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RESUMO

O consumo de crack envolve a inalagdo da cocaina e de seu principal produto de pirdlise, o
metil-éster da anidroecgonina (AEME), um composto neurotoxico capaz de induzir estresse
oxidativo e apoptose. No entanto, seus efeitos sobre células gliais permanecem pouco
conhecidos. Considerando que os astrocitos sao as células gliais mais abundantes do SNC e
essenciais para a homeostase neuronal e o sistema antioxidante, este estudo avaliou os
efeitos do AEME sobre a viabilidade, os niveis de calcio intracelular, a reatividade e
capacidade antioxidante de astrocitos hipocampais, bem como a possivel modulagdo pelo
canabidiol (CBD) e a participacdo dos receptores CB1 e TRPV1. Astrocitos hipocampais de
ratos neonatos foram expostos, por 2 h 30 min, a CBD (10 uM), rimonabanto (RIMO, 1
uM), capsazepina (CAPS, 30 uM) e AEME (0,1 mM), isoladamente ou em combinagdes. A
viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT, a reatividade pela expressao de GFAP,
os niveis de calcio por ensaio colorimétrico e a capacidade antioxidante pelos niveis de
GSH. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da UNIFAL (protocolo 0024/2025). O AEME reduziu significativamente a viabilidade dos
astrocitos em relagdo ao controle (8,06 + 0,42% vs. 99,99 + 2,52%; p < 0,001). O CBD
(66,75 +4,43%; p <0,001), RIMO (77,62 £+ 4,94%; p < 0,001) e CAPS (89,02 £ 1,44%; p <
0,001) isoladamente também diminuiram a viabilidade. A co-incubacdo de CBD com
AEME atenuou parcialmente a toxicidade induzida pelo AEME (21,00 + 1,05% vs. 8,06 +
0,42%; p < 0,01). Tanto o AEME (p < 0,05) quanto o CBD (p < 0,01) aumentaram a
expressao de GFAP, sem alteragdes significativas pela presenca de antagonistas. O AEME
aumentou significativamente os niveis de cdlcio intracelular em comparagdo ao controle
(114,58 + 4,54 vs 395,22 + 0,74; p<0,001). Esse aumento foi atenuado pela co-incubagao
com CBD + AEME (213,97 + 3,50; p<0,01), RIMO + AEME (155,46 + 8,70; p<0,001) ¢
CAPS + AEME (151,49 £ 9,24; p<0,001). A presenca dos antagonistas ndo aboliu o efeito
redutor do CBD sobre os niveis de célcio intracelular. Em relagdo ao GSH, a exposicao ao
AEME reduziu significativamente seus niveis em comparag¢ao ao grupo controle (3,32 +
0,17 vs. 1,47 £ 0,36; p < 0,05). De forma semelhante, o tratamento isolado com CBD
também promoveu deplecao do antioxidante (3,32 + 0,17 vs. 1,49 £+ 0,16; p < 0,05). Por
outro lado, a co-incubacdo de AEME com os antagonistas resultou em niveis de GSH
significativamente maiores do que aqueles observados no grupo tratado apenas com AEME,
tanto para RIMO + AEME (3,46 + 0,16 vs. 1,47 = 0,36; p < 0,05) quanto para CAPS +
AEME (4,66 £ 0,01 vs. 1,47 £ 0,36; p < 0,01). Entretanto, a adigdo de CBD as
combinagdes de AEME com os antagonistas resultou em uma reducdo significativa dos
niveis de GSH em relagao aos grupos tratados com AEME + CAPS (4,66 + 0,01 vs. 1,28 +
0,11; p < 0,01) e AEME + RIMO (3,46 £+ 0,16 vs. 0,62 + 0,12; p < 0,01). Portanto, os
resultados indicam que o AEME reduz a viabilidade, aumenta os niveis intracelulares de
calcio, diminui os niveis de GSH e aumenta a expressdao de GFAP nos astrdcitos, enquanto
o CBD isolado apresenta efeitos semelhantes. A combinagdo com CBD atenuou
parcialmente a redugdo de viabilidade e o aumento de célcio induzido pelo AEME, mas ndo
preveniu alteracdes em GFAP ou GSH. A analise dos receptores CB1 ¢ TRPV1 sugere que
essas vias modulam principalmente os niveis de célcio e a disponibilidade intracelular de
GSH, sem impactar significativamente a viabilidade ou a reatividade astrocitaria. Em
sintese, nas condi¢des empregadas, o CBD apresentou efeito dual, atenuando parcialmente a
toxicidade induzida pelo AEME, mas impactando negativamente os astrocitos em condigdes
basais.

Palavras-chave: astrocitos; canabidiol; metil-éster da anidroecgonina.



ABSTRACT

Crack consumption involves the inhalation of cocaine and its main pyrolysis product,
anhydroecgonine methyl ester (AEME), a neurotoxic compound capable of inducing
oxidative stress and apoptosis. However, its effects on glial cells remain poorly understood.
Considering that astrocytes are the most abundant glial cells in the central nervous system and
are essential for neuronal homeostasis and antioxidant defense, this study evaluated the effects
of AEME on hippocampal astrocyte viability, intracellular calcium levels, reactivity, and
antioxidant capacity, as well as the potential modulation by cannabidiol (CBD) and the
involvement of CB1 and TRPV1 receptors. Hippocampal astrocytes from neonatal rats were
exposed for 2 h 30 min to CBD (10 uM), rimonabant (RIMO, 1 uM), capsazepine (CAPS, 30
uM), and AEME (0.1 mM), alone or in combination. Cell viability was assessed by the MTT
assay, reactivity by GFAP expression, calcium levels by a colorimetric assay, and antioxidant
capacity by GSH levels. All procedures were approved by the UNIFAL Animal Research
Ethics Committee (protocol 0024/2025). AEME significantly reduced astrocyte viability
compared with control (8.06 = 0.42% vs. 99.99 + 2.52%; p < 0.001). CBD (66.75 + 4.43%; p
<0.001), RIMO (77.62 £ 4.94%; p < 0.001), and CAPS (89.02 £ 1.44%; p < 0.001) alone also
decreased viability. Co-incubation of CBD with AEME partially attenuated AEME-induced
toxicity (21.00 = 1.05% vs. 8.06 £ 0.42%; p < 0.01). Both AEME (p < 0.05) and CBD (p <
0.01) increased GFAP expression, with no significant changes in the presence of antagonists.
AEME significantly increased intracellular calcium levels compared with control (114.58 +
4.54 vs. 395.22 £0.74; p < 0.001). This increase was attenuated by co-incubation with CBD +
AEME (213.97 + 3.50; p < 0.01), RIMO + AEME (155.46 + 8.70; p < 0.001), and CAPS +
AEME (151.49 £ 9.24; p < 0.001). The presence of antagonists did not abolish the
calcium-lowering effect of CBD. Regarding GSH, AEME exposure significantly reduced its
levels compared with control (3.32 £ 0.17 vs. 1.47 £+ 0.36; p < 0.05). Similarly, CBD alone
also depleted this antioxidant (3.32 £ 0.17 vs. 1.49 £ 0.16; p < 0.05). In contrast,
co-incubation of AEME with antagonists resulted in significantly higher GSH levels than
AEME alone, for both RIMO + AEME (3.46 + 0.16 vs. 1.47 = 0.36; p < 0.05) and CAPS +
AEME (4.66 £+ 0.01 vs. 1.47 £ 0.36; p < 0.01). However, the addition of CBD to AEME +
antagonist combinations significantly reduced GSH levels compared with AEME + CAPS
(4.66 £ 0.01 vs. 1.28 £ 0.11; p < 0.01) and AEME + RIMO (3.46 £0.16 vs. 0.62 £ 0.12; p <
0.01). Overall, the results indicate that AEME reduces viability, increases intracellular
calcium, decreases GSH levels, and increases GFAP expression in astrocytes, while CBD
alone produces similar effects. CBD co-treatment partially attenuated AEME-induced loss of
viability and calcium elevation but did not prevent GFAP or GSH alterations. CB1 and
TRPV1 receptor analysis suggests that these pathways mainly modulate intracellular calcium
levels and GSH availability, without significantly affecting astrocyte viability or reactivity.
Under the present experimental conditions, CBD showed a dual effect, partially attenuating
AEME-induced toxicity while negatively impacting astrocytes under basal conditions.

Keywords: astrocytes; cannabidiol; anhydroecgonine methyl ester
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1 INTRODUCAO

O consumo de crack permanece como um grave problema de satde publica, estando
associado a elevadas taxas de morbidade neuroldgica, psiquiatrica e social (LENAD III,
2023). Diferentemente de outras formas de uso da cocaina, a inalagao da fumaca resultante de
sua pirolise expde o organismo a uma série de subprodutos toxicos, entre os quais se destaca o
metil-éster de anidroecgonina (AEME, do inglés Anhydroecgonine methyl ester). Esse
composto ¢ formado exclusivamente durante a queima da cocaina e tem sido amplamente
reconhecido como um marcador especifico de exposi¢ao ao crack (Garcia et al., 2012, 2015,
2019).

A literatura descreve que o AEME promove efeitos citotoxicos em células neuronais
superiores aos observados para a propria cocaina, com destaque para regides cerebrais
envolvidas em processos cognitivos € emocionais, sobretudo no hipocampo, envolvendo
alteracdes em vias relacionadas a homeostase do calcio, ao estresse oxidativo e a disfuncao
neuronal (Romero-Norena; Contreras-Martinez; Mendivil-Perez, 2024). Contudo, seus efeitos
sobre as células gliais permanecem pouco explorados. Entre elas, destacam-se os astrocitos,
que representam 30% da populacdo glial do SNC. Essas células atuam na manutengdo do
equilibrio do microambiente neural, bem como da defesa antioxidante (Verkhratsky et al.,
2023; Lee et al., 2023).

Nesse cenario, a exposicdo ao AEME configura um desafio relevante, uma vez que
induz disfungdes em neurdnios e, possivelmente, em células gliais, contribuindo para os
efeitos neurotdxicos associados ao consumo de crack. Conforme a Associacdo Médica
Brasileira e o Conselho Federal de Medicina (2011), ndo existem terapias comprovadamente
eficazes para prevenir ou reverter esses danos, torna-se fundamental explorar estratégias
farmacoldgicas com potencial citoprotetor.

