SOCEPIS &

EFEITOS DO THC E CBD OBTIDOS ATRAVES DA ASSOCIACAO ABRACAM A
SUSCETIBILIDADE A ABERTURA DO PORO DE TRANSICAO DE PERMEABILIADE
MITOCONDRIAL (mPTP), INDUZIDA POR CALCIO, NA PRESENCA E AUSENCIA DE

PILOCARPINA OU 6-OHDA

' Ludmila Aratjo Rodrigues Lima; > Pedro Everson Alexandre de Aquino; * Heberty T. Facundo;
Glauce Socorro de Barros Viana

' Pos-graduanda em Ciéncias Morfofuncionais pela Universidade Federal do Ceara — UFC; 2 Doutor
em Farmacologia pela Universidade Federal do Ceara — UFC; 3 Professor da Universidade Federal
do Cariri - UFCA; # Professora da Universidade Federal do Ceara — UFC.

Area tematica: Temas transversais

Modalidade: Comunicagao Oral

E-mail do autor: ludmilaarlima@gmail.com
RESUMO

INTRODUCAO: O A9-tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD) sdo os principais
compostos farmacologicamente ativos da Cannabis sativa L. Esses compostos apresentam
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e atividade neuroprotetor. As mitocondrias sdo atores
criticos envolvidos tanto na vida quanto na morte celular através de multiplas vias. A integridade
estrutural, o metabolismo e a fungdo das mitocondrias sdo regulados pelo volume da matriz devido a
alteracdes fisiologicas da homeostase i0nica no citoplasma celular e nas mitocondrias. O inchago
excessivo da matriz mitocondrial associado a abertura sustentada do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (mPTP) compromete a fun¢do e a integridade mitocondrial, levando a
morte celular. OBJETIVO: avaliar os efeitos do THC e do CDB no swelling de mitocondrias
cerebrais, a fim de investigar a suscetibilidade a abertura dos PTP, induzida por célcio, na presenca e
auséncia de neurotoxinas, pilocarpina ou 6-hidroxidopamina (6-OHDA). METODOS: Para a
extragdo das mitocondrias cerebrais utilizou-se ratos Wistar, machos. Apos o isolamento das
mitocondrias foi realizado a anélise do swelling mitocondrial in vitro. RESULTADOS: Os dados
obtidos no estudo demonstram que as neurotoxinas, 6-OHDA e pilocarpina, promovem aumento
significativo no swelling mitocondrial, ao passo que a adi¢ao de CDB e THC, em pool mitocondrial
que continham um dos agentes estressores, desencadeou reducdo do inchamento mitocondrial.
CONCLUSAO: Evidencia-se que o THC e o CDB promovem a inibicdo do mPTP, diminuindo o
inchamento mitocondrial excessivo. Com base nesses resultados, levantou-se a hipotese de que ambas
as substancias podem agir como potencial agente terap€utico para o combate da disfuncao
mitocondrial de doengas neurodegenerativas.
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1 INTRODUCAO
Além da func¢do candnica de sintese de ATP, as mitocondrias, sdo o epicentro de muitas vias

metabolicas e diversas fungdes celulares importantes, tais como: homeostase do célcio, metabolismo

inalizacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e defesas antioxidantes, regulagdo de
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canais i0nicos e exocitose, sintese e degradacdo de neurotransmissores e regulacdo da morte celular
(DIMAURO; SCHON, 2003; FLIPPO; STRACK, 2017; GOLPICH et al., 2017).

O cérebro humano apesar de constitui apenas 2% do peso corporal, requer 20% da producao
metabolica de ATP (trifosfato de adenosina). Tamanha demanda energética se relaciona com a
manutengdo das funcdes celulares normais, mas, em particular, para a restaura¢do dos gradientes
i0nicos para permitir potenciais de acdo, neurotransmissdo, fornecer a maquinaria para plasticidade
sindptica e manuten¢cdo das membranas celulares saudaveis e funcionais ao longo de axonios e
dendritos (ATTWELL; LAUGHLIN, 2001; GODOY et al., 2021).

