D) nas concentrages de 5, 10 e 15 pg-mL? por 2 h, a 28 °C, 160 rpm. Apds os
tratamentos, as células foram incubadas com JC-1 a 1 mM por 40 min, a 28 °C, no escuro. A
fluorescéncia foi quantificada em leitor de microplacas, utilizando comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo de 488/525 nm (monémero, fluorescéncia verde) e 534/590 nm (agregado,
fluorescéncia vermelha). Os resultados foram expressos como razdo entre as intensidades de
fluorescéncia verde/vermelha, refletindo altera¢cdes no potencial de membrana mitocondrial. Os
dados apresentados correspondem a média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes. A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, seguida de pos-teste de
Tukey, sendo consideradas diferencas estatisticamente significativas quando * (p < 0,05) e **** (p <
0,0001), em comparacéo com o controle aSyn. Diferencas estatisticamente néo significativas (n.s.)
foram determinadas em relacéo ao respectivo controle.

Na figura 34 é possivel observar que a proteina aSyn e o desacoplador FCCP
afetam negativamente o potencial de membrana mitocondrial, mas por mecanismos
distintos. A aSyn afeta negativamente o potencial de membrana mitocondrial por
varias vias patologicas. Estudos in vitro mostram que formas agregadas ou em
excesso de aSyn podem induzir despolarizagdo da membrana mitocondrial através
da ativacdo do poro de transicdo mitocondrial (mPTP), o que compromete a
fosforilacdo oxidativa e a capacidade de sintese de ATP (Bir et al., 2014). Além
disso, a porcdo N-terminal da aSyn interage com proteinas da membrana
mitocondrial, promovendo aumento da permeabilidade mitocondrial e ativacao de
mPTP, resultando em queda do AWn (Shen et al.,, 2014). Em comparacgéo, o

103



T. de Almeida Cruz et al. Fitoterapia 188 (2026) 106968

desacoplador quimico FCCP induz uma despolarizagdo “forgcada” aguda da
membrana ao dissipar o gradiente de prétons, enquanto a aSyn causa
despolarizacdo mais crénica e patologica, associada a disfuncdo mitocondrial,
aumento de ROS e reducdo da producdo energética. Modelos celulares também
demonstraram que a deficiéncia de aSyn leva a um AWm mais baixo, e
curiosamente, a adicdo de aSyn monomeérica “resgata” parte desse potencial,
indicando que niveis fisioloégicos de aSyn sdo necessarios para manter a

bioenergética mitocondrial (Ludtmann et al., 2016).

O potencial antioxidante observado anteriormente nos extratos de C. sativa
aparentemente nao foi suficiente para reverter a disfungdo mitocondrial causada
pela presenca da aSyn, uma vez que os extratos ndo foram capazes de preservar
a integridade mitocondrial na presenca da proteina citotdéxica, o que pode estar
relacionado a um fenémeno fisico-quimico. A natureza lipofilica dos canabinoides
permite sua insercdo na membrana mitocondrial, 0 que pode modificar sua fluidez
e desestabilizar gradientes de prétons, levando a dissipac¢ao parcial do potencial de
membrana e a consequente liberagédo do marcador JC-1 para o citosol, explicando,
em parte, a auséncia de fluorescéncia mitocondrial intensa mesmo em condigdes

nao toxicas aparentes (Maccarrone et al., 2011; Fisar et al., 2014).

A andlise de viabilidade celular por contagem de unidades formadoras de
colénias na presenca da aSyn é fundamental pois revela a capacidade das células
de se proliferarem e formarem células-filhas viaveis, algo que depende criticamente
das funcBes mitocondriais. Se o potencial de membrana mitocondrial estiver
comprometido, a célula ainda pode manter alguma producédo de ATP, mesmo que
em niveis reduzidos; o que pode ser suficiente para a sua sobrevivéncia, mas néao
para sustentar a geracao de colonias. Por isso, a contagem de UFC funciona como
uma analise funcional complementar para mostrar se a célula € capaz de se dividir
repetidamente, o que exige uma bioenergética eficiente. Se as mitocondrias
estiverem tdo comprometidas (por exemplo, por peroxidacéo lipidica, inibicdo de
proteases mitocondriais ou distirbios na mitofagia) que a geracdo de ATP seja
insuficiente, isso pode resultar em colbnias muito pequenas, chamadas de ‘petites’
ou até na auséncia de coldnias, refletindo perda de viabilidade proliferativa. Assim,
0 ensaio de formacao de coldnias na presencga de aSyn ajuda a revelar o impacto

funcional do comprometimento mitocondrial na capacidade de regeneracéo celular
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(Shen; Dettmer, 2014). Desta forma, o ensaio de viabilidade celular com

concentracfes menores também foi realizado (Figura 35).
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Figura 35. Avaliagdo da viabilidade celular em S. cerevisiae expressando aSyn apos
tratamento com extratos de C. sativa. Células da cepa BY4741 foram transformadas com o
plasmideo vazio pRS426GAL (EV) ou com o plasmideo p426GAL-aSyn-GFP para expressao da
aSyn. A expressao da proteina heterdloga foi induzida por galactose, por 2 h. Para avaliagdo do
efeito dos extratos, células expressando aSyn foram incubadas com os extratos E-THC (A), E-CBD
(B), E-CBN (C) e E-CBN+ (D) nas concentrac¢des de 5, 10, 15 e 25 ug-mL* por 2 h, a 28 °C, 160
rpm. ApGs os tratamentos, aliquotas apropriadas foram seriamente diluidas em agua destilada
estéril e plaqueadas em meio YPD sélido (2% m/v), seguidas de incubacéo por 48-72 h a 28 °C para
formacao das colbnias. A viabilidade celular foi determinada pela contagem de unidades formadoras
de colbnia (UFC), sendo os resultados expressos como porcentagem em relagdo ao respectivo
controle ndo tratado. Os dados apresentados correspondem & média + desvio padrdo de pelo menos
trés experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, seguida
de pds-teste de Tukey, sendo consideradas diferengas estatisticamente significativas quando * (p <
0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) e **** (p < 0,0001), em comparacdo com o respectivo controle.
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Apesar do extrato E-THC ter apresentado diferenca estatistica na
concentragdo de 15 pug.mL%, é razoavel considerar que, em geral, este extrato néo
foi capaz de reverter a disfuncdo bioenergética associada ao baixo potencial de
membrana mitocondrial induzido pela aSyn; uma vez que concentragcdes menores
e maiores deste extrato n&do forneceram regulacdo do ambiente intracelular
suficiente para a geracao de células-filhas. Do mesmo modo, a maior toxicidade
observada nos extratos E-CBD, E-CBN e especialmente E-CBN+ em altas
concentracdes, reduzindo ainda mais a geracao de células-filhas, € compativel com
o entendimento de que a proliferagcdo celular exige mitocondrias plenamente
funcionais e producédo adequada de ATP. Assim, estes resultados corroboram a
hipétese de que mesmo quando algum AWm residual persiste, as células s6 formam
colbnias se a bioenergética estiver preservada, o que ndo ocorreu na presenca da

aSyn e dos extratos testados nas concentragdes mais elevadas.

4.6. Avaliacdo dos efeitos bioldégicos dos extratos de C. sativa na
integridade da membrana mitocondrial e seu impacto na viabilidade celular
de cepas de levedura expressando Ap42

O peptideo AB, especialmente em sua forma oligomérica, provoca disfuncao
mitocondrial ao interagir com componentes cruciais da organela, como ciclofilina D
(CypD), VDAC e a ATP sintase, favorecendo a abertura do poro de transicao
mitocondrial (MPTP), o que resulta em despolarizacdo do potencial mitocondrial
(AWm), aumento de ROS, disfuncao da fosforilacdo oxidativa e queda na sintese de
ATP (Pagani; Eckert, 2011; Du; Yan, 2010; Atlante et al., 2022). Além disso, AB
pode interferir na dindmica mitocondrial, trazendo um desbalanceamento entre
fissdo e fusdo, e promover sobrecarga de célcio intra-mitocondrial, agravando a
geracéo de estresse oxidativo e abrindo o mPTP (Monsalvo-Maraver et al., 2023;
Meng et al., 2024).

Os ensaios de integridade mitocondrial por anéalise do potencial de membrana
e da geracao de células-filhas por viabilidade celular também foram realizados com
a cepa de levedura expressando AB42, nas mesmas concentragdes utilizadas na
cepa aSyn (5, 10, 15 e 25 pg.mL1) (Figura 36).
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Figura 36. Acdo dos extratos de C. sativa sobre os danos mitocondriais induzidos pela
expressao do peptideo AB42 em S. cerevisiae. A integridade mitocondrial foi avaliada em células
expressando AB42 por meio da quantificagdo do potencial de membrana mitocondrial utilizando o
corante JC-1. Células da cepa BY4741 foram transformadas com o plasmideo vazio pRS426GAL
(EV) ou com o plasmideo pAG426GAL:ssAB1-42 para expressdo do peptideo B-amiloide. A
expressdo da proteina heterdéloga foi induzida por galactose, 28 °C/160 rpm, por 2 h. Para avaliagéo
do efeito dos extratos, células expressando AB42 foram incubadas com os extratos E-THC (A), E-
CBD (B), E-CBN (C) e E-CBN+ (D) nas concentrac¢des de 5, 10, 15 e 25 ug-mL* por 2 h, a 28 °C/160
rom. Como controle positivo para despolarizagdo mitocondrial, células expressando Ap42 foram
expostas ao desacoplador mitocondrial FCCP na concentracdo de 10 uM. Apdés os tratamentos, as
células foram incubadas com JC-1 a 1 mM por 40 min, a 28 °C, no escuro. A fluorescéncia foi
quantificada em leitor de microplacas, utilizando comprimentos de onda de excitacdo e emisséo de
488/525 nm (mondmero, fluorescéncia verde) e 534/590 nm (agregado, fluorescéncia vermelha). Os
resultados foram expressos como razdo entre as intensidades de fluorescéncia verde/vermelha,
refletindo altera¢des no potencial de membrana mitocondrial. Os dados apresentados correspondem
a média + desvio padréo de pelo menos trés experimentos independentes. A andlise estatistica foi
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realizada por One-Way ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey, sendo consideradas diferencas
estatisticamente significativas quando * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) e **** (p < 0,0001),
em comparagdo com o respectivo controle.