O canabidiol (CBD), um fitocanabinoide ndo psicoativo derivado da planta Cannabis
sativa, tem despertado crescente interesse cientifico devido ao seu amplo espectro de
propriedades  farmacoldgicas, como atividades anti-inflamatérias, antioxidantes e
neuroprotetoras (Nelson et al., 2020). Seus mecanismos de a¢do sdo multifatoriais e envolvem
tanto a modulagdo do sistema endocanabinoide quanto a interagdo com outros alvos
moleculares, incluindo os receptores CB1 ¢ TRPV1, ambos expressos em astrocitos (Yousaf

et al., 2022; Singh et al., 2023).
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Diante o exposto, o presente estudo propde investigar os efeitos do CBD sobre a
citotoxicidade induzida pelo AEME em astrocitos hipocampais, com énfase na participacao
dos receptores CB1 e TRPV1. A compreensao desses mecanismos podera esclarecer o papel
dos astrocitos na toxicidade associada ao uso de crack e subsidiar estratégias terapéuticas

direcionadas a prote¢do celular e a preservacao da homeostase do SNC.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo apresenta os seguintes objetivos:

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente projeto foi avaliar o potencial efeito neuroprotetor do
CBD sobre culturas primarias de astrocitos hipocampais submetidos a toxicidade induzida
pelo AEME.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Especificamente, o presente estudo se propds a avaliar, em cultura celular priméaria de
astrocitos hipocampais expostos a0 AEME, na presenca ou auséncia de canabidiol, bem como
na presenc¢a de antagonistas dos receptores TRPV1 e CB1:

a viabilidade celular;
a reatividade astrocitaria;
a concentracao citosodlica de calcio;

o nivel intracelular de GSH.
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3 JUSTIFICATIVA

O consumo de crack no Brasil configura um importante problema de saude publica,
com repercussdes profundas nos ambitos social e econdomico (Bastos; Bertoni, 2014;
Perrenoud et al., 2019). No ambito social, a dependéncia esta associada ao aumento da
criminalidade, incluindo furtos, roubos e homicidios. Dados do Terceiro Levantamento
Nacional de Alcool e Drogas (LENAD III, 2023) indicam que aproximadamente de 0,72% da
populacdo brasileira, o que corresponde a cerca de 1,2 milhdo de pessoas, apresenta
dependéncia de cocaina e/ou crack. Uma parcela expressiva desses usudrios convive com
comorbidades psiquiatricas, como depressdo e transtornos de ansiedade. No ambito
econdmico os impactos também sdo significativos. Segundo dados do Instituto de Pesquisa
Economica Aplicada (IPEA, 2023), seis unidades federativas (Bahia, Distrito Federal, Para,
Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sdo Paulo) destinaram, em conjunto, cerca de R$7,7 bilhdes
para acgodes relacionadas ao enfrentamento das drogas, incluindo gastos com seguranga
publica, sistema de justica, Ministério Publico, defensoria e sistema penitencidrio.

Sabe-se que os usuarios de crack estdo expostos ndo apenas a cocaina, mas também ao
AEME (Garcia et al., 2012, 2015, 2019). Embora os efeitos da cocaina sobre o SNC sejam
amplamente descritos na literatura, os impactos do AEME permanecem pouco explorados,
especialmente no que se refere as células gliais, como os astrocitos. Considerando as fungdes
essenciais dessas células na manuten¢do da homeostase neural, no metabolismo energético, na
defesa antioxidante, a escassez de estudos direcionados aos efeitos do AEME sobre astrocitos
configura uma lacuna relevante na compreensao dos mecanismos de neurotoxicidade
associados ao uso do crack.

A escolha do CBD como possivel alternativa terapéutica fundamenta-se em seu amplo
espectro de agdes neuroprotetoras, anti-inflamatorias ¢ moduladoras da homeostase celular,
amplamente descritas na literatura (Nelson et al., 2020; Singh et al., 2023). Diferentemente do
THC, o CBD ndo apresenta efeitos psicoativos, o que favorece seu perfil de seguranca para
aplicagdes clinicas (Nelson et al., 2020; Yousaf et al., 2022). Ainda, estudos experimentais
demonstraram que o CBD ¢ capaz de modular multiplas vias moleculares envolvidas na
neurotoxicidade, como a regulacdo do estresse oxidativo, da resposta inflamatoria, bem como
da homeostase do calcio intracelular (Martinez et al., 2023). Dessa forma, o CBD pode
representar uma estratégia promissora para mitigar os efeitos neurotdxicos induzidos pelo

AEME.
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4 REFERENCIAL TEORICO

A presente revisao aborda, inicialmente, a formacao, as caracteristicas farmacoldgicas
e a relevancia toxicoldgica do AEME. S3o abordados os principais mecanismos envolvidos na
toxicidade do AEME, incluindo estresse oxidativo. Na sequéncia, a revisao explora os
astrocitos como alvos centrais desses processos, considerando suas fungdes na homeostase
cerebral e defesa antioxidante. Por fim, serdo apresentados os aspectos farmacoldgicos do

CBD, com énfase na modulagdo dos receptores CB1 e TRPV1 em astrocitos.

4.1 METIL-ESTER DE ANIDROECGONINA

O AEME, também denominado metilecgonidina, ¢ um composto toxico formado
exclusivamente durante a pirdlise da cocaina, processo que ocorre quando a droga ¢
submetida a altas temperaturas, como no consumo do crack. Em temperaturas superiores a
250 °C, a molécula de cocaina sofre clivagem do grupo benzoilo, originando o AEME.
Estima-se que aproximadamente 50 a 80% da cocaina original possa ser convertida nesse
subproduto durante a queima, ressaltando sua importancia quimica e toxicologica (Garcia et
al., 2012, 2015, 2019).

Por ser gerado exclusivamente nesse contexto, o AEME ¢ considerado um marcador
especifico de exposi¢do ao crack, distinguindo-se da cocaina inalterada em outros padrdes de
uso (Steenbeek et al., 2022; Romero-Norefia; Contreras-Martinez; Mendivil-Perez, 2024).
Dessa forma, usuarios de crack estdo expostos ndo apenas a cocaina, mas também a esse
composto adicional, que contribui para os efeitos deletérios observados no SNC (Garcia et al.,
2012; Oliveira; Dinis-Oliveira, 2018; Bravo-Gomez et al., 2019).

Durante a inalagdo da fumaga do crack, o AEME ¢ absorvido na forma de acrossol,
cujas particulas apresentam didmetro aerodinamico médio inferior a 1 um, favorecendo sua
deposi¢ao nos alvéolos pulmonares (Wood et al., 1996). Apds a absor¢ao pulmonar, o AEME
alcanca rapidamente a circulagdo sistémica e apresenta amplo volume de distribui¢ao (610
L/kg), aproximadamente trés vezes superior ao da cocaina (1-3 L/kg), sugerindo maior
penetracao tecidual, especialmente no SNC. Cabe destacar que as concentracdes plasmaticas
de AEME nao refletem diretamente sua biodisponibilidade cerebral, uma vez que o composto
tende a se acumular preferencialmente no tecido nervoso (Fandifo, Toennes e Kauert, 2002).

Além disso, o AEME ¢ capaz de atravessar a barreira placentdria, embora os efeitos sobre o
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desenvolvimento embriofetal ainda ndo estejam totalmente elucidados (Kintz et al., 1997;
Romero-Norefia; Contreras-Martinez; Mendivil-Perez, 2024).

E importante destacar que as concentragdes plasmaticas de AEME néo refletem
diretamente sua biodisponibilidade cerebral, uma vez que o composto tende a se acumular
preferencialmente no tecido nervoso (Fandifio, Toennes e Kauert, 2002). Além disso, o
AEME ¢ capaz de atravessar a barreira placentdria, embora os efeitos sobre o
desenvolvimento embriofetal ainda nao estejam totalmente elucidados (Kintz et al., 1997;
Romero-Norena; Contreras-Martinez; Mendivil-Perez, 2024).

O metabolismo do AEME ocorre predominantemente no figado, embora diferentes
orgdos apresentem capacidades oxidativas distintas. Estudos com microssomas de figado,
pulmao, rim e cérebro de ratos demonstraram que, no figado e nos pulmoes, o AEME ¢
convertido em multiplos metabolitos, incluindo ecgonidina (AE), anhidronorecgonina metil
¢éster (ANEME) e AEME nao oxidado (AEMENO). Em contraste, nos rins e no cérebro foi
detectada apenas a formagdo de AE, indicando capacidade metabdlica mais limitada nesses
tecidos. A hidrolise hepatica, por sua vez, mostrou-se cerca de 100 vezes mais eficiente do
que nos demais orgaos, reforcando o papel central do figado na biotransformacdo do AEME
(Fandifo; Toennes; Kauert, 2002).

A eliminagdo do AEME ocorre de forma relativamente rapida, com meia-vida
plasmatica aproximada de uma hora, sendo a excre¢do predominantemente urinaria. Tanto o
composto inalterado quanto seus metabolitos podem ser detectados na urina. De acordo com
Cone et al. (1998), as concentracdes urinarias de AEME em usudrios de crack atingem um
pico aproximadamente 2,25 horas apds a inala¢do, com valores médios de 23 + 15 ng/mL.
Entre os metabolitos, a ecgonidina (AE) apresenta maior persisténcia, podendo ser detectada
por até 54 horas apds o consumo, sendo considerada um marcador confiavel de exposi¢ao ao
crack. Em razdo da curta meia-vida plasmatica, a deteccdo do AEME no sangue ¢
frequentemente limitada e suscetivel a resultados falso-negativos (Kintz et al, 1997). No
entanto, o composto pode ser identificado em outros fluidos e tecidos bioldgicos, como saliva,
suor ¢ cabelo, o que reforca sua utilidade como biomarcador de exposi¢ao (Steenbeek et al.,

2022; Romero-Norefia;Contreras-Martinez;Mendivil-Perez, 2024).
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4.2 CITOTOXICIDADE DO METIL-ESTER DE ANIDROECGONINA

Nas ultimas décadas, os estudos tém se concentrado na caracterizacdo das
propriedades toxicodindmicas do AEME, com énfase em regides cerebrais associadas ao
circuito de recompensa, como o hipocampo, o cortex pré-frontal e os nicleos da base
(Romero-Norefia; Contreras-Martinez; Mendivil-Perez, 2024).

Garcia et al. (2012) foram pioneiros ao investigar os efeitos do AEME em culturas
primarias de neurdnios hipocampais de ratos, demonstrando reducdo significativa da
viabilidade celular, com toxicidade superior a observada para a cocaina. Em estudos
subsequentes, Garcia et al. (2015) aprofundaram esses achados e evidenciaram que parte
desse efeito deletério estd associada a modulagdo do sistema colinérgico. O AEME atua como
agonista parcial dos receptores muscarinicos M1 e M3, promovendo o aumento do célcio
intracelular e a ativacdo da fosfolipase C, eventos que culminam em excitotoxicidade
neuronal. A utilizagdo de antagonistas seletivos, como a pirenzepina (M1) e o p-F-HHSiD
(M3), reduziu significativamente a citotoxicidade, confirmando o envolvimento desses
receptores na mediacdo da neurotoxicidade induzida pelo composto.

Além da ativagdo colinérgica, evidéncias indicam que o AEME também desencadeia
estresse oxidativo. Esse processo resulta do desequilibrio entre a producdo excessiva de
espécies reativas e a capacidade limitada dos sistemas antioxidantes endogenos em
neutraliza-las (Romero-Norefia; Contreras-Martinez; Mendivil-Perez, 2024).

