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CAPITULO 1

EFEITOS DOS ANTAGONISTAS DE RECEPTORES CB1 E CB2 NAS CELULAS
TRONCO MESENQUIMAIS CANINAS ESTIMULADAS COM EXTRATO RICO EM
CANABIDIOL

Resumo:
As células-tronco mesenquimais (MSCs) possuem um potencial significativo para

o tratamento de disturbios neuroinflamatoérios e degenerativos, sendo sua eficacia clinica
amplamente impulsionada por mecanismos paracrinos e pela sinalizagcdo através do
sistema endocanabinoide (ECS) e sua rede lipidica expandida, o endocanabinoma. Este
estudo teve como objetivo avaliar como um extrato rico em canabidiol (CBD) modula os
resultados do antagonismo seletivo dos receptores CB1 e CB2 em células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo canino (CAT-MSCs). As células foram
condicionadas por 24 horas com um extrato rico em CBD (3 puM) isoladamente ou em
combinagcdo com antagonistas de CB1 (AM251) e CB2 (AM630) (1 uM). A morfologia
celular, a viabilidade e a cicatrizacdo de feridas foram avaliadas, juntamente com
andlises de RT-qPCR de citocinas inflamatdrias, fatores neurotréficos e enzimas do ECS.
O condicionamento experimental mostrou-se seguro, preservando plenamente a
integridade celular, altas taxas de viabilidade e a capacidade migratéria funcional em
todos os grupos. Enquanto o blogueio isolado de receptores induziu ampla desregulacao
transcriptbmica e aumentou mediadores inflamatérios, o extrato rico em CBD
isoladamente exerceu um efeito tréfico seletivo, aumentando significativamente a
expressdo de GDNF, HGF e DAGLB. Em especial, a coadministracdo do extrato durante
0 antagonismo de CB1 atenuou significativamente a expressédo de PTGES2, IDO, BDNF,
FAAH e MGLL. Sob blogueio de CB2, o extrato aumentou seletivamente IL-10 e reduziu
os niveis de NOS2. Além disso, o fitocomplexo neutralizou com sucesso a desregulacéo
da biossintese endocanabinoide (NAPEPLD, DAGLA) independentemente das vias
classicas dos receptores. Em resumo, o pré-condicionamento de cAT-MSCs com um
extrato rico em CBD potencializa de forma segura o seu perfil regenerativo. Esta
estratégia de licenciamento farmacologico direciona as células para um fendtipo
altamente terapéutico, preservando a competéncia fisiologica intrinseca, e impulsiona

futuras pesquisas sobre a modulagéo do ECS para maximizar a eficicia terapéutica.

Palavras-chave: Medicina Regenerativa; Terapia celular; Endocanabinoidoma;

Sistema endocanabinoide; Cannabis sativa L., Canabidiol.



EFFECTS OF CB1 AND CB2 RECEPTOR ANTAGONISTS ON CANINE
MESENCHYMAL STEM CELLS PRIMED WITH A CANNABIDIOL-RICH EXTRACT

Abstract:

Mesenchymal stem cells (MSCs) hold significant potential for treating
neuroinflammatory and degenerative disorders, with their clinical efficacy largely
driven by paracrine mechanisms and signaling through the endocannabinoid system
(ECS) and its expanded lipid network, the endocannabinoidome (eCBome). This study
aimed to evaluate the effects of a cannabidiol (CBD)-rich extract on selective CB1 and
CB2 receptor antagonism in canine adipose-derived MSCs (cAT-MSCs). Cells were
primed for 24 h with a CBD-rich extract (3 uM) alone or in combination with CB1
(AM251) and CB2 (AM630) antagonists (1 uM). Cellular morphology, viability, and
wound healing were assessed, along with RT-gPCR evaluations of inflammatory
cytokines, neurotrophic factors, and ECS enzymes. Experimental priming was deemed
safe, fully preserving cellular integrity, high viability rates, and functional migratory
capacity across all groups. While isolated receptor blockade induced broad
transcriptomic dysregulation and upregulated inflammatory mediators, the CBD-rich
extract alone exerted a selective trophic effect, significantly upregulating GDNF, HGF,
and DAGLB. Crucially, co-administration of the extract during CB1 antagonism
significantly attenuated the expression of PTGES2, IDO, BDNF, FAAH, and MGLL.
Under CB2 blockade, the extract selectively increased IL-10 levels and reduced NOS2
levels. Furthermore, the phytocomplex successfully buffered the dysregulation of
endocannabinoid biosynthesis (NAPEPLD, DAGLA) independently of classical
receptor pathways. In summary, priming cAT-MSCs with a CBD-rich extract safely
potentiated their regenerative profile. This pharmacological manipulation licensing
cells while preserving intrinsic physiological competence, driving future research on

ECS modulation to maximize its therapeutic efficacy.