O extrato E-THC preservou a integridade da membrana mitocondrial de
maneira uniformemente significativa para todas as concentracdes testadas,
igualando-se estatisticamente a integridade mitocondrial encontrada nas células
sem expressao de AB42 (EV) (Figura 36A). Os canabinoides podem modular varios
processos mitocondriais, incluindo dindmica mitocondrial e mitofagia, metabolismo
bioenergético e apoptose (Milano; Capasso, 2018). O extrato E-CBD, por sua vez,
destacou-se na manutencdo do potencial mitocondrial na menor concentragao (5
ug.mL?1) igualando-se a funcdo mitocondrial observada no EV; e menor
preservacdo mitocondrial nas concentracdes de 15 e 25 pg.mL%, sugerindo uma
relacdo dose-dependente, onde as maiores concentracdes foram menos eficientes
em preservar a atividade mitocondrial. O extrato E-CBN também apresentou uma
relacdo dose-dependente, ainda que discreta, com todas as concentragdes
apresentando atividade mitocondrial muito similar ou igual as células sem
expressao de AB42. E-CBN+, por sua vez, mostrou uma relacdo dose-dependente
muito expressiva, onde a maior concentracdo (25 pug.mL™1) foi a mais eficiente na
preservacdo mitocondrial, superando, inclusive, a atividade funcional das
mitocéndrias das células com o plasmideo vazio (EV). Uma pesquisa recente
indicou que o CBN tem como alvo as mitocéndrias e preserva suas funcées, como
regulacéo redox, potencial de membrana, bioenergética, biogénese e modulacao
da dinamica de fuséo/fissdo (Dawidowicz et al., 2021). Esses resultados indicam
que os diferentes fitocanabinoides possuem mecanismos de acao distintos sobre
as mitocéndrias, o que pode estar relacionado tanto a propriedades estruturais
especificas quanto a interacGes diferenciadas com componentes da membrana

mitocondrial.

Uma vez que as disfungdes bioenergéticas causadas por A comprometem a
viabilidade celular, j& que a reducdo de ATP e o aumento de estresse redox
disparam vias pré-apoptoéticas e levam a morte celular (Meng et al., 2024; Nikolaeva
et al., 2022), a viabilidade celular da cepa expressando APB42 para estas

concentragdes dos extratos também foi avaliada (Figura 37).

108



T. de Almeida Cruz et al. Fitoterapia 188 (2026) 106968

150 (A)
. 150 (B)
S —~
- 2
-(E 1007 T 100
N (8] =
> 3
) ** >
© *
£ 507 . 8 \
@) T c 50_ -
© © __
/)
© (@)
0- 0-
EVAB42 5 10 15 25 EVAB42 5 10 15 25
E-THC E-CBD
150 ©) 1507 (D)
n n
‘© 100 ‘S 1004
3 3
> >
0 %)
@ * o _ *
(g 50_ - <g 50 -
© — =
S S
0- 0-
EVAB42 5 10 15 25 EVAB42 5 10 15 25
E-CBN E-CBN+

Figura 37. Avaliagdo da viabilidade celular em S. cerevisiae expressando AB42 apés
tratamento com extratos de C. sativa. Células da cepa BY4741 foram transformadas com o
plasmideo vazio pRS426GAL (EV) ou com o plasmideo pAG426GAL:ssAB1-42 para expressao do
peptideo B-amiloide. A expressédo da proteina heteréloga foi induzida por galactose, por 2 h. Para
avaliagao do efeito dos extratos, células expressando AB42 foram incubadas com os extratos E-
THC (A), E-CBD (B), E-CBN (C) e E-CBN+ (D) nas concentracdes de 5, 10, 15 e 25 pug-mL-! por 2
h, a 28 °C, 160 rpm. Apés os tratamentos, aliquotas apropriadas foram seriamente diluidas em agua
destilada estéril e plaqueadas em meio YPD sdélido (2% m/v), seguidas de incubacéo por 48-72 h a
28 °C para formacéo das coldnias. A viabilidade celular foi determinada pela contagem de unidades
formadoras de coldnia (UFC), sendo os resultados expressos como porcentagem em relacao ao
respectivo controle ndo tratado. Os dados apresentados correspondem a média + desvio padrdo de
pelo menos trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada por One-Way
ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey, sendo consideradas diferencas estatisticamente
significativas quando * (p < 0,05) e ** (p < 0,01), em comparacdo com o respectivo controle.
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O extrato E-THC apresentou a melhor viabilidade celular na concentracéo de
5 pg.mL1; enquanto os extratos E-CBD, E-CBN e E-CBN+ a 10 pg.mL*. De
maneira geral, a avaliacdo da viabilidade celular da cepa expressando AR42
demonstrou, que apesar dos extratos conseguirem proteger a integridade
mitocondrial, eles ndo foram capazes de restaurar de forma proporcional a
viabilidade celular. Além da despolarizacédo do potencial mitocondrial, a presenca
do peptideo AB42 ativa receptores de morte celular, aumenta o influxo de calcio,

gera estresse oxidativo citosolico e altera o citoesqueleto.

Os extratos da C. sativa, especialmente o CBD, podem proteger a integridade
mitocondrial frente ao peptideo AR por meio de efeitos antioxidantes, inducdo de
mitofagia mediada por Atg32p, e estabilizacdo do potencial de membrana
mitocondrial; reduzindo a geracdo de ROS e favorecendo a reciclagem de
mitocondrias danificadas (Mackay et al., 2009; De Fazio et al.,, 2011; Martin;
Bendahmane, 2010; Gualco et al., 2009). No entanto, apesar dessa protecao
mitocondrial, a melhora na viabilidade celular pode ser limitada, pois o AB ativa
multiplas vias téxicas (como apoptose, disfuncdo de célcio e estresse oxidativo ndo
mitocondrial) que n&o s&o completamente revertidas apenas com suporte
mitocondrial. Além disso, os canabinoides, embora citoprotetores, ndo sao
necessariamente agentes pro-proliferativos; em alguns casos, os efeitos benéficos
mitocondriais podem néo ser suficientes para restaurar completamente a producao

de ATP necesséario para a diviséo celular (Salgado et al., 2024; luvone et al., 2004).

A discrepancia observada em que os extratos de Cannabis sativa ofereceram
protecao significativa a cepa expressando AB42, mas ndo a cepa com aSyn, pode
refletir diferencas fundamentais nos mecanismos de toxicidade de cada proteina
citotoxica. Enquanto o peptideo AB42 tende a induzir um estresse oxidativo
extramitocondrial, disfuncdo de trafego vesicular e ativacdo da resposta imune
(Song et al.,, 2024; Baldensperger et al., 2025), a proteina aSyn interage
diretamente com o compartimento mitocondrial, perturbando complexos da cadeia
respiratoria, o modulo TOM/TIM de importacdo mitocondrial e promovendo
fragmentacdo mitocondrial (Shen et al., 2024). Essas interagcbes tornam a
toxicidade da aSyn mais resistente @ modulacéo por antioxidantes genéricos ou
compostos que atuam principalmente na neutralizacdo de ROS citosélicas.

Portanto, a eficacia dos extratos contra AB42, mas ndo aSyn, sugere que sua agao
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esta mais alinhada com a mitigacdo de estresse oxidativo gerado por agregados
proteicos que impactam predominantemente vias citoplasmaticas, do que com
interferéncia nos processos internos mitocondriais complexos causados pela aSyn
(Zhang et al., 2024; Puspita et al., 2017; Ding et al., 2018).

Em conjunto, os resultados indicam que os efeitos dos extratos de Cannabis
sativa sobre a integridade mitocondrial e a viabilidade celular dependem fortemente
do tipo de proteina agregante expressa e da composicao fitoquimica predominante
de cada extrato. Na cepa expressando aSyn, nenhum dos extratos testados
demonstrou capacidade protetora significativa, sugerindo que a toxicidade
mitocondrial induzida pela aSyn € mais resistente a modulacdo antioxidante e
lipidica promovida pelos canabinoides. Essa resisténcia pode estar relacionada a
interacdo direta da aSyn com a membrana mitocondrial, levando a formacéo de
poros e a dissipacao irreversivel do potencial de membrana, um processo que 0s
compostos de C. sativa aparentemente ndo conseguiram mitigar nas
concentragdes estudadas. Por outro lado, na cepa expressando AB42 observou-se
que o E-THC e, em menor grau, 0s extratos ricos em CBN foram capazes de
preservar a integridade mitocondrial e a viabilidade celular, indicando uma possivel
acao protetora seletiva contra o estresse mitocondrial associado a agregacao do
peptideo. Essa diferenca sugere que os canabinoides podem modular vias distintas
de toxicidade proteica, possivelmente pela estabilizacdo de membranas e
modulacdo redox, e reforca a importancia de se compreender oS mecanismos
moleculares especificos de interacdo entre compostos fitocanabinoides e os
diferentes tipos de agregados proteicos. Evidéncias pré-clinicas indicam que certos
fitocanabinoides (por exemplo, THC e CBN) podem preservar a integridade
mitocondrial e a viabilidade celular frente ao estresse induzido por agregados de
AB, atuando por mecanismos que incluem inibicado da agregacgao proteica, protecao
da funcdo mitocondrial e modulagcdo do balanco redox (Marsh et al., 2024;
Gugliandolo et al., 2023; Wang et al., 2022; Liang et al., 2022).

4.7. Avaliacdo dos efeitos dos extratos de C. sativa na formacédo de

inclusdes em células de neuroglioma H4 transfectadas com aSyn
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Os achados obtidos em S. cerevisiae sugeriram que os extratos de C. sativa
sao capazes de preservar a homeostase redox em condicdes de estresse oxidativo
agudo (H202) e na presenca de agregados proteicos de (-amiloide, mas n&o
reverteram a disfungdo mitocondrial associada a expressao de aSyn. Esse padrao
é particularmente relevante porque mecanismos de toxicidade mediados por aSyn
sdo amplamente conservados evolutivamente, incluindo a interferéncia na cadeia
respiratoria, acumulo de ROS e alteracdo da morfologia mitocondrial (Shen;
Dettmer, 2024; Su et al., 2010).

O modelo de células de neuroglioma H4 co-transfectadas com aSyn
truncada (SynT) e sinfilina-1 tem sido amplamente utilizado para o estudo da
formacdo de inclusdes intracelulares semelhantes aos corpos de Lewy (McLean et
al., 2001; Lazaro et al., 2014; Albert et al., 2021; Wu et al., 2019). Essa coexpressao
favorece o acumulo e a agregacao de aSyn, uma vez que a sinfilina-1 atua como
proteina adaptadora que facilita a interacdo intermolecular e a ubiquitinacdo da
aSyn (Alvarez-Castelao; Castafio, 2011; Liani et al., 2004; Eyal et al., 2006). Nessa
configuracédo a sinfilina-1 interage com a aSyn, promovendo a agregacdo e a
formacé&o de inclusdes citoplasmaticas visiveis. Assim, a diminuicdo do niumero de
inclusdes observada apés o tratamento com os extratos sugeriria uma interferéncia
direta na nucleacdo ou propagacdo dos agregados de aSyn; ou ainda, uma
modulagdo positiva dos sistemas celulares de controle proteico, como o0
proteassoma e a autofagia lisossomal. Assim, esse modelo permite estudar de
forma robusta os mecanismos de agregacdo proteica relacionados a DP
(Tatenhorst et al., 2016; Kilpatrick et al., 2013; Seebauer et al., 2022).

Primeiramente, a citotoxicidade dos extratos de C. sativa em células
humanas de neuroglioma H4 foi avaliada por citometria de fluxo utilizando iodeto
de propidio. O Pl € um composto fluorescente hidrofébico que pode atravessar
membranas celulares danificadas/comprometidas, ligando-se ao DNA e emitindo
sinal fluorescente; agindo, portanto, como marcador de morte celular por perda de
integridade das membranas. Em células viaveis, o Pl ndo pode atravessar a

membrana plasmatica intacta e ndo emite fluorescéncia detectavel.