As espécies reativas sdo moléculas ou atomos altamente instaveis, caracterizados pela
presenca de elétrons desemparelhados, o que lhes confere elevada reatividade quimica. Em
sistemas bioldgicos, destacam-se as espécies reativas de oxigénio (EROs), como o anion
superoxido (O:¢), o peroxido de hidrogénio (H:0:), o radical hidroxila (*OH) e o anion
hipoclorito (OCl’), além das espécies reativas de nitrogénio (ERNs), representadas
principalmente pelo 6xido nitrico (NOe¢) e pelo peroxinitrito (ONOO") (Ionescu-Tucker;
Cotman, 2021; Teleanu et al., 2022). A producao exacerbada dessas espécies reativas rompe o
equilibrio redox celular, sobrecarrega os sistemas antioxidantes enddgenos e favorece a
oxidacdo de biomoléculas essenciais, como lipideos de membrana, proteinas e acidos
nucleicos, contribuindo para disfun¢des celulares (Papachristoforou et al., 2020; Teleanu et
al., 2022).

A defesa antioxidante enddgena envolve a atuagdo coordenada de enzimas, como a

superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), associadas a
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moléculas ndo enzimadticas, entre as quais se destaca a glutationa reduzida (GSH) (Ighodaro;
Akinloye, 2018; Soll et al., 2021; Saxena et al., 2022). Nesse sistema, a GSH atua como
doadora de elétrons em reacdes catalisadas pela GPx, promovendo a redugdo do peréxido de
hidrogénio (H:0:) e de outros perdxidos organicos, com consequente formacao de glutationa
dissulfeto (GSSG). A GSSG ¢ posteriormente regenerada a GSH pela a¢do da glutationa
redutase (GR), assegurando a manutencao do equilibrio redox intracelular. No entanto, sob
condi¢des de estresse oxidativo intenso, a capacidade de regeneragdo da GSH pode ser
superada, resultando na deplecao desse tripeptideo e no comprometimento das defesas
antioxidantes (Pérez-Sala; Pajares, 2023; Zhang et al., 2023). Corroborando esse mecanismo,
Garcia et al. (2019) demonstraram que a exposi¢ao de neurdnios hipocampais ao AEME,
isoladamente ou em associagdo com a cocaina, promoveu reducdo significativa da atividade
de GPx e GR apos trés horas, acompanhada por aumento expressivo da peroxidacao lipidica,

evidenciando dano oxidativo e um efeito neurotoxico aditivo.

43 ASTROCITOS COMO ALVOS EM POTENCIAL DO AEME NO SNC

Os astrocitos apresentam-se como as células gliais em maior quantidade no SNC,
representando cerca de 30% do total destas (Verkhratsky et al., 2021; Escartin ef al., 2021).
Essas cé¢lulas exibem marcada diversidade morfoldgica e funcional, permitindo sua
classificagdo em diferentes subtipos conforme a localizacdo e as caracteristicas estruturais.
Entre os principais, destacam-se os astrocitos protoplasmaticos, predominantes na substancia
cinzenta; os astrocitos fibrosos, localizados na substincia branca; e os astrocitos velados,
encontrados na camada granular do cortex cerebelar e no bulbo olfatério (Verkhratsky et al.,
2021; Won et al., 2025). Somam-se a esses os astrocitos perivasculares, que revestem a
superficie externa da membrana basal dos capilares cerebrais, contribuindo para a integridade
da barreira hematoencefalica (Falcone et al., 2019; 2022).

Do ponto de vista molecular, os astrocitos sdo caracterizados pela presenca de
prolongamentos com numerosos filamentos intermediarios, conhecidos como fibrilas gliais,
compostos predominantemente pela proteina 4cida fibrilar glial (GFAP), um dos marcadores
classicos dessa linhagem celular. Além disso, expressam outras proteinas e enzimas
especificas, como a S-100B, envolvida na ligagdo de célcio (Ca*); e a glutamina sintetase,

responsavel pela conversao de glutamato em glutamina (Lee ef al., 2021; 2022; 2023).
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No que tange as fungdes, os astrdcitos sdo fundamentais na manutengdo do equilibrio
do microambiente neural. Essas células atuam no controle idnico e na regulagdo do pH
extracelular, contribuindo para a estabilidade das condi¢des necessarias ao funcionamento
neuronal. Para exercer essas fungdes, os astrocitos expressam diversos canais ¢
transportadores de membrana, incluindo a aquaporina-4 (AQP4), canais de potassio (K) e
trocadores sddio/hidrogénio (Na’/H"). Embora compartilhem a presenga de canais idnicos com
0s neurdnios, os astrocitos nao geram potenciais de acdo, respondendo aos estimulos
extracelulares principalmente por meio de variagdes nas concentragdes intracelulares de Ca*',
que atuam como um importante mecanismo de sinaliza¢do celular (Zhang et al., 2023; Won et
al., 2025).

Ademais, os astrdcitos sintetizam, degradam, liberam e captam gliotransmissores
como GABA, glutamato, d-serina, lactato, ATP/adenosina proBDNF/BDNF (Won et al.,
2025). Entre esses mediadores, o lactato astrocitario destaca-se por sua dupla funcao, atuando
tanto como substrato energético para os neurdnios quanto como molécula sinalizadora (Murat;
Garcia-Céceres, 2021; Zhang et al., 2023). Sua sintese ocorre por meio da glicolise e da
glicogenoélise astrocitaria, processos ajustados dinamicamente a atividade neuronal. A
glicogendlise ¢ estimulada por noradrenalina, peptideo intestinal vasoativo, adenosina e
elevagdo de K' extracelular, enquanto a glicélise aerdbica ¢ desencadeada por glutamato,
amonio e 6xido nitrico (Magistretti; Allaman, 2018).

Outra funcao de destaque dos astrocitos € sua participagdo na defesa antioxidante
cerebral, especialmente por meio da sintese e regulacdo da GSH. Essas células produzem a
GSH a partir do glutamato, cisteina e glicina, em reagdes catalisadas pelas enzimas glutamato
cisteina ligase (GCL) e GSH sintetase (GSS) (Zhang et al., 2023; Dringen; Arend, 2025).

Nos astrocitos, o glutamato e a glicina sao derivados do a-cetoglutarato e da serina,
respectivamente, enquanto a cisteina ¢ obtida principalmente da cistina extracelular. O GSH
produzido pode ser liberado no espaco extracelular e, entdo, absorvido diretamente pelos
neurdnios ou hidrolisado pela ectoenzima y-glutamil transpeptidase (yGT), resultando na
liberacao de CysGly, posteriormente degradado pela aminopeptidase N (ApN) em cisteina e
glicina, que servem de substratos para a sintese neuronal de GSH (Figura 1) (Pérez-Sala;

Pajares, 2023; Zhang et al., 2023; Dringen; Arend, 2025).
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Figura 1 — Sintese e reciclagem da glutationa em astrdcitos e neurénios

Cystine

Legenda: A GSH ¢ sintetizada em astrécitos e neurénios a partir dos aminoacidos glutamato (Glu), cisteina
(Cys) e glicina (Gly), por meio das enzimas glutamato-cisteina ligase (GCL) e glutationa sintetase (GSS). Nos
astrocitos, a Cys provém principalmente da captacdo de cistina via antiporte cistina—glutamato (sistema Xc"),
enquanto glutamato e glicina derivam de a-cetoglutarato e da serina. Nos neurénios, a sintese de GSH depende
do fornecimento desses precursores pelos astrocitos. A GSH sintetizada nos astrocitos ¢ exportada para o meio
extracelular, via transportadores Mrpl e metabolizada por y-glutamil transpeptidase (yGT) ¢ aminopeptidase N
(ApN), liberando Cys e Gly para os neurdnios. Adicionalmente, o glutamato astroglial pode ser em glutamina
(GlIn), que ¢ captada pelos neurdnios para produgdo de Glu e GSH. Fonte: Dringen; Arend (2025).

Os astrdcitos também sdo capazes de responder a estimulos patoldgicos por meio do
processo de reatividade astrocitaria, uma resposta defensiva complexa, heterogénea e
dependente do contexto. Essa reatividade pode resultar no surgimento de multiplos fenotipos
astrocitarios reativos, os quais estdo associados tanto a fun¢des neuroprotetoras quanto a
efeitos potencialmente deletérios (Verkhratsky et al., 2023; Lee et al., 2023).

Em situagdes de lesdo aguda ou inflamagdo inicial, os astrécitos reativos atuam de
forma benéfica, incluindo o isolamento da area lesionada, a limitacdo da propagacao de
mediadores inflamatorios € o fornecendo de suporte metabdlico e trofico aos neurdnios
(Tejeda et al., 2019; Chun et al., 2020; Escartin et al., 2021). Por outro lado, quando essa
ativacdo se torna cronica ou desregulada, os astrocitos podem adquirir um fenotipo
neurotdxico, caracterizado pela liberacdo exacerbada de citocinas pro-inflamatorias e EROs
(Liddelow et al, 2017; Chun et al, 2020; Li et al., 2022). Esse estado contribui para a
progressdo de diversas doengas neurodegenerativas e neuroinflamatorias, promovendo

disfuncdo sinaptica e dano neuronal progressivo (Chun et al., 2020; Chiareli et al., 2021). Os
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mecanismos que determinam a transi¢do entre os diferentes estados funcionais dos astrocitos

reativos ainda ndo sd3o completamente elucidados, mas podem ser caracterizados por meio de

marcadores moleculares especificos (Tabela 1), os quais refletem alteragdes estruturais,

metabolicas e secretorias dessas células (Shan et al., 2021; Yuan et al., 2025).

Tabela 1 — Principais marcadores e alteragdes associadas a reatividade astrocitaria

Marcador Funcao Tipo de alteraciao
GFAP Proteina estrutural de Aumentada
filamentos intermediarios,
citoesqueleto
Vimentina (VIM) Proteina de filamentos Aumentada
intermedidrios
Nestina (NES) Proteina de filamentos Aumentada
intermediarios, marcador de
progenitores
Aldhll1 Enzima metabdlica, marcador Estavel / sem alteragdo
de astrécitos
S100B Proteina ligadora de calcio, Aumentada
sinalizagdo celular
C3 Componente do complemento, Aumentada
resposta imune
IL-6 Citocina, mediador Aumentada
inflamatorio
Len2 Proteina secretada, modula Aumentada
sobrevivéncia neuronal
CXCL10 Quimiocina, recrutamento de Aumentada
células imunes
CCL2 Quimiocina, recrutamento de Aumentada
monocitos
TNF Citocina pro-inflamatoria Aumentada
iNOS (NOS2) Oxido nitrico sintase, resposta Aumentada
inflamatoéria
CD44 Adesao celular, migracao Aumentada
Nfkbia Inibidor de NF-«B, regulagao Aumentada

inflamatoria

Fonte: Adaptado de Liddelow; Barres (2021).
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4.4 CBD COMO ABORDAGEM TERAPEUTICA

Os fitocanabinoides, compostos naturais da planta Cannabis sativa (comumente
conhecida como canhamo), sdo utilizados ha muito tempo como medicamento para o
tratamento de dor, ndusea e insonia. Eles constituem um amplo grupo de fitoquimicos,
composto por aproximadamente 70 substancias, incluindo o conhecido composto psicoativo
tetraidrocanabinol (THC), bem como os compostos ndo psicoativos canabigerol (CBG),
canabinol (CBN), canabicromeno (CBC) e canabidiol (CBD). A planta de cannabis também
contém outros compostos naturais, como flavonoides, alcaloides e terpenos, que podem
influenciar a atividade biologica da planta (Nelson et al., 2020).