Keywords: Regenerative Medicine; Cell Therapy; Endocannabinoidome;

Endocannabinoid System; Cannabis sativa L., Cannabidiol.
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1. Revisao bibliografica
1.1. Caracterizacéao celular e de acéo classica

As células-tronco mesenquimais (CTMs) constituem uma populacéo celular
de elevado interesse biomédico devido a sua capacidade de autorrenovacao,
multipoténcia e intensa atividade secretéria (GALIPEAU; SENSEBE, 2018). Além
de se diferenciarem em multiplas linhagens celulares mesodermais e, em
determinadas condi¢cGes, em fendtipos de outras origens embrionarias, as CTMs
liberam uma ampla gama de mediadores sollveis, incluindo citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento e moléculas bioativas relacionadas ao sistema
endocanabinoide (CASATI et al., 2021). Esses atributos conferem as CTMs um
papel central em processos de reparacao tecidual, modulacdo imunolégica e
aplicacoes terapéuticas emergentes (BROWN et al., 2019).

A caracterizacdo de CTMs segue os critérios minimos estabelecidos pela
International Society for Cellular Therapy (ISCT), que incluem aderéncia ao plastico,
morfologia fibroblastoide, perfil imunofenotipico especifico e capacidade de
diferenciacdo em linhagens mesodermais osteogénica, condrogénica e
adipogénica (DOMINICI et al., 2006). Adicionalmente, evidéncias recentes
comprovam a competéncia de transdiferenciacdo das CTMs para além da triade
classica, sendo capazes de adquirir caracteristicas gliais e diferenciar-se em
células semelhantes as células de Schwann (FERREIRA et al., 2023).

No caso das CTMs caninas, a caracteristica imunofenotipica é definida pela
expressdo consistente de CD29, CD44 e CD90, acompanhada da auséncia de
marcadores associados a linhagens hematopoiéticas, endoteliais ou imunolégicas,
como CD14, CD34, CD45, CD146, CD11b, CD71 e MHC-II (PERINO et al., 2025;
KANG et al., 2008). As CTMs podem ser isoladas de diversos tecidos, incluindo
tecido adiposo, placenta, sangue periférico, medula Ossea, corddo umbilical,
musculo, tecido fetal e liquido amnidtico (BROWN et al., 2019).

As CTMs também liberam uma variedade de mediadores sollveis como
quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento, RNAs regulatérios (miRNAs e
MRNAS) e endocanabinoides que modulam diretamente a resposta imune e o
microambiente tecidual (BROWN et al., 2019; CASATI et al., 2022; HAZRATI et al.,
2024). Além disso, secretam moléculas capazes de estimular angiogénese,

sinaptogénese, neurogénese e ativacao astrocitaria, ao mesmo tempo em que
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contribuem para a protecdo celular ao atenuar processos apoptoticos (CHANG et
al., 2021).

A liberacdo dessas moléculas pelas células-tronco € mediada por
mecanismos secretérios classicos e nao classicos, abrangendo translocacao
proteica, a exocitose e o encapsulamento em vesiculas ou exossomos (NICKEL;
RABOUILLE, 2009; VAN VLIET et al.,, 2003). O secretoma das CTMs engloba
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, mediadores lipidicos e vesiculas
extracelulares (EVs), incluindo exossomos e microvesiculas, que modulam
processos de angiogénese, neurogénese, inflamagéo, apoptose e remodelacdo
tecidual (GIANNASI et al., 2021). A interacdo entre esses mediadores e 0
microambiente tecidual é particularmente relevante em contextos inflamatoérios, nos
quais as CTMs ajustam seu perfil secretdrio em resposta a estimulos como TNF-a,
IFN-y, hipdxia e gradientes de dano celular. Evidéncias adicionais indicam que as
CTMs derivadas do tecido adiposo canino (CTM-cTAs) secretam fatores como
TGF-B, HGF, PGE2 e IDO, além de expressarem IL-6, IL-8, VEGF e HGF,

reforcando seu potencial imunomodulador e reparador (AMORIM et al., 2020).

1.2. Principais  evidéncias da utilizagdo de  células-tronco
mesenquimais:

A garantia de seguranca clinica da aplicacdo de CTMs e de seu secretoma
apoia-se em uma base de evidéncias consolidada, fundamentada por investigacdes
sistematicas abrangentes que analisaram desfechos adversos em mudltiplas
populacdes (ABDULLAH et al., 2022; CAO, M. et al., 2025; LU et al., 2023; YAN et
al., 2023). Dados provenientes de meta-analises de larga escala indicam que a
administracao celular ndo esta associada a taxas significativas de toxicidade aguda
infusional, formacdo de tecido ectopico ou desenvolvimento de malignidades
imediatas, estabelecendo um perfil de tolerabilidade sistémica favoravel para a
aplicacédo terapéutica (LALU et al., 2016).