Para cada amostra foram analisados 5.000 eventos (células). Os resultados
foram dados em percentual de células mortas relativo ao nimero total de eventos.

O controle de células H4 apresentou aproximadamente 2% de células mortas, e o
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veiculo (DMSO) exibiu aproximadamente 2,4%, indicando que o solvente n&o
exerceu efeito toxico significativo. Os resultados mostraram auséncia de
citotoxicidade relevante para todos os extratos testados (E-THC, E-CBD, E-CBN e
E-CBN+) nas concentracdes de 1 e 10 pg.mL* em células H4 quando comparados
aos grupos controle e veiculo (DMSO) (Figura 38). Apesar da diferenca estatistica
apresentada pelo E-THC na concentracdo de 1 pg.mL?! em comparagdo ao
controle, a morte celular abaixo de 3% em um total de 5000 eventos somada a
auséncia de toxicidade a 10 pg.mL' ndo foi considerada suficientemente
expressiva para caracterizar uma toxicidade significativa do extrato E-THC. Esses
dados indicam que, dentro dessa faixa de concentracdo, os extratos nao
comprometem a viabilidade das células, fornecendo base segura para prosseguir

com as analises morfolégicas subsequentes.

4 -

% de células mortas

Figura 38. Avaliagdo da toxicidade dos extratos de C. sativa em células de neuroglioma
humano H4 por citometria de fluxo. Células H4 foram cultivadas em meio condi¢bes padrédo. O
grupo controle corresponde a células H4 sem tratamento, enquanto o grupo DMSO refere-se as
células expostas apenas ao veiculo. Para avaliagdo da toxicidade dos extratos, as células foram
incubadas com os extratos de C. sativa nas concentragfes de 1 e 10 pg-mL-1, por 24 h. Apos o
periodo de exposicao, a viabilidade celular foi avaliada por citometria de fluxo utilizando iodeto de
propidio (PI) como marcador de integridade de membrana plasmatica, permitindo a discriminacéo
entre células viaveis e ndo viaveis. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de
trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, seguida
de pés-teste de Tukey, sendo consideradas diferencas estatisticamente significativas quando * (p <
0,05), em comparac¢do com o controle. Diferencas estatisticamente nao significativas (n.s.) também
foram determinadas em comparacdo com o controle.
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A investigacao do impacto dos extratos E-THC, E-CBD, E-CBN e E-CBN+
sobre o processo de agregacdo da aSyn baseou-se em um modelo celular
amplamente validado que consiste na co-expressao de sinfilina-1 e SynT, uma
variante da aSyn (L&zaro et al., 2014; Dominguez-Meijide et al., 2021). Apés 24
horas da co-transfeccdo com ambos os plasmideos, as células foram tratadas com
os extratos nas concentracdes de 1 e 10 pg.mL*, permanecendo em contato por
24 h adicionais. Quarenta e oito horas ap0s a transfec¢ao (24 h apés o tratamento)
foi realizada a imunocitoquimica para deteccdo de aSyn, e as imagens foram

adquiridas através de microscopia de fluorescéncia (Figura 39A).

A heterogeneidade das inclusbes observadas foi categorizada em quatro
grupos distintos, de acordo com o numero de inclusdes intracelulares: 0 inclusbes
(células livres de inclusdes); < 5 inclusdes (células com menos de 5 inclusdes); =
5-9 inclusdes (células com 5 a 9 inclusdes) e = 10 inclusdes (células com 10 ou
mais inclusdes). Essa categorizacdo permitiu uma andlise quantitativa e
comparativa do padrdo de agregacao, elucidando o impacto diferencial de cada

extrato no processo de formacéo de inclusdes (Figura 39B e 39C).

Controle

114



T. de Almeida Cruz et al. Fitoterapia 188 (2026) 106968

+E-THC (1 pg.mL"")

+ E-CBD (1 ug.mL"")

+E-CBN (1 pg.mL")

+ E-CBN+ (1 ug.mL"")
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Figura 39. Efeito dos extratos de C. sativa sobre a agregacdo de aSyn em células H4. (A)
Imagens representativas obtidas por microscopia de fluorescéncia demonstrando a formacéo de
inclusBes intracelulares contendo aSyn em células de neuroglioma humano H4. O modelo
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experimental baseia-se na coexpressdo da forma truncada da aSyn (SynT) em conjunto com a
sinfilina-1, estratégia amplamente utilizada para indugdo e visualizagdo de agregados
citoplasmaticos de aSyn. As células foram submetidas aos tratamentos experimentais com 0s
extratos de C. sativa sob as condi¢6es especificadas (1 e 10 ug-mL-1, por 24 h). Barra de escala: 30
pm. (B) Quantificagdo do numero de inclusGes contendo aSyn em células H4. Para cada condi¢édo
experimental, foram conduzidos trés experimentos independentes, sendo analisadas 50 células por
experimento. (C) Classificacéo das células em grupos distintos de acordo com o padrao morfol6égico
das inclusdes observadas, conforme descrito previamente na literatura. A metodologia empregada
para o modelo de agregacéo e os critérios de classificacdo das inclus6es basearam-se no trabalho
de Lazaro et al. (2014). A andlise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, seguida de poés-
teste de Dunnett’s, conforme apresentado na Figura 40.

Na figura 39A é possivel observar imagens representativas das células H4
com seus nucleos marcados com DAPI (primeira coluna), a fluorescéncia verde
causada pela transfeccdo de aSyn-GFP (segunda coluna) e as imagens
sobrepostas (terceira coluna). As células escolhidas para as imagens mostram o
resultado quantitativo mais expressivo obtido para cada condi¢cdo. Representando
0 grupo controle, é possivel observar na imagem duas células H4 com diversas
inclusbes de aSyn. Da mesma forma, como o uso do veiculo DMSO néo alterou
estatisticamente o quantitativo de células com inclusdes, é possivel observar na
figura 39A uma célula contendo inclus6es de aSyn. Como os tratamentos com 0s
extratos apresentaram maior quantidade de células livres de inclusdes, vé-se nas
imagens referentes aos tratamentos células H4 sem inclusbes de aSyn. Para
destacar que o extrato E-CBN+ na concentracdo de 1 pg.mL™* foi o menos eficiente
em aumentar o nimero de células com 0O inclusdes, a imagem de uma célula

contendo agregados de aSyn foi escolhida para representacédo desta condicao.

O grupo controle de células H4 exibiu aproximadamente 39% de células
livres de inclusdes, enquanto o controle do veiculo (DMSO) apresentou resultado
similar (~40%), indicando que o solvente ndo interferiu na formagéo de inclusdes
(Figura 40). A exposicao aos extratos de C. sativa revelou padrées distintos de
distribuicdo de inclusdes intracelulares, com diferencas relacionadas tanto ao tipo
de extrato quanto a concentracdo. Em ambas as concentragdes (1 e 10 pg.mL™1),
E-THC aumentou o percentual de células sem inclusbes para aproximadamente
50% e 53%, respectivamente; sugerindo um efeito protetor contra a formacéao de
agregados. O extrato E-CBD, por sua vez, apresentou comportamento dose-
dependente: a 1 pg.mL"* elevou o niimero de células livres de inclusdes para cerca

de 50%, e a 10 ug.mL* o valor atingiu ~65%, representando a maior reducéo no
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namero de células com inclusdes entre todos os tratamentos. Os extratos ricos em
CBN (E-CBN e E-CBN+) apresentaram respostas mais discretas a 1 ug.mL* (~46%
e ~41% de células sem inclusdes, respectivamente), sem diferenca significativa em
relacdo ao controle. Entretanto, na concentracéo de 10 pg.mL* ambos os extratos
aumentaram expressivamente a propor¢ao de células sem inclusées (~57% para
E-CBN e ~58% para E-CBN+), superando inclusive o desempenho de E-THC

sugerindo que CBN pode exercer acdo antiagregante em concentracdes mais altas.
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Figura 40. Potencial dos extratos de C. sativanamodulacéo da agregacao de aSyn em células
H4 avaliado por microscopia de fluorescéncia. Células de neuroglioma humano H4 foram
submetidas ao modelo experimental de agregacdo de aSyn baseado na coexpressdo da forma
truncada da aSyn (SynT) em conjunto com a sinfilina-1, conforme descrito previamente na literatura.
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ApOs a expressdo das proteinas heterélogas, as células foram tratadas com os extratos de C. sativa
nas condi¢Bes experimentais estabelecidas (1 e 10 pug-mL?, por 24 h). A agregacao de aSyn foi
avaliada por microscopia de fluorescéncia, seguida da quantificacdo do nimero de inclusdes
intracelulares por célula. Foram conduzidos trés experimentos independentes, sendo analisadas 50
células por experimento. As células foram classificadas em grupos distintos de acordo com o padrao
de inclusbes observado: auséncia de inclusdes (0), menos de 5 inclusdes (< 5), entre 5 e 9 inclusbes
(=5-9) e 10 ou mais inclusdes (= 10). Os resultados foram expressos como a distribuicéo das células
entre as diferentes categorias de inclusdo. A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA,
seguida de pos-teste de Dunnett, sendo consideradas diferencas estatisticamente significativas
quando * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) e **** (p < 0,0001), em comparacdo com o respectivo
controle.

Quanto ao grupo de células contendo menos de 5 inclusdes (< 5 inclusdes),
os controles (controle de H4 e veiculo) apresentaram médias semelhantes (29% e
27,5% de células, respectivamente). Na concentragdo de 1 pg.mL* E-THC diminuiu
significativamente essa populacdo para cerca de 15,5%, enquanto 0s outros
extratos (E-CBD, E-CBN e E-CBN+) ndo mostraram redugdo significativa. Na
concentragdo de 10 pg.mL* todos os extratos reduziram de forma significativa as
células com < 5 inclusBes, com valores préximos entre si: E-THC, E-CBD e E-CBN
apresentaram aproximadamente 23% de reducao, enquanto E-CBN+ apresentou
19,5%.

Para o padrdo de 5 a 9 inclusGes, nenhuma diferenca foi observada entre os
controles. E-THC e E-CBN+ mantiveram valores semelhantes aos controles em
ambas as concentragfes. E-CBN também n&do mostrou diferenca relevante na
concentragdo de 1 pg.mL?; no entanto, em 10 pg.mL? mostrou uma discreta
reducdo de 19% para 13%. O extrato E-CBD, novamente, exibiu o efeito mais
pronunciado, reduzindo o ndmero de células com 5-9 inclusbes para
aproximadamente 13,5% com 1 pg.mL?' e para aproximadamente 11% com 10
ug.mL?; indicando uma reducéo efetiva na progressao da agregacao.