O CBD destaca-se como um composto promissor devido a sua natureza ndo psicoativa
e ao amplo potencial terapéutico, apresentando propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes
e neuroprotetoras (Yousaf et al., 2022; Singh et al., 2023). Originalmente, foi isolado do
extrato de Cannabis sativa na década de 1940 pelo quimico Roger Adams, embora sua
estrutura quimica tenha sido elucidada apenas em 1963 pelos cientistas Mechoulam e Shvo
(Silvestro et al., 2020). Estruturalmente, o CBD ¢ constituido por um anel cicloexénico (A),
um anel fenolico (B) e uma cadeia lateral pentilica, com os dominios fendlico e terpénico
dispostos em planos quase perpendiculares, conforme ilustrado na Figura 2 (Silvestro et al.,

2020).

Figura 2 — Estrutura quimica do CBD

Fonte: Yousaf et al. (2022).
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De acordo com a revisdo sistematica conduzida por Millar et al. (2018), a
farmacocinética do CBD ¢ influenciada por diversos fatores, incluindo via de administragao,
formulacao, dose e presenga de alimentos. Apos administragdo oral, o CBD apresenta baixa
biodisponibilidade, estimada entre 6 e 19%, devido principalmente ao extenso metabolismo
de primeira passagem hepdtica. Sua absor¢do ocorre no trato gastrointestinal, sendo
favorecida por refeigdes ricas em lipidios, que podem aumentar significativamente a
concentracdo plasmatica maxima (Cmax) e a area sob a curva (AUC). Esse efeito ¢ atribuido
ao aumento da solubilizagdo do composto e a possivel absor¢do via sistema linfatico,
reduzindo o metabolismo hepatico inicial (Zgair et al., 2016; Millar et al., 2018).

O CBD apresenta alta lipofilicidade, o que favorece sua ampla distribuig¢do tecidual,
especialmente em tecidos ricos em lipidios, como cérebro e tecido adiposo (Millar et al,
2018; Sperry et al, 2021). Estudos demonstram que o composto atravessa a barreira
hematoencefalica, o que ¢ essencial para seus efeitos no SNC (Martinez et al., 2024;
Kowalski et al., 2025).

O metabolismo do CBD ocorre predominantemente no figado, sendo mediado
principalmente pelas enzimas do citocromo P450, especialmente CYP3A4 ¢ CYP2C19. Esse
processo resulta na formacdo de diversos metabdlitos, incluindo o 7-hidroxi-CBD,
considerado farmacologicamente ativo. Posteriormente, os metabolitos sofrem reagdes de
conjugacao (fase II), facilitando sua excre¢do. A eliminagdo do CBD ocorre pelas fezes, com
menor propor¢ao excretada pela urina. A meia-vida terminal varia amplamente conforme o
regime de administra¢do, podendo oscilar entre 18 e 32 horas apds doses tnicas, e podendo se
estender apds uso cronico, devido ao acumulo tecidual (Millar et al., 2018; Martinez et al.,
2024).

O mecanismo de agdo do CBD envolve, principalmente, o sistema endocanabinoide
(SEC), composto por receptores canabinoides, endocanabinoides e pelas enzimas
responsaveis por sua sintese e degradacdo (Martinez et al., 2024; Mujahid et al., 2025).

Os receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) sdo amplamente distribuidos no SNC,
com elevada expressdo em regides como hipocampo, cortex cerebral e ganglios da base, onde
participam diretamente da regula¢do da memoria, do aprendizado e da plasticidade sinaptica
(Finn et al, 2021). Em comparagdo, os receptores canabinoides do tipo 2 (CB2) sdo
encontrados predominantemente em células do sistema imune, atuando na modulagdo de
respostas inflamatdrias, sobretudo em macréfagos e células B (Peyravian et al., 2020;

Mujahid et al., 2025).
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Os principais endocanabinoides descritos s3o a anandamida (AEA) e o
2-araquidonoilglicerol (2-AG). A AEA ¢ sintetizada majoritariamente a partir da hidrolise do
precursor fosfolipidico N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE), enquanto o 2-AG ¢ formado a
partir do 1,2-diacilglicerol (DAG), por agdo da diacilglicerol lipase (DAGL). A degradacao
desses mediadores ocorre principalmente por meio da amida hidrolase de acidos graxos
(FAAH), no caso da AEA, e da lipase monoacilglicerol (MAGL), responsavel pela hidrélise
do 2-AG (Finn et al, 2021; Kamaruzzaman et al, 2023). Diferentemente dos
neurotransmissores classicos, os endocanabinoides sdo sdo armazenados em vesiculas
sinapticas, sendo sintetizados sob demanda no compartimento pds-sindptico, sobretudo em
resposta ao aumento das concentragdes intracelulares de Ca*". Apds sua producdo, atuam de
forma retrégrada sobre os receptores canabinoides localizados no terminal pré-sinaptico. A
ativacdo do receptor CB1 pré-sindptico leva a inibi¢do da adenilato ciclase e dos canais de
calcio dependentes de voltagem, reduzindo a liberagdo de neurotransmissores € modulando a
transcri¢do sinaptica (Figura 3) (Fernandez-Moncada et al., 2024).

Além da expressao neuronal, os receptores CB1 também estdo presentes em astrocitos,
onde exibem distribuicao heterogénea. Eles podem ser encontrados tanto na membrana
plasmatica, especialmente em regides perissinapticas, quanto associado a membrana externa
das mitocondrias, formando os chamados receptores CB1 mitocondriais (mtCB1) (Figura 3)
(Scarante et al., 2021; Hempel; Xi, 2022; Lee; Mak; Verheijen, 2023).

Conforme demonstrado por Navarrete ¢ Araque (2010), a ativagao dos receptores CB1
astrocitdrios na membrana plasmatica promove elevacdo transiente do Ca*" intracelular,
mediado pelo acoplamento a proteina Gq/11 e pela ativagdo da fosfolipase C (PLC), com
consequente geragdo de diacilglicerol (DAG), inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e liberagdo de
Ca?" a partir do reticulo endoplasmatico. Esse aumento intracelular de Ca** regula a liberacao
de gliotransmissores, como glutamato e ATP, permitindo aos astrdcitos modular a
excitabilidade neuronal e a comunicag¢do sinaptica.

De acordo com Ferndndez-Moncada et al. (2024), a ativacao dos receptores mtCBI1
reduzem os niveis de cAMP mitocondrial e a atividade da proteina quinase A, resultando em
diminui¢do da fung¢do do complexo I da cadeia respiratéria. Como consequéncia, ocorre
reducdo da respiragdo mitocondrial e da producdo de ATP. Nos astrocitos, esse
comprometimento energético associa-se a diminui¢do da produgdo de lactato, um substrato

essencial para o metabolismo neuronal. Dessa forma, os mtCB1 estabelecem uma conexao
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direta entre sinalizagdo canabinoide, metabolismo energético astrocitario e funcionamento
sinaptico no SNC (Figura 3).

Figura 3 — Participagdo dos receptores CB1 na modulacao sinaptica e metabolica no SNC
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Legenda: Durante a transmissdo sinaptica, neurdnios pos-sindpticos liberam endocanabinoides (eCBs), que
atuam de forma retrograda sobre receptores CB1 localizados na membrana plasmdatica de neurdnios
pré-sinapticos (pmCB1), reduzindo a liberagdo de neurotransmissores. Além dessa agdo classica, os ¢CBs
também podem ativar receptores CB1 associados @ membrana mitocondrial (mtCB1), levando & inibi¢do da
adenilato ciclase soluvel (sAC), a reducdo dos niveis mitocondriais de cAMP e da atividade da proteina quinase
A (PKA). Como consequéncia, ocorre diminuigdo da atividade do complexo I da cadeia respiratoria, com
impacto negativo sobre a respira¢do mitocondrial e a produgdo de energia, o que contribui para a modulagdo da
transmissdo sinaptica. Paralelamente, a ativagdo de receptores CB1 em astrocitos vizinhos favorece a liberagdo
de gliotransmissores, permitindo uma modulacéo lateral da atividade sinaptica e da excitabilidade neuronal.
Fonte: Fernandez-Moncada et al. (2024).

Nesse contexto, os efeitos do CBD mediados pelo sistema endocanabinoide decorrem,
majoritariamente, da modula¢do dos receptores CB1 (Fernandez-Moncada et al., 2024). O
CBD atua como modulador alostérico negativo desse receptor, ligando-se a um sitio distinto
do ocupado pelos agonistas endogenos e reduzindo a eficacia e/ou a afinidade desses ligantes
(Tham et al., 2019; Manzoni; Manduca; Trezza, 2025; Mujahid et al., 2025). Além disso, o
CBD pode exercer um efeito agonista indireto do receptor CB1 ao modular a disponibilidade
da AEA. Esse efeito decorre, principalmente, da inibicdo da FAAH e da reducdo da
recaptacdo da AEA, o que resulta em aumento de seus niveis extracelulares e favorece a
ativacdo sustentada dos receptores CB1. Esse mecanismo ocorre de forma independente da
ligagdo direta do CBD ao sitio ortostérico do receptor, caracterizando uma modulacdo indireta

da sinaliza¢do endocanabinoide (Blando et al., 2022; Mujahid et al., 2025).
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Além dos receptores canabinoides cldssicos, o TRPV1, um receptor ionotropico
pertencente a familia dos canais de potencial receptor transitorio (TRPs), é reconhecido como
um alvo funcional relevante no SEC (Yau et al., 2023; Manzoni; Manduca; Trezza, 2025). O
TRPV1 apresenta elevada permeabilidade ao Ca** e ¢ tradicionalmente associado a deteccao
de estimulos nocivos, como altas temperaturas (>43 °C) e pH acido (<6). No entanto,
evidéncias indicam que endocanabinoides, especialmente a AEA, sdo capazes de ativar
diretamente o receptor TRPV1 por meio da ligacdo ao sitio vaniloide, forma analoga a
ativacdo pelo agonista classico capsaicina (Yau et al., 2023).