Apesar da miriade de mecanismos patogénicos, a disfungcdo mitocondrial, evidencie-se como
um mecanismo biomolecular associada ao aumento da morte celular e & degeneracdo neural,
relacionando-se com a etiopatogenia de doengas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer,
doenga de Parkinson (DP) e epilepsia (BORDONE et al., 2019; GOLPICH et al., 2017; SHENG et
al., 2012).

A disfungdo mitocondrial € caracterizada pela diminui¢do da expressdo de proteinas de
fosforilagdo oxidativa, prejuizos ao potencial de membrana mitocondrial, reducao na sintese de ATP,
bem como, fissdo mitocondrial aumentada, producdao excessiva de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e liberagao de citocromo c. As mitocondrias respondem a diferentes tipos de agentes
estressores, incluindo o estresse oxidativo e metabolico. Ademais, a sobrecarga de Ca?’, juntamente
com altas concentracdes de ROS e Pi, promove alteragdes na permeabilidade da membrana
mitocondrial, via indugdo da abertura dos poros de transicdo de permeabilidade (mPTP),
desencadeando aumento do volume da matriz mitocondrial. E importante salientar que o inchago
excessivo da matriz mitocondrial compromete a fun¢do bioenergética e a integridade estrutural das
mitocondrias, levando a morte celular (HALESTRAP et al., 1998; RASOLA; BERNARDI, 2011).

A cannabis (Cannabis sativa L.) € conhecida e utilizada desde a antiguidade. Nos tltimos anos,
moléculas de canabinodides, como o canabidiol (CBD) e o A9-tetrahidrocanabinol (THC), tém

chamado atencdo da comunidade cientifica, especialmente devido as suas propriedades anti-

inflamatorias, antioxidantes, antiepilépticos, analgésicos e atividade neuroprotetor (ATALAY;
JAROCKA-KARPOWICZ; SKRZYDLEWSKA, 2019; DAWIDOWICZ; OLSZOWY-TOMCZYK;
TYPEK, 2021; HACKE, et al., 2019; VAN DEN ELSEN et al., 2014).
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Em vista deste panorama a presente pesquisa objetiva avaliar os efeitos do THC e do CDB no
swelling de mitocondrias cerebrais, a fim de investigar a suscetibilidade a abertura do mPTP, induzida
por célcio, na presenga e auséncia de neurotoxinas, pilocarpina ou 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

2 METODO

Animais

Foram utilizados ratos  Wistar, machos, com peso variando entre 250-300g
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. A escolha
de utilizar animais machos para a condugdo do presente estudo ¢ baseada nas evidéncias do papel
neuroprotetor do estrogeno nas fémeas, bem como nas evidéncias que sugerem que os genes dos
cromossomos sexuais contribuem para o viés masculino na DP (LEE et al., 2019). Para os cuidados
com 0s animais, esta pesquisa seguiu os principios éticos da experimentagdo animal instituido pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). Os animais foram
manuseados gentilmente por pesquisador treinado. O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara (CEPA), com protocolo sob n°
291012200.

Protocolo experimental

O estudo contou com uma amostra de 3 ratos machos. Apds o isolamento, o pool mitocondrial
foi exposto a diferentes concentracdes de solugdo de THC e CDB (0, 1, 5 ou 10 ug/mL) e/ou 6-OHDA
(1 pg/mL) e/ou pilocarpina (1 pg/mL), durante um minuto. Em seguida, realizou-se o protocolo de
avaliagdo do swelling mitocondrial.

Isolamento Mitocondrial

Os animais foram sacrificados, por decapitacdo com guilhotina (Harvard, USA), sendo o
encéfalo do animal retirado rapidamente. Logo em seguida, a estrutura foi acomodada sobre placa de
gelo, para entdo isolar-se o cérebro, sendo em seguida o material submetido ao protocolo de
isolamento mitocondrial, conforme descrito por Tahara e colaboradores (2009). A concentracao de
proteina mitocondrial foi determinada espectrofotometricamente de acordo com protocolo de
Bradford (1976), com BSA como padrao.