Aproximadamente 13% das células do grupo controle e do controle com
DMSO apresentaram dez ou mais inclusées (= 10 inclusdes). Para a concentragéo
de 1 pg.mL?! E-THC e E-CBN+ foram incapazes de reduzir o nimero de células
identificadas com inclusdes (~13,5% e 12%, respectivamente). Em contrapartida,
E-CBD e E-CBN reduziram expressivamente o numero de células com 10 ou mais
inclusbes para aproximadamente 7,5%, indicando um efeito protetor mais
pronunciado mesmo em baixa concentracédo. Na concentracédo de 10 ug.mL, todos

0S extratos apresentaram reducdo estatisticamente significativa no namero de
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células com = 10 inclusbes. O extrato E-CBD mostrou o efeito mais efetivo,
diminuindo essa populacdo para aproximadamente 3%, enquanto E-THC, E-CBN
e E-CBN+ apresentaram valores de aproximadamente 7%, 7,5% e 5%,
respectivamente. Esses resultados sugerem que todos os extratos de C. sativa
podem interferir na formacéo ou estabilizacdo de agregados de aSyn, embora o

extrato rico em CBD apresente a acdo mais robusta e dose-dependente.

De maneira geral, todos os extratos de C. sativa melhoraram a capacidade
das células de prevenir ou remover as inclusbes de aSyn, sendo que a
concentracdo mais alta (10 pg-mLt) promoveu os melhores resultados para todos
os tratamentos (Figura 40). No entanto, observou-se que o extrato rico em THC (E-
THC) aparentemente foi mais eficiente em corrigir ou prevenir a formacédo de
inclusdes em células com poucos ou zero agregados. Na presenca de muitas
inclusdes, seu papel antiagregante nao foi tdo pronunciado, exceto em células com

as mais de 10 inclusdes na concentracdo de 10 pg-mL1.

Com relagcdo a quantidade de inclusGes por célula, os tratamentos
influenciaram significativamente esse parametro. Com excecao dos extratos E-THC
e E-CBN+ (ambos na concentracdo de 1 pug.mL™?), todos os demais reduziram
significativamente o numero de células com 10 ou mais incluses, especialmente
em 10 pg.mL?; sugerindo uma forte interferéncia dos extratos nos mecanismos de

formacao e maturacéo das inclusdes proteicas.

Os canabinoides exercem seus efeitos através da modulacdo do sistema
endocanabinoide, composto principalmente pelos receptores CB1 e CB2 (Behl et
al., 2022; Mackie, 2005; Onaivi et al., 2006), além dos canais TRPV1 (do inglés,
Transient Receptor Potential Vanilloid type 1) (Erustes et al., 2025; Behl et al., 2022;
Sugiura et al., 1995; Devane et al., 1992). O CB1R é amplamente expresso no
cortex, hipocampo e ganglios da base, enquanto o CB:2R, originalmente descrito em
células imunocompetentes (linfécitos, neutréfilos e mondcitos), também é
encontrado em regides cerebrais, incluindo o hipotalamo e a substéancia nigra (Behl
et al., 2022; Mackie, 2005; Onaivi et al., 2006). Estudos recentes demonstraram
gue os canabinoides também interagem com o canal TRPV1, um canal catiénico
altamente expresso em neurbnios, astrocitos e micréglia (Wi, 2020), e participa na
ativacdo poés-sinaptica das vias sensiveis a Ca?* (Erustes et al., 2025; Edwards et

al., 2014). Além disso, os endocanabinoides AEA e 2-AG modulam os receptores
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CB1 e CB:2 e ativam TRPV1 (Behl et al, 2022). A produgdo destes
endocanabinoides pode ser estimulada pelos fitocanabinoides via ativacdo dos
receptores canabinoides ou via inibicdo de FAAH (que € responsavel pela
degradacédo de AEA), por exemplo (Chung et al., 2019; Lapraire et al., 2015). O
THC é considerado um agonista exdégeno do receptor CBi1, ligando-se a este
receptor em um sitio ortoestérico, e seu efeito psicoativo parece estar relacionado
a esta forte interacéo. Por outro lado, estudos tém mostrado que o CBD interage
com o CBiR em um sitio alostérico, mudando a conformacdo deste receptor e
reduzindo a eficacia do THC. Essa interacdo antagbnica do CBD sobre o THC tem
sido muito debatida nos udltimos anos, mas ainda ndo estd completamente
elucidada (Bennici et al., 2021; Chung et al., 2019; Morales et al., 2016; Lapraire et
al., 2015).

O extrato E-CBD foi 0 mais efetivo contra a formacao de inclusbes de aSyn
em ambas as concentracdes, mas especialmente na concentracdo de 10 pg.mL™,
promovendo um aumento do numero de células sem inclusdes e uma reducao
dose-dependente do nimero de inclusdes intracelulares. J4 estd bem estabelecido
gue o CBD pode modular as atividades de CB1R, CB2R, TRPV1 e FAAH (Peres et
al., 2018; Patricio et al., 2020; Mujahid et al., 2025; Bisogno et al., 2001), além de
atuar sobre outros alvos como receptores 6-opioid e 5-HTia serotoninérgicos
(Kathmann et al.,, 2006). Uma vez que CBD pode modular diferentes alvos, o
mecanismo exato pelo qual o CBD reduz a agregagcdo de aSyn ainda requer
elucidacdo. Um estudo recente de Erustes e colaboradores investigaram a relacéo
entre o CBD e a aSyn via autofagia in vitro, e concluiu que o CBD induziu a autofagia
em células SH-SY5Y com acumulo de aSyn selvagem; e o fluxo autofagico
aumentado promoveu a reducdo do numero de aSyn citosolica (Erustes et al.,
2025). O mesmo estudo também demonstrou que esses efeitos foram mediados
pela ativagdo de CB1R. Complementarmente, outro estudo destacou que o CBD foi
capaz de reverter alteragcbes no comportamento locomotor e na morfologia de
neurdnios apos exposicdo de cepas de Caenorhabditis elegans a reserpina
(alcaloide que bloqueia transportadores de monoaminas, impedindo a liberacao
normal de neurotransmissores importantes, e por este motivo € usada como indutor
de DP em animais), reduzindo a toxicidade induzida por aSyn refor¢cando seu

potencial neuroprotetor e modulador de proteostase (Da Cruz Guedes et al., 2023).
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Embora o E-THC tenha demonstrado um efeito protetor mais discreto,
aumentando o numero de células sem inclusbes e reduzindo o niumero de células
com menos de 5 inclusbes em ambas as concentracdes, seu potencial
antiagregante aparentemente foi mitigado em células com numeros elevados de
inclusdes. Isto pode sugerir a possibilidade do THC atuar com mais eficiéncia na
prevencao da formacao de agregados e ndo na limpeza de células com inclusées
ja formadas. Entretanto, ndo ha nada na literatura que sustente a hipotese de que
o A°-THC interfira diretamente na agregacgédo de proteinas, indicando que qualquer
modulacao da proteostase observada neste estudo deve ser interpretada como um
efeito indireto ou ainda como uma possibilidade a ser investigada em experimentos
especificos. No entanto, sua atuacdo parece alinhar-se principalmente aos
mecanismos neuroprotetores ja descritos para fitocanabinoides, os quais incluem
modulagdo do sistema endocanabinoide, redugdo de estresse oxidativo e
supressdo de respostas inflamatorias (Hasbi; George, 2025; Paes-Colli et al.,
2022).

Ja os extratos ricos em CBN (E-CBN e E-CBN*) apresentaram atividade
dependente da dose, sendo mais eficazes em concentracdes mais altas, o que &
coerente com relatos recentes de que o CBN, produto oxidado do THC, possui
efeitos neuroprotetores e antioxidantes capazes de preservar a fungdo mitocondrial
(Silvestro et al., 2025; Dar et al., 2025). Embora ambos os extratos E-CBN e E-
CBN+ apresentem CBN como canabinoide majoritario, suas composi¢cées quimicas
séo distintas. E-CBN+ exibe dois picos adicionais no cromatograma. De acordo com
a literatura, a hipétese é de que esses picos corresponderiam a fitocanabinoides
acidos, e estes podem estar interferindo nos efeitos avaliados. No entanto, é
importante ressaltar que ndo € possivel afirmar, sem o comparativo com padrdes,
gue essas bandas pertencem a estes canabinoides, podendo corresponder,
inclusive, a outras classes de moléculas. Ja o E-CBN contém pequenas propor¢cdes
de THC (4,29%) e CBD (2,08%), que podem atuar sinergicamente com o CBN por
meio do efeito comitiva (entourage effect), fendmeno descrito para interagdes entre
diferentes canabinoides (efeito intra-entourage) e entre canabinoides e outras
classes de fitoquimicos (efeito inter-entourage), como terpenos e flavonoides
(Stasitowicz at el., 2021; Ferber et al., 2020).
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Os terpenos, por exemplo, podem modular a afinidade e a bioatividade dos
canabinoides em receptores CB1 e TRPV1, ampliando ou modulando seus efeitos
farmacoldgicos (Stasitowicz at el., 2021; Russo et al., 2011; Walentiny et al., 2011).
Recentemente, um estudo avaliou os extratos de C. sativa in vivo e in vitro e sugeriu
que a eficacia anti-inflamatéria e antidepressiva esta associada a interacéo
sinérgica entre multiplos compostos bioativos da planta, reforcando a importancia
do perfil fitoquimico completo para a atividade neuroprotetora observada (Shin et
al., 2024).

Esses resultados, em conjunto, indicam que os fitocanabinoides podem
interferir no ciclo de agregacéo da aSyn, possivelmente atuando tanto na fase inicial
de oligomerizacdo quanto na estabilizacdo de agregados ja formados, além de
modular vias celulares associadas a degradacédo proteica e ao controle redox. O
conjunto dos resultados obtidos neste modelo humano corrobora e amplia os
achados observados nos experimentos com S. cerevisiae, sugerindo que o0s
extratos de C. sativa exercem efeitos multifacetados sobre os mecanismos de
agregacdao proteica e estresse oxidativo celular. A reducao consistente no nimero
de inclusdes intracelulares em células tratadas com os extratos esta de acordo com
o potencial antioxidante previamente evidenciado nas cepas BY4741 e Ayapl, onde
0S mesmos extratos reduziram a oxidacao intracelular e preservaram a viabilidade

celular sob condi¢bes de estresse oxidativo.

A inabilidade dos extratos em restaurar o potencial de membrana mitocondrial
nas leveduras com aSyn, contrastando com a reducéo significativa das inclusées
proteicas nas células H4, sugere que os mecanismos de toxicidade e protecao
dependem do contexto celular. Em S. cerevisiae, a citoprote¢céo canabinoide parece
depender mais da resposta antioxidante e da homeostase redox global, mediada
por fatores como Yaplp e enzimas antioxidantes mitocondriais (Su et al., 2010). Ja
nas células H4 os resultados apontam para uma acao direta dos fitocanabinoides
sobre vias de controle de proteostase e autofagia, reduzindo a carga de agregados
de aSyn, em especial pelo CBD, que demonstrou o efeito mais robusto. Esses
achados alinham-se ao estudo de Erustes et al. (2025), demonstrando que o CBD
ativa CBiR e TRPV1, induz autofagia e reduz o acumulo de aSyn em células
humanas SH-SY5Y; e ao trabalho de Da Cruz Guedes et al. (2023), que
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observaram efeito neuroprotetor do CBD contra a toxicidade induzida por aSyn em

C. elegans.

Assim, é plausivel que o efeito protetor dos extratos de C. sativa em células
H4 envolva a modulacdo do sistema endocanabinoide, levando a ativagéo
coordenada de vias de sinalizacdo associadas a autofagia, a regulacdo do célcio
intracelular (via TRPV1) e a reducédo de ROS; culminando em menor formagéao de

inclusBes proteicas e maior estabilidade celular.