No SNC, o receptor TRPV1 ¢ expresso em células da glia, particularmente em
astrocitos. A ativagdo desse receptor nessas células esta associada a modulacdo de respostas
gliais, incluindo a expressao de marcadores associados a reatividade astrocitaria (Kong; Peng;
Peng, 2017; Jiang et al., 2018; Eraso-Pichot et al. 2023). Conforme demonstrado por Yang et
al. (2019) em um modelo de hipdxia-isquemia, o influxo de Ca*" mediado pelo TRPV1 esta
associado a ativagdo da via JAK2/STAT3, com aumento da expressio de GFAP e IL-1p.
Adicionalmente, a ativacdo desse receptor foi relacionada ao recrutamento do inflamassoma
NLRP3 ¢ a liberagao da forma ativa de IL-1p.

O CBD pode modular diretamente a atividade do receptor TRPV1 (Kalsoom et al.,
2024; Mujahid et al., 2025). Estudos indicam que o CBD exerce efeitos neuroprotetores, ao
menos em parte, por meio da ativacao inicial seguida de rapida dessensibilizagdo do TRPV1,
de maneira dependente da dose, culminando em sua inativagdo funcional. Esse mecanismo
contribui para a limitagdo do influxo exacerbado de Ca*’, reduzindo a hiperexcitabilidade
celular e inibindo a ativagdo de vias pro-degenerativas dependentes de calcio (Yang et al.

2019; Peyravian et al., 2020; Wang; Sun, 2023).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 FARMACOS

O CBD foi fornecido pelo grupo parceiro da UFMG. O RIMO (Cayman, #9000484),
antagonista seletivo do receptor CB1, e a CAPS (Tocris Bioscience, #0464), antagonista do

canal TRPVI1, foram gentilmente doados pelo Laboratorio de Neuroendocrinologia da

FMRP/USP. O AEME foi adquirido pela Supelco (Supelco, Sigma-Aldrich).

5.2 ANIMALIS

Para a realizacdo do estudo, foram utilizados ratos Wistar neonatos, com idade entre 1
e 4 dias, de ambos os sexos, provenientes de casais mantidos no Biotério Central da
UNIFAL/MG. Os animais foram mantidos em condi¢des laboratoriais padronizadas (22-24
°C, ciclo claro/escuro de 12/12 h), com acesso a dgua filtrada e dieta padrao.

Os procedimentos com animais obedeceram as diretrizes do Conselho Nacional de
Controle em Experimentos Animais (CONCEA), do Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (National Institutes of Health) e os principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). O projeto experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNIFAL-MG (Protocolo CEUA n° 0024/2025)
(Anexo A).

5.3  CULTURAS PRIMARIAS DE ASTROCITOS

As culturas primarias de astrocitos foram obtidas conforme previamente descrito por
Gottfried et al. (1999). Aproximadamente 5 a 10 animais foram eutanasiados por decapitagdo,
utilizando tesoura cirurgica esterilizada, sem a administragdo de anestésicos, conforme
recomendado para animais nessa faixa etaria. Apds a decapitagdo, os hipocampos foram
cuidadosamente removidos e submetidos a dissociacdo enzimatica com solu¢do de tripsina a
0,05%. Em seguida, as células foram centrifugadas, e o pellet celular ressuspendido em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, High Glucose, Sigma®, #D5648)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (10.000
unidades/mL e 10.000 pg/mL, respectivamente; Mediatech). Posteriormente, as células foram

semeadas em frascos de cultivo celular e mantidas em incubadora a 37 °C, sob atmosfera
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controlada contendo 5% de CO: e 95% de ar até atingirem a confluéncia adequada para os
experimentos.

Ap6s atingirem aproximadamente 80% de confluéncia (7 a 15 dias), as culturas foram
submetidas a agitacdo orbital a 200 rpm, por 2 h, a 37 °C, com o objetivo de promover a
remog¢ao de células ndo astrocitarias. As células em suspensao foram descartadas, enquanto as
células aderidas aos frascos, constituidas predominantemente por astrocitos, foram submetidas
a um novo processo de dissociacdo enzimatica com solugdo de tripsina a 0,05%. Em seguida,
os astrocitos viaveis foram quantificados na camara de Neubauer pelo método de exclusao
com Azul de Tripan. Em seguida, as células foram semeadas na densidade de 1 x 10°

células/pogo em placas de cultivo de 24 ou 96 pogos, conforme o delineamento experimental.

54 TRATAMENTOS

Apos o estabelecimento da cultura celular, as células foram tratadas com AEME (0,1
uM), diluida no meio de cultura, conforme padronizacdo prévia em dissertacdo de mestrado
do grupo (Simone de Oliveira Santos). Ademais, as culturas foram tratadas com CBD, diluido
no meio de cultura, na concentragao de 10 uM, previamente estabelecida em experimento
piloto de curva dose-resposta. Para a investigacdo dos mecanismos envolvidos, foram
utilizados os antagonistas rimonabanto (1 pM) e capsazepina (30 pM), conforme descrito por

Ibork et al. (2023) e Vrechi et al. (2021), respectivamente.

5.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio colorimétrico de reducao do MTT
([3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazdlio]). Este ensaio se baseia na se baseia na
clivagem dos sais de tetrazdlio (cor amarelo), pelas células vidveis a partir da enzima
mitocondrial succinato-desidrogenase, em cristais de formazan (cor purpura). Dessa maneira,
a fracdo de formazan formada estd diretamente relacionada com a quantidade de células
metabolicamente ativas, no qual determina a atividade mitocondrial e assim a quantidade de
células vivas (Bahuguna et al., 2017).

Ap0s os tratamentos, com duracdo de 2 horas e 30 minutos, o meio de cultura foi
cuidadosamente retirado, e 100 puL da solugdo de MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada
poco, seguidos de incubagdo de 4 horas a 37 °C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e

os cristais de formazan formados foram solubilizados com 50 pL de dimetilsulfoxido
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(DMSO) a 100%. A leitura da absorbancia foi realizada em comprimentos de onda de 540 e

570 nm, utilizando leitor de microplacas.

5.6 AVALIACAO DA REATIVIDADE CELULAR

A reatividade astrocitaria foi avaliada por meio da quantificacdo da expressao da
proteina GFAP (Verkhratsky et al., 2021, 2023). Para isso, as células foram cultivadas em
placas de 24 pocos, previamente recobertas com poli-L-lisina, na densidade de 1 x 10°
células/pogo, utilizando 150 uL. de meio de manutengdo. Apds os tratamentos, com duragao
de 2 horas e 30 minutos, os astrocitos foram fixados com solugdo de paraformaldeido a 4%
(PFA), por 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com
PBS 0,01 M e, em seguida, incubadas com soluc¢ao de bloqueio contendo 10% de soro normal
de jumento (Normal Donkey Serum) em PBS acrescido de Triton X-100 a 0,1% e azida
sodica (NaNs) a 0,04%, por 1 hora a temperatura ambiente.

As culturas foram incubadas overnight (16—18 horas) com o anticorpo primario coelho
anti-GFAP feito em coelho (Cell Signaling Technology®, 1:1.000), seguido de incubagdo com
anticorpo secundario fluorescente donkey anti-rabbit (AlexaFluor®594, 1:250, Jackson
ImmunoResearch®) por 2 horas em temperatura ambiente protegido da luz.
Subsequentemente a incubacgdo, as células foram lavadas trés vezes com PBS (0,01 M) e
montadas com meio de montagem Fluoromount® para aquisicdo das imagens. A analise
morfologica e a quantificacdo do sinal fluorescente de GFAP foram realizadas no software

Imagel®, com os resultados expressos como area celular positiva para GFAP (um?).

5.7  AVALIACAO DO CALCIO INTRACELULAR

Os niveis de célcio intracelular em astrécitos hipocampais foram determinados por
meio de ensaio colorimétrico. Para isso, as células foram cultivadas em placas de 24 pogos, na
densidade de 1 x 10° células/pogo, em 150 uL. de meio de manutengdo. Apds os tratamentos
com duracao de 15, 30 ¢ 60 minutos, o meio foi descartado e as células foram coletadas e
homogeneizadas. Aliquotas de 3 pL do homogenato celular foram pipetadas em cada pogo de
uma placa de 96 pogos, seguidas da adicdo de 300 uL do reagente colorimétrico comercial
(Labtest®), conforme as instru¢des do fabricante. As amostras foram incubadas a 37 °C para

permitir a ocorréncia da reagdo enzimatica. Posteriormente, a absorbancia foi determinada em
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espectrofotometro no comprimento de onda recomendado pelo fabricante. As concentragdes

de calcio foram calculadas a partir de curva padrao e expressas em /g de proteina.

5.8 AVALIACAO DO CONTEUDO DE GSH

Apbs os tratamentos, com duragdo de 2 horas e 30 minutos, o meio de cultura foi
removido, e as cé€lulas lavadas duas vezes com PBS gelado (0,01 M; pH 7,4). Em seguida,
adicionou-se 30 pL de coquetel de lise contendo tampao RIPA, inibidores de protease e
ortovanadato de sodio diretamente em cada pogo. Apods incubacdo no gelo por 10 min, o
material foi centrifugado (14.000 rpm, 4 °C, 10 min), ¢ o sobrenadante foi coletado e
armazenado a —80 °C para analises bioquimicas.

A proteina total foi quantificada pelo método de Bradford, utilizando curva padrao de
BSA, com leitura da absorbancia a 595 nm. O contetdo de GSH foi determinado por método
colorimétrico baseado na reacdo com o acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB),
conforme Rahman, Kode e Biswas (2006). Em meio alcalino, o DTNB reage com grupos
sulfidrila, produzindo o composto 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB), de coloragdo amarela, cuja
intensidade ¢ diretamente proporcional a concentragdo de GSH na amostra. Para o ensaio, 100
uL das amostras foram misturados a 100 pL de 4acido tricloroacético (0,0125%),
homogeneizados em vortex e mantidos em gelo por 30 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3.000 rpm, por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante foi coletado para a reacgao
com DTNB.

A curva padrao foi preparada a partir de uma solug¢ao estoque de GSH (1 mg/mL) em
tampao Tris 0,4 M (pH 8,0), seguida de diluicdo seriadas (100 a 0,195 puL/mL). A reagdo
colorimétrica foi realizada em microplaca de 96 pocos, adicionando-se 300 puL de cada ponto
da curva, 80 puL das amostras, 200 pL de tampao Tris (pH 8,0) e, por fim, 5 pL da solucao de
DTNB recém-preparada. A formag¢do do produto amarelo (TNB) foi quantificada
imediatamente a 415 nm em leitor de microplacas. A concentragdo de GSH foi determinada
com base na curva padrao e expressa em pg de GSH por mg de proteina. Os valores foram
normalizados pela concentra¢dao de proteina total de cada amostra, permitindo a comparagao

entre os diferentes grupos experimentais.
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5.9  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como médias + erro padrao da média (EPM). A
analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do
teste post hoc de Tukey para multiplas comparagdes. O nivel de significAncia adotado foi

p<0,05, com teste bicaudal.
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6 RESULTADOS

Nesta secdo, sdo apresentados os resultados do presente trabalho.