Swelling mitocondrial

As alteracdes na dispersdo da luz devido a absor¢do e inchago via influxo de Ca** foram

¢s da diminuicdo, ao longo do tempo, da densidade Optica, aferida por
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espectrofotometria e em comprimento de onda de 540 nm. O pool mitocondrial foi incubado em
tampao contendo 150mM de KCI, 10mM de Hepes, 2mM de succinato, 2mM de MgCl2, 2mM de
KH2PO4, 1pg/mL de oligomicina, pH 7,2 (KOH). Para induzir a abertura do poro de transi¢cao de
permeabilidade mitocondrial, adicionou-se 2uM de Ca?". Salienta-se que a dispersdo de luz foi aferida
por 5 minutos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A suscetibilidade a abertura do mPTP foi avaliada através da analise de variagdo da
absorbancia da suspensdo mitocondrial induzida por célcio, onde a diminui¢ao da absorbancia indica
uma intensificagdo do inchamento mitocondrial. Nos resultados apresentados na figura 1 e 2,
podemos observar que tanto a adicdo de 6-OHDA como de pilocarpina, neurotoxinas utilizadas em
modelos experimentais para DP e epilepsia, respectivamente, provocam aumento drastico no swelling
mitocondrial, em comparacdo ao grupo controle. Mudangas no volume mitocondrial ocorrem em
resposta a alteragcdes no equilibrio redox e energéticos da célula. O swelling mitocondrial,
desencadeado pelo mPTP, ¢ impulsionado pela pressdo coloidosmética conferindo um alto gradiente
osmotico através da membrana mitocondrial interna. Além do Ca?’, a abertura do mPTP depende do
pH, do potencial de membrana (A¥m) e do estado redox da célula (BERNARDI; DI LISA, 2015;
HALESTRAP et al., 1998; JAVADOV et al., 2009), sendo o inchago mitocondrial excessivo, um
mediador importante da morte celular (KUSHNAREVA; SOKOLOVE, 2000; MCCOMIS et al.,
2011).

No entanto, a adi¢do de THC (figura 1) ou de CDB (figura 2) em suspensdes de mitocondrias
com 6-OHDA ou pilocarpina apresentaram reducdo significativa do inchago mitocondrial, em
comparagdo com as amostras que continham somente as neurotoxinas, indicando assim diminuigao a
suscetibilidade a abertura do mPTP. Nas amostras livres das neurotoxinas a adi¢do de THC ou CBD
nao desencadeou mudangas significativas ao swelling mitocondrial. Ryan et al. (2009), evidencia que

condi¢des patoldgicas envolvendo disfun¢do mitocondrial e desregulagdo do Ca2+, o CBD pode ser

benéfico na prevengio da sinalizagdo apoptotica, via restauragio da homeostase do Ca®".
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Figura 1: THC e swelling mitochondrial
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Legenda: Efeitos do THC no swelling mitocondrial in vitro de mitocondrias extraidas de cérebro de ratos (3 animais), na
auséncia (A) ou na presenga de 6-OHDA (B) ou de pilocarpina (C). A: a. vs. SHAM; b. vs. 6-OHDA; e¢. vs. PILO
(pilocarpina), p<0,05. B: a. vs. SHAM; b. vs. 6-OHDA, p<0,05. C: a. vs. SHAM; b. vs. PILO; ¢. vs. PILO +THC1,
p<0,05. One-way ANOVA e Tukey para compara¢des multiplas como teste post hoc.

Figura 2: CDB e swelling mitocondrial
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Efeitos do CDB no swelling mitocondrial in vztro de mitocdndrias extraidas de cérebro de ratos (3 animais), na auséncia
(A) ou na presenca de 6-OHDA (B) ou de pilocarpina (C). A: a. vs. SHAM; b. vs. 6-OHDA; c. vs. PILO (pilocarpina),
p<0,05. B: a. vs. SHAM; b. vs. 6-OHDA, p<0,05. C: a. vs. SHAM; b. vs. PILO, p<0,05. One-way ANOVA ¢ Tukey
para comparagdes multiplas como teste post hoc.

4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente estudo sugerem os efeitos biologicamente relevantes
do THC e CDB no funcionamento mitocondrial, uma vez que quando adicionado em amostras
adicionadas de neurotoxinas, esses promoveram o aplacamento do inchamento mitocondrial.

Todavia, destaca-se a necessidade de novas pesquisas que adicionem dados ainda mais robustos sobre

os efeitos do THC e CBD na fun¢@o mitocondrial e sua atuacdo em doencas neurodegenerativas.
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