A comparacdo entre os dois modelos bioldgicos evidencia ainda que;
enquanto S. cerevisiae permite avaliar com precisdo os efeitos mitocondriais e
oxidativos iniciais da toxicidade proteica, o modelo H4 revela o impacto dos
canabinoides sobre mecanismos humanos de degradacéo proteica e dinamica de
inclusdes, oferecendo uma visdo integrada da agcao neuroprotetora multifatorial dos
fitocanabinoides. Em conjunto, os resultados reforcam o potencial de compostos
derivados de C. sativa como moduladores da proteostase e da fun¢do mitocondrial,
aspectos centrais na fisiopatologia da DP e de outras sinucleinopatias. Esses
resultados reforcam o0 potencial terapéutico de extratos canabinoides
multicomponentes na prevencdo da formacao de agregados patoldgicos de aSyn;
e apontam para a necessidade de se investigar os mecanismos moleculares
subjacentes, particularmente no que se refere a ativacdo de vias antioxidantes

enddgenas (como Nrf2/ARE), e a regulacéo de autofagia e degradacéo proteica.

5. CONCLUSOES

Cannabis sativa € uma planta com uma composi¢cao Unica devido a alta
presenca de canabinoides. Os perfis quimicos dos extratos destacaram a presenca
de canabinoides neutros (THC, CBD e CBN) em sua composicéo, o que € coerente
com o método de extragdo adotado neste trabalho. Neste estudo, quatro extratos
de Cannabis sativa ricos em diferentes fitocanabinoides (THC, CBD e CBN)
revelaram comportamento ndo toxico as células de S. cerevisiae, conforme
atestado nos ensaios de toxicidade realizados (resazurina, curva de crescimento e
viabilidade celular), tanto na cepa controle (BY4741) quanto na cepa mutante

(Ayap1), em concentracdes abaixo de 250 pug.mL™.
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Nos ensaios antioxidantes (viabilidade celular com peréxido de hidrogénio e
oxidacao intracelular), ficou evidente que os extratos de C. sativa exercem notavel
acao protetora nas cepas BY4741 e Ayap1, especialmente na cepa mutante,
demonstrando atuarem de maneira independente do sistema de defesa
antioxidante enddgeno da levedura, uma vez que a cepa mutante possui o fator de
transcricdo do sistema de defesa antioxidante deletado. Além disso, 0os extratos
também apresentaram capacidade de controlar e até mesmo reverter os danos
causados pela proteina aSyn e o peptideo AB42 no ambiente redox intracelular.
Este potencial antioxidante dos extratos parece ser independente dos seus perfis
quimicos, uma vez que os canabinoides majoritarios envolvidos podem atuar de
maneira semelhante nas reacfes antioxidantes. A reducdo no ambiente oxidativo
intracelular no modelo Saccharomyces cerevisiae expressando aSyn e Af42
indicou que os extratos (E-THC, E-CBD, E-CBN e E-CBN+) podem contribuir na
manutencdo da homeostase redox intracelular, minimizando efeitos potenciais

relacionados ao desenvolvimento de DP e DA.

Os extratos, no entanto, ndo promoveram protecao mitocondrial apos dano
induzido pela toxicidade da aSyn em células de levedura, em contraste com a
protecao mitocondrial observada apoés indugao pelo peptideo AB42, indicando uma
forte seletividade no mecanismo de protecdo mitocondrial, sugerindo que a agao
dos extratos estd mais alinhada com a mitigacdo de estresse oxidativo gerado por
agregados proteicos que impactam predominantemente vias citoplasmaticas do
gue com interferéncia nos processos internos mitocondriais complexos causados

pela aSyn.

Além disso, os extratos também foram efetivos em reduzir o nimero de
inclusdes de aSyn no citoplasma de células H4 (neuroglioma) e em aumentar o
namero de células humanas expressando aSyn livres de inclusGes, uma
caracteristica predominante em pacientes com doen¢ca de Parkinson. Estes
achados sugerem que apesar de os extratos de C. sativa apresentarem efeitos
promissores na modulacdo de inclusbes de aSyn e protecdo antioxidante
intracelular, os mecanismos de acdo sinérgica destes extratos com relacdo a

protecdo mitocondrial ainda precisam ser investigados.
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Parkinson’s disease (PD) is classified as a synucleinopathy due to the accumulation of protein inclusions rich in the alpha-

synuclein (aSyn) protein. Identifying effective pharmacological therapies is important to slow the progression and minimize
the symptoms of these diseases. Cannabis sativa has a diverse chemical profile depending on its genotype, including several

Keywords:
Alpha-synuclein

classes of substances, such as cannabinoids, flavonoids, terpenes, and alkaloids. In this study, we evaluated the effects of
four C. sativa extracts with different phytocannabinoid chemical profiles in two cellular models that reproduce alterations in

cellular homeostasis common during the cellular phase of PD and other synucleinopathies. We used Saccharomyces

Protein aggregation

cerevisiae strains transformed with plasmid DNA and genetically modified human cells (H4), both expressing aSyn. The

results showed that all the extracts were antioxidants, decreasing intracellular oxidation levels and increasing the number of

Parkinson’s disease, cannabis sativa
Neurodegeneration

daughter cells in yeast cells, but did not prevent mitochondrial damage. Besides, the extracts reduced the number of
intracellular inclusions in H4 cells and increased the number of cells without inclusions. Phytochemical characterization

revealed extracts rich in Tetrahydrocannabinol — THC (69.88 %), Cannabidiol - CBD (52.64 %), and Cannabinol - CBN (47.38 %

ABSTRACT

and 58.64 %), and we concluded that, regardless of these percentages, all C. sativa extracts showed protective biological

activity against toxicity caused by alpha-synuclein production, both in yeast cells and H4 cells.

1. Introduction

Parkinson’s Disease (PD) is the second most prevalent
neurodegenerative disorder [1,2] and is characterized
by the progressive loss of dopaminergic neurons, along
with the accumulation of aggregated alpha-synuclein
(aSyn) in cytoplasmic inclusions known as Lewy Bodies
(LBs) [3,4]. Moreover, the overexpression of this protein
in neurons is directly implicated in the pathogenesis of
PD [5,6]. Numerous studies have highlighted the toxic
effects of aSyn overexpression, including its role in
aggregation process, oxidative stress, damage to
membrane lipids, mitochondrial deficits, autophagic
dysfunction, and neuronal cell death [3,7-12].

Saccharomyces cerevisiae has become a widely used
model for investigating the basic molecular
underpinnings of synucleinopathies versatility and high
degree of conservation, facilitating structural studies of
proteins and cellular responses to protein aggregation
[13]. Overexpressing aSyn in yeast induces cytotoxicity,
promoting the translocation of the protein from the
plasma membrane to the cytoplasm, where it
aggregates into vesicles [3,12]. Additionally, H4
neuroglioma cells have been used to explore the
biochemical mechanisms involved in synucleinopathies
[14].

The phytochemical complex produced by Cannabis
sativa has garnered significant pharmacotherapeutic

interest since the elucidation of the endocannabinoid
system, a lipid-based signaling pathway

responsible for regulating a wide range of physiological
functions within the body [15]. While comprehensive
understanding of this system remains limited, it is now
recognized as a complex network involving mainly
endogenous cannabinoids (anandamide and 2-
arachidonoylglycerol), cannabinoid receptors (CB:R and
CB3R), and enzymes related to fatty acid metabolism
[15-18]. Phytocannabinoids, such as A°-
tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD),
have been shown to modulate the endocannabinoid
system [17,19,20]; While a group of terpenophenolics
have shown potential therapeutic effects against
neurodegenerative diseases [21,22]. Antioxidant, anti-
inflammatory and neuroprotective properties of CBD
have been extensively studied and characterized [23—
25]. Aqueous and ethanol extracts of C. sativa leaves
have demonstrated antiapoptotic and antioxidant
activities in motor neurons [26], decreasing tremors
and bradykinesia in PD patients [27]. Several studies
have established a relationship between cannabinoids,
both endogenous and phytocannabinoids, and the
modulation of autophagy. Given that aSyn aggregates
can cause cytotoxicity leading to cell death, autophagy
represents a potential therapeutic target in PD [1,28].
Vrechi [29] and colleagues reported that CBD induced
autophagy in astrocytes and neuroblastoma cells, while
other studies have demonstrated autophagy induction
by CBD in neurons and animal models [30,31].
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Other cannabinoids such as cannabinol (CBN),
cannabivarin (CBDV), cannabigerol (CBG) and
cannabichromene (CBC) have gained increasing
attention in recent years [32,33]. Interestingly,
cannabinoids have also been shown to modulate
various mitochondrial processes, including
mitochondrial dynamics and mitophagy, bioenergetic
metabolism, and apoptosis [34]. Recent studies indicate
that CBN targets mitochondria and preserves their
functions, such as redox regulation, membrane
potential, bioenergetics, biogenesis, and modulation of
fusion/fission dynamics [35]. Given the action of
phytocannabinoids in different pathways related to
neurodegenerative diseases, we investigated the
possible effects of these molecules on protein
aggregation, one of the pillars of these diseases. In this
study, we investigated the effect of C. sativa extracts
with distinct chemical profiles on the pattern of
intracellular protein aggregation, oxidative stress levels,
mitochondrial function, and the impact of these factors
on cell survival in S. cerevisiae and in human H4 cells
expressing the aSyn protein.

2. Materials and methods

Four extracts were obtained from Cannabis sativa
flower genotypes, cultivated by an association in
collaboration with UFRRJ under process number
23083.002965/2020-11. One hundred grams of each
genotype of C. sativa flowers were dried in a ventilated
oven at 110 °C/48 h to decarboxylate the acidic
cannabinoids and obtaining their neutral forms. This
was followed by pulverization using a knife mill. The
extraction was performed using ultrasound (60 W, 10
min) in a methanol:water solution (9:1). After
extraction, the extracts were filtered and dried using a
rotary evaporator for quantification of the crude
extracts.