6.1 EFEITO CITOTOXICO DO AEME EM ASTROCITOS

A exposi¢do das culturas primarias de astrécitos hipocampais de ratos neonatos ao
AEME por 2 h e 30 min promoveu uma redugdo significativa da viabilidade celular. Nesse
periodo, os valores decresceram de 99,99 + 2,52% no grupo controle para 8,06 + 0,42% nas
culturas tratadas (p<0,001), conforme demonstrado pelo ensaio de MTT (Figura 4). Esses
dados indicam que o AEME exerce acdo citotdxica sobre astrocitos mesmo apds um curto

intervalo de incubacao.

6.2 EFEITO PARADOXAL DO CBD SOBRE ASTROCITOS

A exposicdo isolada ao CBD resultou em redugdo significativa na porcentagem de
células vidveis quando comparada ao grupo controle (99,99 + 2,52% vs. 66,75 + 4,43%;
p<0,001), indicando que o composto, em determinadas condi¢des, pode exercer efeito
citotoxico sobre os astrocitos. Por outro lado, a co-incubagdo de CBD com AEME atenuou
parcialmente a citotoxicidade induzida por este ltimo, elevando a viabilidade celular de 8,06
+ 0,42% para 21,00 = 1,05% (p<0,05), quando comparada ao tratamento com AEME isolado.
Esse achado sugere que o CBD exerce uma agdo paradoxal, embora reduza a viabilidade
astrocitaria quando administrado isoladamente, demonstra um efeito citoprotetor em contexto
de agressao toxica induzida pelo AEME, mitigando, embora nao revertendo completamente, o

dano celular observado (Figura 4).
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Figura 4 — Efeito do AEME e do CBD na viabilidade astrocitaria
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. *** p<0,001 e * p<0,05. N =5 a 10 pogos por
grupo experimental. Canabidiol (CBD, 10 pM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Controle
(DMEM Base); DMSO: dimetilsulfoxido. Fonte: da autora.

6.3  INFLUENCIA DOS RECEPTORES CB1 SOBRE A VIABILIDADE
ASTROCITARIA

A incubac¢do com rimonabanto isolado reduziu significativamente a porcentagem de
células viaveis em comparacdo ao grupo controle (99,99 + 2,52% vs. 77,62 + 4,94%;
p<0,001). Entretanto, a co-incubag¢dao de rimonabanto, CBD e AEME resultou em aumento
significativo da viabilidade celular quando comparada ao tratamento exclusivo com AEME
(8,06 £ 0,42% vs. 27,30 = 1,21%; p<0,001) (Figura 5). Esse achado indica que o CBD exerce

efeito citoprotetor por vias alternativas ao receptor CBI1.
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Figura 5 — Efeito do bloqueio do receptor CB1 sobre viabilidade astrocitaria
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
variancia de uma via (ANOVA), seguido do pods-teste de Tukey.. *** p<0,001. N = 5 a 10 pogos por grupo
experimental. Canabidiol (CBD, 10 uM); Rimonabanto (RIMO, 1 uM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME,
0,1 mM); Controle (DMEM Base); DMSO: dimetilsulféxido. Fonte: da autora.

6.4  INFLUENCIA DOS RECEPTORES TRPV1 SOBRE VIABILIDADE
ASTROCITARIA

A exposicdo isolada com a capsazepina reduziu significativamente a viabilidade
celular em comparagdo ao grupo controle (99,99 + 2,52% vs. 89,02 + 1,44%; p<0,001). A
co-incubacdo com capsazepina, CBD e AEME, por sua vez, aumentou significativamente a
viabilidade quando comparada ao tratamento exclusivo com AEME (8,06 + 0,42% vs. 18,65 +
0,68%; p<0,05). Esses achados indicam que o CBD preserva seu efeito citoprotetor mesmo na

presenga do bloqueio do receptor TRPV1 (Figura 6).
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Figura 6 — Efeito do bloqueio do receptor TRPV1 sobre a viabilidade astrocitaria
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. *** p<0,001 ¢ * p<0,05. N =5 a 10 pogos por
grupo experimental. Canabidiol (CBD, 10 uM); Capsazepina (CAPS, 30 uM); Metil-éster de anidroecgonina
(AEME, 0,1 mM); Controle (DMEM Base); DMSO: dimetilsulfoxido. Fonte: da autora.

6.5 O AEME INDUZ REATIVIDADE ASTROCITARIA

A exposi¢ao das culturas primdrias de astrécitos hipocampais ao AEME por 2 h e 30
min resultou em um aumento significativo da expressdo de GFAP, marcador cldssico de
reatividade astrocitaria. Em comparacao a condig¢do basal (DMEM), o tratamento com AEME
elevou a area média de expressao da proteina de 27078 £ 1966 um? para 38725 £ 3472 pum?
(p<0,05), evidenciando a capacidade desse composto em desencadear um fenotipo reativo
mesmo em um curto intervalo de exposicdo (Figura 7). Esse incremento na expressao de
GFAP sugere que o AEME atua como um agente indutor de alteragdes morfofuncionais nos

astrocitos, reforcando seu potencial neurotoxico e sua influéncia direta na homeostase glial.

6.6 O CBD PROMOVE REATIVIDADE ASTROCITARIA

A exposi¢cdo isolada com o CBD resultou em alteragdes robustas no fendtipo
astrocitario. Observou-se um aumento significativo na expressao de GFAP em comparagdo ao
grupo controle mantido em DMEM (27078 + 1966 pm? vs. 41140 + 3030 um?; p<0,01),

indicando que, mesmo na auséncia de qualquer estimulo citotéxico, o CBD ¢ capaz de
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desencadear um estado reativo nos astrocitos (Figura 7). Esse achado sugere que o composto
modula componentes estruturais gliais, elevando a expressdo do principal filamento
intermediario do citoesqueleto astroglial, o que sugere uma reprogramacao funcional dessas

células em condi¢des basais.

Figura 7 — Efeito do AEME e do CBD na expressao de GFAP
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
varidncia de uma via (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. ** p<0,01. * p<0,05 N = 50 a 64 células por
grupo experimental. Canabidiol (CBD, 10 pM); (Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Controle
(DMEM). Fonte: da autora.

A imunomarcacdo da proteina GFAP em astrocitos hipocampais cultivados sob as
diferentes condigdes experimentais, apresentada na figura 8, evidencia alteragdes
morfoldgicas associadas aos tratamentos testados. A imagem permite visualizar, de forma
qualitativa, a intensidade e a organizagdo das fibras intermediarias gliais, complementando os
resultados quantitativos previamente demonstrados na Figura 7. Observa-se que as
modificagdes na expressdo de GFAP decorrentes da exposicdo ao AEME, ao CBD ou as
combinagdes farmacoldgicas refletem-se diretamente no arranjo estrutural dos astrocitos,

reforcando o envolvimento desses compostos na modulagdo do fendtipo reativo astrocitario.
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Figura 8 — Imagens representativas de imunofluorescéncia para GFAP em astrocitos
hipocampais
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Legenda: Canabidiol (CBD, 10 uM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Controle (DMEM).
Escala: 100 pm. Fonte: da autora.

6.7 INFLUENCIA DOS RECEPTORES CB1 E TRPV1 SOBRE A REATIVIDADE
ASTROCITARIA

Os resultados apresentados a seguir nas Figuras 9 e 10 evidenciam que o bloqueio
isolado dos receptores CB1 ou TRPVI1, por meio do rimonabanto ou da capsazepina,
respectivamente, nao foi capaz de alterar significativamente a expressao da proteina GFAP
quando comparado ao grupo controle. De forma consistente, as culturas expostas a
co-incubacao desses antagonistas com AEME, bem como ao co-tratamento AEME + CBD,

também ndo apresentaram modificagdes estatisticamente significativas nos niveis de GFAP.
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Figura 9 — Efeito do bloqueio do receptor CB1 sobre a expressao de GFAP
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. * p<0,05. N = 50 a 64 células por grupo
experimental. Canabidiol (CBD, 10 puM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Rimonabanto
(RIMO, 1 uM); Controle (DMEM). Fonte: da autora.

Figura 10 — Efeito do bloqueio do receptor TRPV1 sobre a expressao de GFAP
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
varidncia de uma via (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. * p<0,05. N = 50 a 64 células por grupo
experimental. Canabidiol (CBD, 10 uM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); capsazepina (CAPS,
30 uM); Controle (DMEM). Fonte: da autora.



38

Figura 11 — Efeitos do Rimonabanto e da Capsazepina, isolados ou combinados com CBD,
na expressao de GFAP
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Legenda: Canabidiol (CBD, 10 pM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Rimonabanto (RIMO,
1 uM); Capsazepina (CAPS, 30 uM); Controle (DMEM). Escala: 100 um. Fonte: da autora

6.8 EFEITO DO AEME E DO CBD SOBRE O NiVEIS DE GSH EM ASTROCITOS

A exposi¢do a AEME promoveu reducdo significativa dos niveis de GSH em
comparagao ao controle (3,32 = 0,17 vs. 1,47 + 0,36, p< 0,05), indicando comprometimento
do sistema antioxidante nesses astrocitos. De forma semelhante, o tratamento com CBD
isolado também resultou em uma redugdo significativa nos niveis intracelulares de GSH em
compara¢cdo ao grupo controle (3,32 + 0,17 vs. 1,49 + 0,16; p< 0,05), sugerindo que o
composto mesmo na auséncia de insulto téxico, pode interferir na disponibilidade do
antioxidante intracelular. Por outro lado, a coadministracio de CBD com AEME nao
apresentou reducdo adicional significativa dos niveis de GSH em comparagdo aos grupos

tratados isoladamente (Figura 12).
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Figura 12 — Efeito do CBD e do AEME sobre os niveis intracelulares de GSH
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrao da média (EPM) e analisados por meio do teste de
variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. * p<0,05. N = 2 pogos por grupo experimental.
Canabidiol (CBD, 10 uM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Controle (DMEM Base); Fonte: da
autora.

6.9 INFLUENCIA DOS RECEPTORES CB1 NOS NiVEIS DE GSH

O grupo tratado com rimonabanto (RIMO) apresentou niveis intermediarios de GSH,
sem diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, sugerindo que o bloqueio
farmacoldgico de CB1 isoladamente nao altera a homeostase basal de GSH nos astrocitos. Em
contraste, a coadministracdo de RIMO + AEME resultou em niveis significativamente
maiores de GSH em comparagdo ao grupo tratado exclusivamente com AEME (3,46 = 0,16
vs. 1,47 £ 0,36; p< 0,05), indicando que o bloqueio do receptor CB1 pode atenuar
parcialmente a deple¢do de GSH induzida pelo AEME (Figura 13).

Curiosamente, a associagdo de RIMO + CBD + AEME resultou em uma redugao
significativa dos niveis de GSH em comparagdo ao grupo RIMO + AEME (3,46 + 0,16 vs.
0,62 + 0,12; p <0,01), sugerindo que a presenca do CBD anula parcialmente o efeito protetor
do bloqueio de CB1 sobre a disponibilidade de GSH nos astrdcitos hipocampais (Figura 13).

Além disso, os niveis de GSH no grupo tratado com RIMO + AEME foram
significativamente maiores do que os observados no grupo tratado com CBD isolado (3,46 +

0,16 vs. 1,49 £ 0,16; p <0,05) (Figura 13).



40

Figura 13 — Efeito do bloqueio do receptor CB1 sobre os niveis intracelulares de GSH
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
varidncia de uma via (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. * p<0,05 e ** p<0,01. N =2 pogos por grupo
experimental. Canabidiol (CBD, 10 puM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Rimonabanto
(RIMO, 1 uM); Controle (DMEM Base). Fonte: da autora.

6.10 INFLUENCIA DOS RECEPTORES TRPV1 NOS NiVEIS DE GSH

Resultados semelhantes aos observados com o bloqueio farmacologico de CB1 foram
obtidos com o antagonismo de TRPV1. O grupo tratado com capsazepina (CAPS) apresentou
niveis intermediarios de GSH, sem diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Em
contraste, a coadministracdo de CAPS + AEME resultou em niveis significativamente mais
elevados de GSH em comparag@o ao grupo tratado apenas com AEME (4,66 + 0,01 vs. 1,47 +
0,36; p < 0,01), indicando que o bloqueio do receptor TRPVI1 também pode atenuar
parcialmente a deple¢do de GSH induzida pelo AEME.

Curiosamente, a associacado de CAPS + CBD + AEME resultou em uma redugao
significativa dos niveis de GSH em comparagdo ao grupo CAPS + AEME (4,66 + 0,01 vs.
1,28 = 0,11; p< 0,01), indicando perda do efeito observado com a CAPS na presenca do CBD.
Além disso, os niveis de GSH no grupo tratado com CAPS + AEME foram

significativamente maiores do que os observados no grupo CBD isolado (4,66 £ 0,01 vs. 1,49
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+ 0,16; p< 0,01) e no grupo CBD + AEME (4,66 + 0,01 vs. 2,11 + 0,41; p < 0,05) (Figura
14).

Figura 14 — Efeito do bloqueio do receptor TRPV1 sobre os niveis intracelulares de GSH
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
varidncia de uma via (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. * p<0,05 e ** p<0,01. N =2 pogos por grupo
experimental. Canabidiol (CBD, 10 puM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Rimonabanto
(RIMO, 1 uM); Capsazepina (CAPS, 30 uM); Controle (DMEM Base). Fonte: da autora.

6.11 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE CALCIO INTRACELULAR

Aos 15 minutos, os niveis intracelulares de calcio em astrocitos ndo diferiram entre os
grupos. Aos 30 minutos, o AEME aumentou significativamente o célcio em relagdo ao
controle (114,58 + 4,54 vs 395,22 + 0,74; p<0,001), efeito atenuado pela co-incubagao com
CBD + AEME (395,22 + 0,74 vs 213,97 + 3,50; p<0,01), RIMO + AEME (395,22 + 0,74 vs
155,46 + 8,70; p<0,001) ¢ CBD + RIMO + AEME (395,22 + 0,74 vs 151,46 + 3,12;
p<0,001). Curiosamente, apdés 60 minutos, 0 AEME reduziu significativamente o calcio em
comparagdo ao grupo controle (248,04 £ 0,90 vs 91,90 £ 15,01; p<0,01), enquanto a
co-incubagdo com RIMO + AEME (91,90 + 15,01 vs 699,52 + 30,26; p<0,001) e CBD +
RIMO + AEME (91,90 + 15,01 vs 400,63 £+ 14,22; p<0,001) elevou os niveis em relagdo ao
AEME isolado (Figura 15).
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Figura 15 — Efeito do CBD e do antagonista de CB1 sobre o aumento de calcio intracelular
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
variancia de uma via (ANOVA), seguido do pés-teste de Tukey. *** p<0,001 e ** p<0,01. N =2 a 5 pogos por
grupo experimental. Canabidiol (CBD, 10 uM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Rimonabanto
(RIMO, 1 uM); Controle (DMEM Base). Fonte: da autora.

6.12 AVALIACAO TEMPORAL DA CONCENTRACAO DE CALCIO
INTRACELULAR SOB TRATAMENTO COM AEME, CBD E CAPSAZEPINA

Aos 15 minutos ndo houve diferencas entre os grupos. Aos 30 minutos, o AEME
aumentou significativamente o calcio intracelular (114,58 + 0,91 vs 395,22 +0,74; p<0,001).
Esse efeito atenuado pela co-incubagdo com CBD + AEME (395,22 +0,74 vs 213,97 + 3,50;
p<0,01), CAPS + AEME (395,22 £ 0,74 vs 151,49 £ 9,24; p<0,001) e CBD + CAPS + AEME
(395,22 £ 0,74 vs 147,46 =+ 3,10; p<0,001). Aos 60 minutos, os grupos AEME e CAPS
apresentaram reducao significativa dos niveis de calcio intracelular em comparacao ao grupo
controle (248,04 = 0,90 vs. 91,90 + 15,06; 248,04 + 0,90 vs. 77,41 £ 0,14; p < 0,01) (Figura
16).
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Figura 16 — Efeito do CBD e do antagonista de TRPV1 sobre o aumento de calcio
intracelular induzido pelo AEME
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Legenda: Resultados expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
varidncia de uma via (ANOVA), seguido do pés-teste de Tukey. *** p<0,001 e ** p<0,01. N =2 a 5 pogos por
grupo experimental. Canabidiol (CBD, 10 uM); Metil-éster de anidroecgonina (AEME, 0,1 mM); Capsazepina
(CAPS, 30 uM); Controle (DMEM Base). Fonte: da autora.
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7 DISCUSSAO

O AEME tem sido descrito na literatura como um composto neurotdxico derivado da
cocaina, com efeitos deletérios diretos sobre células do SNC. Estudos conduzidos por Garcia
et al. (2019) demonstraram que a exposicdo ao AEME induz citotoxicidade acentuada em
culturas neuronais, caracterizada por reducao da viabilidade celular, disfungao mitocondrial,
comprometimento do metabolismo energético e aumento do estresse oxidativo. A luz desses
achados, os resultados do presente estudo ampliam o entendimento da toxicidade do AEME
ao demonstrar que os astrociticos também constituem alvos diretos desse composto. A
redugdo expressiva da viabilidade astrocitaria apos curto periodo de exposi¢ao indica que o
AEME compromete rapidamente a integridade funcional dessas células, sugerindo que sua
acao toxica no SNC nio se restringe aos neuronios.

Além disso, os resultados de célcio intracelular observados neste estudo reforcam o
perfil citotoxico do AEME e contribuem para a compreensao de seus possiveis mecanismos
de acdo deletéria. A desregulacdo da homeostase de calcio ¢ reconhecida como um evento
central em processos de lesdo celular, uma vez que a sobrecarga de célcio pode comprometer
a produgdo de ATP, favorecer a abertura do poro de transi¢ao de permeabilidade mitocondrial
e intensificar a geracdo de EROs, culminando em dano oxidativo e ativacao de vias de morte
celular (Chun et al., 2020; Li et al., 2022). Dessa forma, o aumento de calcio observado aos
30 minutos pode representar o evento inicial de uma cascata de toxicidade intracelular. Por
sua vez, a redugdo aos 60 minutos ndo necessariamente reflete recuperacdo funcional,
podendo indicar perda de viabilidade celular ou colapso metabodlico. Em astrocitos, essas
alteracdes sdo particularmente criticas, pois a sinaliza¢do de célcio regula fungdes essenciais
como suporte metabdlico aos neurdnios € modulacdo da neurotransmissao (Lee ef al., 2021;
2022;2023).

Adicionalmente, observou-se que 0 AEME promoveu reducao significativa dos niveis
de GSH apo6s 2 horas e 30 minutos de exposi¢do. De forma consistente com nossos achados,
Garcia et al. (2019) demonstraram que o AEME promove uma disfuncdo precoce do sistema
antioxidante dependente da GSH em culturas primarias mistas de células hipocampais,
evidenciada pela reducdo das atividades de GPx, GR e GST em periodos anteriores a perda de
viabilidade celular (3 horas). Esse comprometimento antecede o aumento da peroxidacao
lipidica, detectado apenas em tempos mais tardios, reforcando que a deple¢do de GSH e a

falha da resposta antioxidante constituem eventos iniciais no mecanismo de neurotoxicidade
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induzido pelo AEME. Considerando que os astrocitos desempenham papel central no
fornecimento de precursores de GSH aos neurdnios (Magistretti; Allaman, 2018), a disfungao
antioxidante glial induzida pelo AEME, observada no presente estudo, pode intensificar o
estresse oxidativo no microambiente neuronal, contribuindo para a amplificacdo do dano
neurotdxico associado a exposicao a esse composto.

Além disso, a inducdo de reatividade astrocitaria pelo AEME, evidenciada pelo
aumento da expressao de GFAP, indica que essas células respondem ativamente ao insulto
toxico. Essa reatividade pode ser interpretada como astrocitaria mal-adaptativa, descrito por
Escartin et al. (2021), na qual a ativacdo estrutural ocorre em paralelo ao comprometimento
funcional. Nesse contexto, a acentuada reducdo da viabilidade celular e a deple¢do do sistema
antioxidante observadas no presente estudo sugerem que a ativacao astrocitaria induzida pelo
AEME nao esta associada a um perfil protetor, mas possivelmente a um estado disfuncional.
As alteragdes morfoldgicas observadas por imunofluorescéncia para GFAP corroboram essa
interpretagdo, sugerindo reorganizacdo do citoesqueleto astrocitario, evento frequentemente
associado a disfungdes metabolicas, alteracdes na sinalizagdo intracelular e prejuizo da
comunicagdo glioneuronal.

Dessa maneira, a integragdo dos dados do presente estudo com as evidéncias prévias
sugere que o AEME exerce seus efeitos neurotoxicos por meio de um mecanismo
multicelular, envolvendo ndo apenas neurdnios, mas também astrocitos. A luz desses achados,
que indicam disfungdo antioxidante precoce, desregulagdo da homeostase de calcio e
reatividade astrocitaria mal-adaptativa induzidas pelo AEME, o presente estudo avaliou se o
CBD poderia exercer efeito modulador e potencialmente protetor sobre esses eventos
celulares, considerando sua reconhecida atuacdo sobre vias redox e mecanismos de
sinalizagdo intracelular dependentes de célcio.