Extracts were classified according to their chemical
profile as: E-THC — extract rich in THC; E-CBD - extract
rich in CBD; E-CBN - extract rich in CBN; E-CBN+ _ extract
with a higher concentration of CBN. The extracts were
stored in amber tubes at 4 °C before the analysis of
chemical and biological characterization. 2.2. Chemical
profile of C. sativa extracts
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Extracts were solubilized (10 mg.mL™ 1) in methanol and
filtered for the analysis. High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) analysis coupled with the
Diode Array Detector were performed using Shimadzu
equipment. The equipment consisted of an HPLC
controller system, computer interface model CBM-40,
semi-preparative high-pressure pump model LC-20AR,
membrane degasser (on-line) model DGU-405,
photodiode array spectrophotometric detector model
SPDMA40, automatic sampler model SIL-10 AF, fraction
collector model FRC-10 A, and column oven model
CTO-40S. The method was developed using a
Phenomenex C18 chromatographic column (150 x 3
mm, 2.6 um particle size), with the oven temperature
set at 40 °C. The mobile phase was composed of
methanol (B) and ultrapure water with 0.01 % formic
acid (A) in an isocratic mode with 82 % B, a flow rate of
1 mL.min~%, an injection volume of 50 uL, and a PDA
absorption range from 190 nm to 500 nm, with an
analysis time of 47 min. Detection was performed at
280 nm. Methanol HPLC grade was obtained from
Supelco. Ultrapure water was obtained from Milli-
Q/Merck. The cannabinoids were identified by
comparing their chromatograms to a multi-component
certified solution standard of (- )-69-THC, cannabinol
(CBN) and cannabidiol (CBD), by Cerillant/Sigma-aldrich,
Brazil, and by their retention times during the analysis.
2.3. Cell culture and transfection

Human neuroglioma cells (H4) were maintained in Opti-
MEM | Reduced Serum Medium (Life Technologies-
Gibco, Carlsbad, CA, USA), supplemented with 10 %
fetal bovine serum gold (FBS) (PAA, Colbe, " Germany)
and 1 % penicillin-streptomycin (PAN, Aidenbach,
Germany) at 37 °Cin a 5 % CO,atmosphere. For the
experiments with H4 cells, the extracts were dissolved
in pure DMSO and stored at room temperature at a
concentration of 2 mg.mL™1,

Twenty-four hours before transfection, cells were
seeded in 12 or 24- well plates (Costar, Corning, New
York, USA). Equal amounts of plasmids encoding for
synT and synphilin-1 (described in Lazaro et al., 2014)
[8] were transfected using the FUGENE6 Transfection
Reagent (Promega, Madison, USA) at a 1:3 ratio,
following the manufacturer’s instructions. Transfection
was performed for 48 h. Cells were treated with the C.
sativa extracts at 1 and 10 pg.mL™%, always 24 h after
transfection.
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In this study, three S. cerevisiae strains were used:
BY4741 (MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0),
p426GAL-aSyn-GFP (referred to as aSyn in this study),
which contains the human SNCA gene fused to GFP
under the regulation of the inducible GAL1 promoter, as
a model for aSyn, and P426 with the empty vector
pRS426GAL (referred to as EV in this study), used as a
control.

The BY4741 strain was cultured in YPD medium (2 %
(w/v) glucose, 1 % (w/v) yeast extract, and 2 % (w/v)
peptone). Strains containing plasmid DNA were
cultured in synthetic medium (SD) without uracil,
containing 0.67 % (w/v) nitrogen base without amino
acids (Difco), and 2 % (w/v) glucose supplemented with
amino acids (histidine, methionine, and leucine) at a
concentration of 0.79 g.L™ 1. To induce the expression of
aSyn, glucose was replaced with 2 % (w/v) galactose
(SDgal). Expression of aSyn was induced by the GAL1
promoter, which was activated after incubating the
yeast cells in galactose for 2 h. For the yeast
experiments, the extracts were dissolved in ethanol,
diluted at 1:20, and kept at 4 °C, with a stock
concentration of 500 pg.mL™ 2.

Cells of the BY4741 strain were incubated at 28 “C/160
rpm for 2 h in phosphate buffer (0.5 M, pH 6.0) with C.
sativa extracts (25 pg.mL™1). To evaluate yeast cells’
viability, aliquots corresponding to 40 ug of cells were
diluted and plated in duplicate on 2 % YPD solid
medium. The antioxidant activity of the extracts was
evaluated based on yeast cell plating in the presence of
the stress agent H,0, and intracellular oxidation via
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.DCFDA).
After removing the aliquots for the previous plating, the
remaining cell suspensions were exposed to H,0,(2.0
mM) for 1 h in PBS. Colony- forming units were counted
after 48 h of incubation at 28 °Cin a B.O-D incubator.

After the initial treatment with extracts described
above, H,DCFDA solution was then added to the cell
suspension, and the yeast cells were incubated under
the same conditions for an additional 15 min. To induce
oxidative stress, same H,0; step was performed.
Subsequently, aliquots of the suspensions were
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transferred to a 96-well plate, and fluorescence of the
supernatant was measured using a microplate reader
with excitation and emission wavelengths of 488 and

520 nm, respectively.

EV and aSyn strains were preincubated in SD medium,
resuspended in SDgal medium, and maintained for 2 h
in a refrigerated shaking incubator (28 °C/160 rpm) to
induce protein expression. Cell suspensions were then
incubated with the different C. sativa extracts at
concentrations ranging from 5 to 25 pg.mL™ for 2 h.
Subsequently, 20 ug of cells were serially diluted and
plated on solid medium with 2 % SD dropout. Colony-
forming units were counted after 72 h.

EV and aSyn strains were cultured in SD medium and
resuspended in SDgal for 2 h (28 °C/160 rpm). Following
this, cells were treated with C. sativa extracts for 2 h (28
°C/160 rpm), and 10 uL of JC-1 reagent (1.0 mM) was
added. FCCP was used as an additional control. After 40
min of incubation with JC-1, aliquots were transferred
to a black 96-well plate. Fluorescence was measured
using a microplate reader in two different wavelength
ranges: green (excitation: 488 nm and emission: 525
nm) and red (excitation: 534 nm and emission: 590 nm).
The result was expressed as the red/green fluorescence
ratio.

H4 cells were cultured in a 24-well plate, trypsinized,
collected and cell suspension was centrifuged.
Supernatant was discarded, and the pellet resuspended
in Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline containing 0.1
% propidium iodide. A total of 5000 events were
counted in triplicate for each experiment using a
Millipore Guava EasyCite Flow Cytometer.

Forty-eight hours after transfection and 24 h after
treatment, H4 cells were washed with PBS and fixed
with 4 % paraformaldehyde (PFA) for 10 min at room
temperature (RT). Permeabilization was then
performed using 0.5 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, MO, USA) for 15 min at RT. Cells were blocked
with 1.5 % Bovine Serum Albumin (BSA) in Dulbecco’s
PBS for 1 h. Subsequently, cells were incubated
overnight at 4 °C with the primary antibody: Purified
mouse anti-aSyn (1:1000, BD 610787 Transduction
Laboratory, New Jersey, USA). After washing, the
secondary antibody, Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse
IgG (Life Technologies-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
was applied for 1 h at RT. Nuclei were stained with 4'6'-
diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Sigma- Aldrich, D8417)
(1:5000 Dulbecco’s PBS) for 10 min. After a final wash,
coverslips were mounted by using Fluoromount-G
(Invitrogen) and analyzed under fluorescence
microscopy.

Images were captured using a Zeiss Axio Observer
epifluorescence microscope equipped with a 100x oil
objective lens. A total of 150 images were acquired per
experimental condition with predefined settings. To
quantify the number of aSyn inclusions, a “binary” black
and white image was generated, allowing a threshold to
be applied for differentiating inclusions from the
background. Image analysis was subsequently
performed using the “Analyze particles” plugin in the
Fiji open-source software.

Transfected H4 cells were identified and scored based
on the pattern of aSyn inclusions, classified into four
groups: cells without inclusions (0 inclusions), less than
five inclusions (<5 inclusions), between five and nine
inclusions (25-9 inclusions) and more than ten
inclusions (>10 inclusions). Results were expressed as
the percentage of the total number of transfected H4
cells from three independent experiments per
condition. For aggregation quantification, at least 50
cells per variant and per experiment were counted.

The results were expressed as the mean + standard
deviation from at least three independent experiments.
Statistical significance was determined using one-way
and two-way ANOVA and Dunnett’s post-test, with the
analysis conducted using GraphPad Prism 8 software.
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3. Results

Four distinct extracts were obtained following the
extraction process. To assess the chemical composition
of these extracts, high-performance liquid
chromatography-diode arrays (HPLC-DAD) analysis was
conducted. The major compounds were compared with
standards of cannabinoids, and their concentrations
were calculated based on the peak area. The extracts
exhibited significant variation in their chemical profiles,
as evidenced by both the chromatograms (Fig. 1). The
extract with the highest concentration of THC was
designated as E-THC, while the one with CBD as the
major component was labeled E-CBD. The remaining
two extracts, which contained CBN as the predominant
cannabinoid, were named E-CBN and E-CBN+, with the
“» signal indicating the extract with the higher
concentration of CBN.

E-THC extract presented 69.88 % of THC in its
composition, and CBD and CBN were not detectable. E-
CBD extract presented 52.64 % of CBD, 4.65 % of THC,
and CBN was not detectable. The other two extracts
presented CBN as a major component, but with
different concentrations. E-CBN had 47.38 % of CBN in
its composition, and also THC (4.29 %) and CBD (2.08 %)
amounts. On the other hand, E-CBN+ presented a
higher percentage of CBN (58.64 %), and THC and CBD
were not detectable.

Toxicity of the extracts (25 ug.mL™1) was assessed in the
BY4741 strain by evaluating the ability to generate
viable daughter yeast cells after incubation with the
four extracts. After 72 h of incubation, colony- forming
units were counted, and results indicated no significant
toxicity under these conditions (Fig. 2a). An additional
experiment was conducted using an oxidative stressor
to investigate the response of the extracts in relation to
cell viability. After treatment with the four extracts (25
ug.mL™1), yeast cells were exposed to 2.0 mM H,0,for 1
h (Fig. 2b). All extracts significantly mitigated the
oxidative stress induced by hydrogen peroxide,
demonstrating notable antioxidant potential.
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Specifically, the treatments resulted in a percentage of
viable colonies statistically comparable to the control,
whereas yeast cells subjected to H,0, without any
treatment exhibited less than 40 % viable colonies.

3.3. Intracellular redox environment

Intracellular oxidation was assessed using the

compound H,DCFDA, which permeates the plasma

membrane and undergoes deacetylation by esterases

within the cells (H,DCF). In the intracellular

environment H,DCF is converted to DCF (fluorescent),

and its concentration is quantified fluorometrically at a

specific wavelength [36]. Based on the antioxidant

potential of the extracts in the yeast cell viability assay

(Fig. 2b), the intracellular redox environment was

assessed in the yeast

Fig. 1. Chromatograms of C. sativa extracts obtained by High Performance Liquid Chromatography-Diode Array. Brown: E-THC; Blue: E-CBD; Pink: E-CBN; Black: E-CBN+. Column:
Fortis C18 (100 x 3 mm internal diameter and 2.6 um particle size). Mobile phase: methanol (B) + ultrapure water 0.01 % in formic acid (A) in gradient mode starting at 80 % B (0—2 min
80 % B, 6 min 83 % B, 8 min 85 % B, 12 min 85 % B and 18 min 80 % B). Analysis flow: 1.0 mL/min, injection volume of 20 pL and absorption range from 190 nm to 500 nm, with the

280 nm wavelength selected, with an analysis time of 47 min. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)
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Fig. 2. Cell viability assay using yeast strain BY4741. Control: yeast cells without any treatment. H,0,: yeast cells exposed only to H,0, (2.0 mM) for 1 h. Colony- forming units were
counted on YPD 2 % solid medium after incubation with the extracts (25 pg.mL™?) for 2 h. (A) Toxicity of the extracts. (B) Antioxidant potential: after pretreatment with the extracts,
yeast cells were exposed to H,0, (2.0 mM) for 1 h. Data are presented as mean + standard deviation of at least 3 independent experiments. Statistical analysis: One-Way ANOVA and
Tukey’s post-test with ** (p < 0.01), *** (p < 0.001) representing significant differences compared to the
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Fig. 3. Intracellular oxidation levels. Quantification of fluorescent percentage. (A) Control (- ): Empty vector (p426GAL); Control (+): yeast cells expressing aSyn (p426GAL-aSyn-GFP).
The remaining columns represent yeast cells expressing aSyn protein and treated with extracts (25 pg.mL"?) for 2 h. (B) Control (- ): BY4741 cells without any treatment. H,0,: cells
exposed only to H,0, (2.0 mM) for 1 h. The remaining columns represent yeast cells stressed with H,0, (2.0 mM) and pretreated with the extracts (25 pg.mL™?) for 2 h. Data are
presented as mean * SD of 3 independent experiments. Statistical analysis: One-Way ANOVA and Tukey’s post-test, with ** (p < 0.01), *** (p < 0.001), and **** (p < 0.0001)

representing significant differences relative to both controls (aSyn and H,0,).
control. Not significant (n.s.) compared to the control.

strain expressing aSyn. As anticipated, aSyn expression
increased intracellular oxidative stress (Fig. 3a).
Interestingly, only the E-CBD extract failed to
significantly reduce the oxidative stress induced by
aSyn. Conversely, the E-THC extract reduced
intracellular oxidation by approximately 25 %, while E-
CBN and E-CBN+ extracts reduced oxidation by 13 %
and 16.5 %, respectively. For comparison, this

experiment was also conducted with BY4741 strain (Fig.
3b), where all extracts effectively reduced fluorescence
by approximately 50 %.

3.4. Impact of the C. sativa extracts on
mitochondrial integrity and protection against

toxicity induced by aSyn protein
Oxidative damage to the mitochondrial membrane has
an impact on cellular dynamics and homeostasis and it
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is one of the main factors associated with cell death
[37]. JC-1is a fluorochrome commonly used to study
mitochondrial integrity, particularly in the context of
apoptosis. The cyanine dye forms aggregates in the
mitochondria of healthy cells, emitting red fluorescence
due to high membrane potential. As apoptosis
progresses and the mitochondrial membrane collapses
(reducing membrane potential), JC-1 can no longer
accumulate in the organelle. In this case, the dye
migrates to the cytoplasm, where its monomeric form is
predominant and exhibits green fluorescence [38].

Mitochondrial membrane potential was measured by
fluorescence in yeast strains expressing aSyn and
treated with C. sativa extracts (25 pg. mL™2). As
expected, aSyn caused substantial mitochondrial
damage, however C. sativa extracts were unable to
prevent the decline in membrane potential (Fig. 4a).

In order to assess whether different concentrations of
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Cell viability assay using the aSyn yeast strain incubated
with the extracts (Fig. 4b) revealed that mitochondrial
damage was directly related to the loss of viable cells
and again demonstrated that the four extracts were not
able to reverse the damage promoted by the
generation of the alpha-synuclein protein in the yeast
cells. Consequently, as in the mitochondrial integrity
experiment, lower concentrations were evaluated for
aSyn, but the treatments still failed to protect the yeast

cells (Fig. S3).

The toxicity of the extracts in H4 human cells was
assessed using flow cytometry (Fig. 5). Propidium iodide
(P1) is a fluorescent, hydrophobic molecule that can
enter cells with damaged or compromised plasma
membranes, binding to DNA and emitting a fluorescent
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Fig. 4. Effect of C. sativa extracts on aSyn toxicity and mitochondrial activity. (A) Assessment of the mitochondrial integrity in aSyn-expressing cells by quantifying the membrane
potential using JC-1. (B) Cell viability assay by colony-forming units expressed as a percentage. Control (- ): Empty vector (pRS426GAL); Control (+): yeast cells expressing aSyn
(p426GAL-aSyn-GFP); + FCCP: yeast cells expressing aSyn after exposure to the inhibitor FCCP (10 uM). The remaining columns represent aSyn-expressing cells treated with extracts (25
ug.mL-1) for 2 h. Data are presented as mean + SD of 3 independent experiments. Statistical analysis: One-Way ANOVA and Tukey’s post-test. Not significant (n.s.) compared to the

positive controls.

C. sativa extracts could better protect the mitochondrial
membrane, a range of lower and higher concentrations
was assessed (Figs. S1 and S2). No higher
concentrations (50, 100 and 300 ug.mL™ 1) were able to
preserve mitochondrial integrity in the presence of
aSyn-induced damage in yeast cells. In fact, there was a
tendency for mitochondrial damage to worsen at these
higher concentrations. Consequently, the experiment
was repeated using lower concentrations of the
extracts (5, 10 and 15 pg. mL™1). However, even at these
lower concentrations, the extracts were unable to
mitigate the mitochondrial damage caused by aSyn-
expressing cells.

signal. In healthy cells, Pl cannot cross the intact plasma
membrane. However, in dead or damaged cells, Pl
penetrates the cell and binds to DNA, generating
fluorescence. Control H4 cells showed around 2 % of
dead cells, and the vehicle (DMSO) exhibited
approximately 2.4 %. The results demonstrated no
relevant difference in cell death between the extracts at
concentrations of 1 and 10 ug.mL™*when compared to
the control groups.

To assess the impact of the four C. sativa extracts on
aSyn inclusions, the aggregation process was conducted
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using a well-established model, which involved the co-
expression of a modified version of aSyn (SynT) and
synphilin-1, a protein found in LBs that interacts with
aSyn, using H4 cells. After 24 h of co-transfection with
both plasmids, H4 cells were treated with the extracts
at 1 and 10 pg.mL™ concentrations. Forty- eight hours
after transfection, immunocytochemistry was
performed, and images were acquired using
fluorescence microscopy (Fig. 6a). To better illustrate
the heterogeneity of the inclusions observed in the H4
cells, they were categorized into four distinct groups
based on the number of inclusions present (Fig. 6b).
Cells without inclusions (0 inclusions), cells with less
than five inclusions (< 5 inclusions), cells with five to
nine inclusions (= 5-9 inclusions), or cells with ten or
more inclusions (= 10 inclusions). This categorization
provided a clearer understanding of the influence of
different extracts on the inclusion pattern in H4 cells.

Control group showed approximately 39 % of H4 cells
without inclusions, while the vehicle control (DMSO)
exhibited a similar result (~ 40 %). Exposure to the
extracts revealed distinct patterns in the number of H4
cells without inclusions (0 inclusions) and H4 cells with
varying numbers of inclusions. At both concentrations
(1 and 10 pg.mL™1), E- THC increased the percentage of
H4 cells with 0 inclusions to ~50 % and ~ 53 %,
respectively, suggesting a protective effect against
inclusion formation. At 1 ug.mL™%, E-CBD showed a
similar increase in H4 cells without inclusions (~ 50 %),
and at 10 pg.mL™%, this number rose to ~65 %, indicating
an even more effective reduction in inclusions at higher
concentration. At 1 ug.mL™%, the CBN-rich extracts (E-
CBN and E- CBN+) showed the lowest number of H4
cells without inclusions (~ 46 % and ~ 41 %,
respectively), with no significant difference compared
to the control. However, at 10 ug.mL™*both CBN
extracts exhibited a significant increase in H4 cells
without inclusions (~ 57 % for E-CBN and ~ 58 % for E-
CBN+), surpassing the E-THC group.

Both controls (control and vehicle) showed
approximately 29 % and 27.5 % of H4 cells with <5
inclusions, respectively, with no significant difference.
At 1 ug.mL™ %, E-THC significantly decreased the number
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of H4 cells with <5 inclusions to approximately 15.5 %,
while other extracts (E-CBD, E-CBN and E-CBN+) showed
no significant reduction. At 10 ug.mL™*all extracts
significantly reduced the number of H4 cells with <5
inclusions. E-THC and E-CBN showed approximately 23
% of H4 cells with <5 inclusions, E-CBD had 22 % and E-
CBN+ had approximately 19.5 %. Regarding cells with 5—
9 inclusions, no significant difference was observed
between the control and vehicle groups. E-THC and E-
CBN+ showed no significant difference at both
concentrations (1 and 10 ug.mL™?) relative to the
controls. E-CBN also showed no significant difference at
1 pg.mL™ %, however at 10 ug.mL" it decreased from 19
% in controls to ~13 %, showing a modest effect on the
higher concentration. E-CBD extract showed the most
notable effect, reducing H4 cells with 5-9 inclusions to
approximately 13.5 % at 1 ug.mL™ *and approximately
11 % at 10 pg.mL™ 1, indicating an effective reduction of
inclusions in this group. About 13 % of control and
DMSO-treated H4 cells had more than or equal to 10
inclusions (> 10 inclusions). At 1 pg. mL™%, E-THC and E-
CBN+ were unable to reduce the number of cells with
210 inclusions (~ 13.5 % and 12 %, respectively). Both E-
CBD and E-CBN reduced the number of cells with 210
inclusions to approximately 7.5 %. At 10 ug.mL™?, all the
extracts significantly decreased the number of cells with
210 inclusions, with E-CBD showing the most effective
reduction (~ 3 %). E-THC, E-CBN and E-CBN+ presented
approximately 7 %, 7.5 % and 5 %, respectively.

In summary, E-CBD emerged as the most effective
extract in reducing aSyn inclusions in H4 cells,
particularly at the higher concentration (10 ug.mL™1). All
extracts demonstrated a varying degree of protection
against inclusion formation, with E-THC and E-CBN+
showing moderate effects and E-CBN showing better
results compared to these two, particularly at higher
concentrations.