Curiosamente, o tratamento com CBD isolado (10 pM) também induziu alteracdes
celulares semelhantes as observadas com o AEME. Especificamente, a exposi¢do ao CBD
resultou em reducdo significativa da viabilidade celular, deplecao dos niveis intracelulares de
GSH e aumento robusto da expressao de GFAP, indicando que esse composto atua como um
modulador ativo do estado funcional astrocitirio, € ndo apenas como um agente passivo.
Esses achados sdo consistentes com os descritos por Juri¢ et al. (2022), que demonstraram que
o CBD, mesmo em concentragdes submicromolares, reduz a viabilidade tanto de neuronios
quanto de astrocitos corticais, efeito atribuido pelos autores a disfungao mitocondrial e a

deplecao de ATP.
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Adicionalmente, o tratamento com CBD isolado esteve associado a reducao dos niveis
intracelulares de GSH, indicando possivel comprometimento da capacidade antioxidante
astrocitaria. Considerando que os astrécitos constituem o principal compartimento celular
responsavel pela sintese, regeneracdo e homeostase da GSH no SNC (Dringen et al., 2025),
alteracdes nesse sistema podem ter impacto relevante sobre o equilibrio redox cerebral.

A sintese de GSH nos astrocitos ocorre no citosol por um processo dependente de
ATP, envolvendo duas etapas enzimaticas sequenciais catalisadas pela y-glutamilcisteina
sintetase (ou glutamato-cisteina ligase) e pela glutationa sintetase. Além do aporte energético,
a disponibilidade dos precursores metabolicos, especialmente cisteina, glutamato e glicina,
constitui um fator limitante critico para a produgdo desse tripeptideo. Nesse contexto,
contexto, Uri¢ et al. (2022) demonstraram que o CBD pode induzir disfungao mitocondrial,
com alteragdes na dindmica mitocondrial e comprometimento da bioenergética celular. Uma
vez que a mitocondria ¢ a principal fonte de ATP, sua disfuncdo pode reduzir a
disponibilidade energética necessaria para a sintese de GSH, contribuindo, a0 menos em
parte, para a diminui¢do observada nos niveis intracelulares desse antioxidante. Assim, os
resultados do presente estudo sugerem que, nas condigdes experimentais empregadas, o CBD
pode ter impactado o metabolismo energético astrocitario, refletindo-se na redugao da GSH.

O aumento da expressdo de GFAP complementa esses achados, indicando que as
alteragdes metabolicas e antioxidantes induzidas pelo CBD estdo associadas a uma resposta
reativa dos astrocitos, na qual a ativagao estrutural pode ocorrer em paralelo ao
comprometimento funcional dessas células, conforme descrito por Escartin et al. (2021).
Nesse ambito, a convergéncia entre os dados do presente estudo e as evidéncias da literatura
contribui para a compreensdo de que os efeitos do CBD sdo fortemente dependentes do
contexto celular e metabolico, ndo se restringindo a um perfil exclusivamente citoprotetor.

Em contraste com os efeitos observados na exposi¢do isolada, a co-administragdo do
CBD com o AEME resultou em uma atenuagdo parcial da toxicidade induzida por esse
composto, evidenciada pelo aumento da viabilidade celular em relagdo ao tratamento com
AEME isolado. Resultados semelhantes foram descritos por Branca et al. (2019) em modelo
de toxicidade induzida por cadmio, no qual o pré-tratamento com CBD (1 uM) atenuou a
perda de viabilidade celular, em culturas neuronais expostas ao metal pesado. Embora os
modelos experimentais apresentem diferencas relevantes, como o tipo celular e a natureza do
agente agressor, ambos os estudos indicam que o CBD ¢ capaz de reduzir a magnitude do

dano celular provocado por insultos quimicos. Em ambos os contextos, o CBD ndo promoveu
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protecdo completa, mas modulou a intensidade da toxicidade, refor¢ando o carater dependente
do contexto de seus efeitos celulares.

De forma similar, os dados de célcio intracelular do presente estudo demonstram que a
co-incubacdo CBD + AEME atenuou significativamente a eleva¢do de calcio induzida pelo
AEME, especialmente aos 30 minutos, periodo em que o pico de sobrecarga foi observado no
tratamento isolado. Essa modulagdo sugere que o CBD limita a magnitude da altera¢do na
sinalizagdo intracelular desencadeada pelo AEME. Tal efeito ¢ compativel com evidéncias de
que o CBD interage com multiplos alvos moleculares capazes de influenciar a dinamica do
calcio intracelular, modulando vias de sinalizacdo dependentes de célcio (Almeida; Devi,
2020).

Diante disso, investigou-se a participacdo dos receptores CB1 e TRPVI1, ambos
amplamente expressos no SNC e reconhecidos como alvos funcionais do CBD (Manzoni,
Manduca; Trezza, 2025; Mujahid et al., 2025). Os resultados mostraram que a modulacao
desses receptores nao alterou significativamente os efeitos do CBD sobre a viabilidade celular
ou a expressao de GFAP, sugerindo que essas respostas ocorrem de maneira independente da
sinalizagdo mediada por CB1 e TRPV1.

No que se refere a dinamica de calcio intracelular, a investigacdo farmacologica
indicou participacao diferencial de CB1 e TRPV1 na elevagdo induzida pelo AEME. Segundo
Fernandez-Moncada et al. (2024), os receptores CB1 em astrocitos sdo acoplados a proteina
Gi/o, cuja ativacao inibe a adenilato ciclase, reduzindo os niveis de AMPc ¢ modulando a
atividade de canais i6nicos, incluindo os canais de célcio dependentes de voltagem. Assim,
essa via regula a mobilizacdo de calcio intracelular, controlando tanto o influxo pela
membrana plasmatica quanto a liberacdo de estoques intracelulares. Em consonancia com
esse mecanismo, nossos resultados mostraram que o bloqueio de CB1 com rimonabanto
reduziu a elevacdo de cdlcio induzida pelo AEME aos 30 minutos, indicando que a ativagdo
do CB1 contribuiria para a sobrecarga inicial de cdlcio observada nesse tratamento. No
entanto, aos 60 minutos, os niveis de calcio aumentaram no grupo RIMO + AEME em
comparacdo ao AEME isolado, sugerindo que, na auséncia da sinalizacao CB1, a c¢lula ativa
mecanismos compensatorios de mobilizagdo de calcio, como canais alternativos de influxo ou
liberacdo a partir de estoques intracelulares, resultando na elevagdo tardia observada. Além
disso, a co-incubagdo de CBD + RIMO + AEME resultou em niveis de calcio menores do que
os observados no AEME isolado, indicando que o CBD exerce efeito modulador sobre a

sobrecarga de célcio por mecanismos independentes da sinalizacdo CB1.
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De acordo com Wang et al. (2023), a ativacao dos receptores TRPV1 promove a
entrada de calcio através da membrana plasmadtica, aumentando rapidamente os niveis
intracelulares de calcio. Assim, o bloqueio de TRPV1 atenuou a elevagdo de calcio
intracelular induzida pelo AEME aos 30 minutos, indicando a participagdo desse canal na
resposta desencadeada pelo composto. Por outro lado, na co-incubagdo com CBD + CAPS +
AEME, os niveis de calcio intracelular permaneceram reduzidos em relagdo ao AEME
isolado, indicando que o efeito modulador do CBD sobre a sobrecarga de calcio ndo depende
da ativagao do TRPV1, nas condi¢des testadas.

Em relacdo a homeostase antioxidante, o bloqueio do receptor CB1 com rimonabanto
atenuou a redu¢do de GSH induzida pelo AEME. De acordo com Cosentino et al. (2024), a
ativacdo de receptores CB1 em astrocitos estd associada ao aumento da producao de EROs,
possivelmente por meio de alteragdes na fungdo mitocondrial e da ativagdo de vias de
sinalizacdo MAP relacionadas ao estresse oxidativo. Nesse contexto, a ativagao desse receptor
pode intensificar o desequilibrio redox celular e, consequentemente, aumentar o consumo
intracelular de GSH. Dessa forma, a inibicdo da sinalizacdo via CB1 pode ter limitado a
producao de EROs e a disfungdo mitocondrial associada, diminuindo a demanda antioxidante
celular, o que se reflete no aumento de GSH detectado nos nossos resultados apds o bloqueio
do receptor. No entanto, a associagdo de RIMO + CBD + AEME aboliu esse efeito protetor,
resultando em uma exacerbacdo da deplecao de GSH. Esse achado sugere que, embora o
bloqueio de CBI seja capaz de atenuar a disfungdo antioxidante induzida pelo AEME, a
presenca do CBD interfere nessa protecdo, possivelmente por acionar vias celulares
independentes de CB1 que convergem para a modulagdo da homeostase da GSH.

De maneira semelhante, o bloqueio do TRPV1 com capsazepina atenuou a reducao de
GSH induzida pelo AEME. Segundo Haustrate et al. (2020) a ativacao de receptores TRPV1
pode promover aumento do calcio citosolico tanto por influxo de membrana quanto por
mobilizacdo de estoques do reticulo endoplasmatico, contribuindo para a desregulagdo da
homeostase de calcio e para ativagdo de vias associadas ao estresse oxidativo. Nesse contexto,
o bloqueio do TRPV1 pode atenuar essa cascata e, consequentemente, contribuir para a
preservacao dos niveis de GSH observado em nossos resultados. Contudo, a co-administragao
de CAPS + CBD + AEME também aboliu o efeito protetor, resultando em acentuada
deplecao de GSH.
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8 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que o AEME exerce efeitos citotoxicos
sobre os astrocitos hipocampais, caracterizados pela reducdo da viabilidade celular,
desregulacdao dos niveis intracelulares de calcio, deplecdo de GSH e indugdo de reatividade
astrocitaria. O CBD modulou parcialmente esses efeitos, atenuando a toxicidade do AEME
sobre a viabilidade celular, bem como pela elevacao dos niveis de célcio. Entretanto, o CBD
também apresentou efeitos diretos sobre astrocitos em condig¢des basais, incluindo diminuigdo
da viabilidade, deple¢do de GSH e aumento da expressdao de GFAP.

A andlise da participacdo dos receptores CB1 e TRPV1 indica o envolvimento dessas
vias na modulacdo da resposta ao AEME, especialmente na regulagdo dos niveis
intracelulares de célcio e da deplecdo de GSH, uma vez que o bloqueio farmacoldgico desses
receptores atenuou a elevagdo de calcio e reduziu o comprometimento antioxidante. Em
contraste, os efeitos observados do CBD, tanto em condicao basal quanto na co-administracao
com o AEME, nao puderam ser explicados pela modulagdo isolada de CB1 ou TRPV1, nao
tendo sido observados impactos significativos dessas vias sobre a viabilidade celular ou a

reatividade astrocitaria nas condi¢des experimentais avaliadas.
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