4. Discussion

Despite the promising therapeutic applications
responsible for the increasing attention that C. sativa
has received [1,39,40], research on the effects of crude
plant material such as extracts and oils remains
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Fig. 5. Evaluation of the toxicity of C. sativa extracts on H4 cells using flow cytometry.
Control: H4 neuroglioma cells without any treatment; DMSO: H4 cells exposed to DMSO
vehicle. The remaining columns show H4 cells incubated with the extracts at 1 and 10
ug.mL- 1. Data are presented as mean + SD of 3 independent experiments. Statistical
analysis: One-Way ANOVA and Tukey’s post-test, with * (p < 0.05) representing
significant differences compared to the control. Not significant (n.s.) relative to control.

limited [16]. The C. sativa species exhibits remarkable
genetic and phenotypic diversity, giving rise to distinct
genotypes with varied morphological, biochemical, and
physiological characteristics. This variability results from
a combination of genetic inheritance and
environmental adaptation, which has led to the
development of diverse local varieties and modern
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cultivars selected for medicinal applications. In the
present study, we produced extracts from genotypes
obtained from an association responsible for cultivating
and producing C. sativa-derived preparations. These
extracts were chemically characterized, and distinct
chemical compositions were identified, likely reflecting
the specific genetic crossings performed by the
producers. We selected four different C. sativa extracts,
with a distinct cannabinoid profile to explore their
biological effects, especially their antioxidant and
neuroprotective potential. The biosynthesis of
cannabinoids in C. sativa begins with the precursor
molecules olivetolic acid (OLA) and geranyl diphosphate
(GPP) [41-43]. These precursors condense to form
cannabigerolic acid (CBGA), which is considered the
precursor cannabinoid. CBGA is converted into
tetrahydrocannabinolic acid (THCA), cannabidiolic acid
(CBDA) and cannabichromenic acid (CBCA) by THCA
synthase (THCAS), CBDA synthase (CBDAS) and CBCA
synthase (CBCAS), respectively [44]. Upon
decarboxylation (e.g., through heat) these

171



T. de Almeida Cruz et al.

Control

Fitoterapia 188 (2026) 106968

% of inclusions on transfected cells

(B)

3 = 10 inclusions
= 5-9 inclusions
= < 5inclusions

mm 0O inclusions



T. de Almeida Cruz et al.

Fitoterapia 188 (2026) 106968

(caption on next page)
Fig. 6. Effect of C.
sativa extracts on aSyn
aggregation in H4 cells.

acidic compounds are converted to their neutral forms:
THC, CBD, and CBC, respectively. Depending on storage
conditions, such as temperature and time, crude
material may also contain cannabinol (CBN), a
degradation product of THC [45]. For this reason, the
most relevant genotypic differences among C. sativa
accessions are associated with cannabinoid
biosynthesis. Variations in the THCAS and CBDAS genes
determine the relative proportions of THC and CBD
[46,47]. Our results revealed apparent differences in
chemical composition among the extracts. Such
variation is likely linked to the differential enzyme
activity of THCAS and CBDAS. Extracts with higher THC
concentrations likely correspond to genotypes
exhibiting strong THCAS activity and weak CBDAS
expression. In contrast, those rich in CBD likely possess
active CBDAS and inactive THCAS, a pattern
characteristic of hemp-type varieties [48]. In genotypes
or samples with elevated CBN levels, the compound
was most likely produced as an oxidative degradation
product of THC, rather than being synthesized through
a dedicated enzymatic pathway, as reported in the
literature [49].

It is known that the chemical composition of plant
extracts changes depending on the extraction method
(maceration, soxhlet, ultrasound, and supercritical CO,

tAHmeages
demonstrating cellular
inclusions containing
aSyn. This model
consists of cells co-
expressing SynT
together with synphilin-
1, as previously
described by Lazaro et
al., 2014 [8]. Scale bar:
30 um. (B)
Quantification of
inclusions in H4 cells
(neuroglioma). Three
independent
experiments were
conducted, and fifty
cells were scored per
experiment and
classified into distinct
groups according to the
inclusion pattern.
Statistical analysis:
One-Way ANOVA and
Dunnett’s post-test,
available in Fig. S4 in
the supplementary
material.

extraction) [50,51]. Previous studies have revealed that
maceration, ultrasound, or supercritical CO, extraction
methods at room temperature produce higher yields of
acidic phytocannabinoids [50]. However, endogenous
cannabinoids have greater potential to interact with the
mammalian endocannabinoid system in their neutral
form [52]. Therefore, the ultrasound extraction method
was used, and a drying step of the extracts at 110 °C
was added to obtain their neutral forms (THC, CBD, and
CBN). Furthermore, we performed the extraction using
methanol as the solvent, since methanolic and
ethanolic extractions are the most effective for isolating
a higher percentage of phytocannabinoids [50]. As a
result, different genotypes of the C. sativa species
resulted in four extracts with different chemical profiles
regarding the main cannabinoids (Fig. 1), as well as
other substances that may include other cannabinoids,
flavonoids and terpenoids [53-56].

Cannabinoids have high antioxidant capacity mainly due
to the presence of phenolic hydroxyls [57], for example
A%-THC and CBD exhibited greater antioxidant activity
compared to vitamins A, C, and E [58]. CBN, CBG, CBGA,
CBDA, and A°-THCA have also demonstrated potential
intervention in antioxidant actions, since they can
eliminate free radicals, prevent the oxidation process
and reduce metal ions [35]. Beyond cannabinoids, the
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material extracted from C. sativa leaves also contain
flavonoids and terpenoids, which are chemical classes
with known antioxidant properties [45,59,60].
Synergistic effects of cannabinoids, flavonoids, and
terpenoids could have a significant impact on the
regulation of the oxidative environment inside the cell
[45].

Expression of mutant aSyn reduces proteasome activity,
increases intracellular levels of reactive oxygen species
and causes mitochondrial deficits [61-63].
Mitochondrial dysfunction and oxidative stress are
significant aspects of aSyn toxicity in yeast expressing
prominent levels of this protein [8,64]. To explore the
promising antioxidant potential of these extracts in
contact with the BY4741 strain (empty vector -
p426GAL) (Fig. 2b), the intracellular redox environment
was also evaluated in the aSyn yeast strain (Fig. 3a and
b). As expected, the presence of the aSyn protein
caused an increase in intracellular oxidative stress. It
was also observed that all extracts (except E-CBD) at a
concentration of 25 ug.mL™ ! (non-cytotoxic
concentration for yeast - Fig. 2a) reduced the oxidative
stress caused by the presence of this protein. This
antioxidant effect was corroborated in the assay with
H,0; as a stressor.

In this study, we used three strains of S. cerevisiae:
BY4741, transformed with the empty vector (EV), and
transformed with the alpha-synuclein protein (aSyn)
gene. We identified non-cytotoxic concentrations of the
extracts (up to 25 pg.mL™?) (Fig. 2a), confirmed the
toxicity of aSyn associated with mitochondrial integrity
(Fig. 4a) and the generation of daughter cells (Fig. 4b),
and demonstrated the antioxidant activity of the
extracts (Figs. 2b, 3a, and b) in yeast cells stressed by
aSyn generation or by the presence of hydrogen
peroxide (2.0 mM). However, to more efficiently
evaluate the action of the different C. sativa extracts (E-
THC, E-CBD, E-CBN, and E-CBN+) in mammalian cells,
we used transfected H4 human cells producing aSyn.
Using lower concentrations of the extracts (1.0 and 10
ug.mL™1), visual (Fig. 6a) and quantitative (Fig. 6b)
analyses demonstrated that all C. sativa extracts were
able to improve the H4 cell’s ability to prevent or
eliminate aSyn inclusions, with the higher
concentration being more efficient in cleaning aSyn
(Fig. 6b).
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It is important to consider that cannabinoids interact
with CB:R, a cannabinoid receptor located in cortex,
hippocampus, and basal ganglia, and CBR, a
cannabinoid receptor expressed in lymphocytes,
neutrophils, and monocytes, although it can also be
expressed in the brain, including hypothalamus [17].
Additionally, studies have identified that cannabinoids
can interact with Transient Receptor Potential Vanilloid
type 1 (TRPV1) [1,17]. TRPV1 is highly expressed in
neurons, astrocytes, and microglia [65] and it
participates in postsynaptic activation of Ca?*-sensitive
pathways [1,66]. Moreover, the endocannabinoids AEA
and 2-AG modulate CB;R and CB;R receptors and
activate TRPV1 [17]. Endocannabinoid production can
be stimulated by the phytocannabinoids via activation
of cannabinoid receptors or via inhibition of FAAH
(which is responsible for AEA degradation) [67,68].

E-CBD extract was the most effective against inclusions
formation at both concentrations, but especially at 10
pg.mL™1, increasing the number of H4 cells without
inclusions and reducing the number of intracellular
inclusions in a dose-dependent way. It is already known
that CBD can modulate the activity of CB;1R, CB;R,
TRPV1, FAAH [69,70] and other receptors such as 6-
opioid and serotonin 5-HT1a [71]. Since CBD can
modulate different targets, it is still necessary to clarify
exactly which mechanism can be responsible for aSyn
aggregation reduction in H4 cells. However, a very
recent published study investigated the relationship
between CBD and aSyn via autophagy in vitro and they
concluded that CBD induced autophagy in SH-SY5Y cells
with accumulation of WT aSyn and the increased
autophagic flux promoted a reduction in the number of
cytosolic aSyn [1]. This same study also demonstrated
that these effects were mediated by CB4R activation.
Another study highlighted that CBD was able to reverse
alterations in locomotion behavior and neuron
morphology caused by reserpine in Caenorhabditis
elegans strains and it was able to counteract aSyn
impairments [30].

Despite having a higher concentration of CBN, the
chemical composition of CBN-rich extracts is completely
different. In addition to E-CBN+ presenting two peaks in
the chromatogram that may represent other
phytocannabinoids not identified in this study (Fig. 1)
and that may contribute to a synergistic effect, there is
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another important hypothesis to be considered. Even in
very low quantities, E-CBN contains THC (4.29 %) and
CBD (2.08 %) in its composition, which may be acting in
conjunction with CBN through the so-called “entourage
effect”, already described in several studies but still
controversial. Some studies have reported that
cannabinoids present a more efficient pharmacological
response when there are interactions between them
(intra- entourage effect) or between cannabinoids and
other classes of molecules (inter-entourage effect),
such as terpenes and flavonoids [72,73]. Terpenoids, for
example, can significantly modulate or alter the
bioactivity of cannabinoids [72]. Recently, a study
tested the anti-inflammatory and antidepressant-like
effects of C. sativa leaves in vivo e in vitro and they
suggest that the efficacy of the extracts in the study was
related to the entourage effect between the different
bioactive phytochemicals found in the plant [74].

5. Conclusion

Four Cannabis sativa extracts rich in different
phytocannabinoids (THC, CBD, and CBN) demonstrated
antioxidant potential independent of their chemical
profiles. A decrease in the intracellular oxidative
environment in the Saccharomyces cerevisiae model
with aSyn indicates that the extracts (E-THC, E-CBD, E-
CBN and E-CBN+) may contribute to maintaining cellular
redox homeostasis, minimizing potential effects related
to the development of Parkinsonism. Additionally, the
extracts were also effective in reducing the number of
aSyn inclusions in the cytoplasm of H4 cells
(neuroglioma) and increasing the number of aSyn-
expressing human cells without inclusions, a
predominant characteristic in patients with Parkinson’s
disease. It is important to note that the extracts did not
promote mitochondrial protection after damage
induced by aSyn toxicity in yeast cells. These findings
suggest that although C. sativa extracts may have
promising effects on modulating aSyn inclusions and
intracellular antioxidant protection, the underlying
mechanisms of the synergistic action of these extracts
in relation to mitochondrial protection still need to be
investigated.
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