Essa estabilidade do perfil de seguranca mantém-se consistente mesmo em
cenarios de alta complexidade fisiopatolégica, como nos acometimentos
neurovasculares isquémicos (SHEN et al., 2024). Meta-analises que avaliaram o
uso de CTMs em pacientes com acidente vascular cerebral (AVC) isquémico
agudo, ndo demonstraram diferenca estatistica significativa na incidéncia de
eventos adversos entre 0s pacientes submetidos a terapia e o grupo controle
(CHANG et al., 2025; HUANG et al., 2024).
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Neste contexto, outra meta-analise em rede analisou a eficacia entre
diferentes fontes celulares, e foi observado que as CTMs derivadas do cordao
umbilical (UC-CTMs) apresentam superioridade especifica no reparo da funcao
neuroldgica quando comparadas a outros tipos celulares (CHANG et al., 2025). A
consisténcia desses beneficios € reforcada por resultados observados na fase
aguda da isquemia, nos quais o transplante de CTMs demonstrou um perfil de
seguranca robusto associado a melhora de déficits neurolégicos, ainda que as
restricbes amostrais evidenciadas nas meta-analises indicam que a consolidacao
desses ganhos clinicos ainda carece de validagdo em ensaios clinicos ampliados
(HUANG et al., 2024; SHEN et al., 2024). Paralelamente, investigam-se alternativas
livres de células (cell-free) para mitigar as complexidades do uso de material
biolégico vivo. Dados atuais sugerem que 0 secretoma, via vesiculas
extracelulares, sustenta o potencial terapéutico no AVC isquémico, oferecendo uma
via que mimetiza os beneficios bioldgicos das CTMs enquanto otimiza a logistica
de aplicacao clinica (ZHANG et al., 2025).

Em modelos animais de danos agudos e traumaticos, como na lesdo da
medula espinhal, a eficacia terapéutica mostra-se dependente das estratégias de
intervencdo. Evidéncias recentes apontam que o transplante realizado na fase
subaguda, preferencialmente pela via intratecal e utilizando células derivadas de
tecido adiposo, oferece os melhores desfechos motores, superando outras
combinagdes temporais ou de origem celular (WANG et al., 2024). Acompanhando
a tendéncia observada em lesbes cerebrais isquémicas, 0 uso de exossomos
derivados de CTMs demonstrou eficacia comparavel ou superior a das células
inteiras em modelos de trauma medular, promovendo regeneracdo axonal e
recuperacao funcional com a vantagem teérica de menor imunogenicidade e maior
estabilidade logistica (SHANG et al., 2024).

Além da recuperacdo motora, o controle da dor neuropatica representa um
alvo clinico critico. InvestigacGes focadas em alteracfes sensoriais revelam que o
transplante de CTMs é eficaz na reducdo da alodinia mecéanica e térmica em
modelos animais de neuropatia periférica, sugerindo uma modulacdo das vias
nociceptivas. Contudo, a literatura ressalta uma limitacdo temporal importante:
enquanto a alodinia responde bem ao tratamento, a hiperalgesia parece ser
refrataria, a menos que a intervencao ocorra em uma janela muito precoce, nos
primeiros dias apos a leséo, indicando que os mecanismos de sensibilizacao central

podem se tornar resistentes a imunomodulacao tardia (HOSSEINI et al., 2015).
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A aplicacdo de CTMs em doencas neurodegenerativas cronicas
fundamenta-se na premissa de que essas células podem induzir neuroprotecéo e
neurogénese em ambientes de perda neuronal progressiva. Em modelos animais
de Doenca de Alzheimer, meta-analises indicam que o transplante de CTMs da
medula 6ssea resulta em melhorias significativas nos déficits cognitivos e de
memoéria, mediadas por mecanismos que incluem a reducdo da deposicdo de
placas amiloides, modulacdo da inflamacdo microglial e estimulo a plasticidade
sinaptica (QIN et al., 2020). Efeitos comportamentais positivos sdo igualmente
observados em modelos de Doenca de Parkinson, onde a terapia celular
demonstrou eficacia na recuperacao da funcdo motora e na protecdo de neurbnios
dopaminérgicos, com analises de subgrupo sugerindo que doses mais elevadas e
a administracao intravenosa podem potencializar os beneficios funcionais nas fases
iniciais da neurodegeneracdo (RIECKE et al., 2015).

Por fim, em patologias neurodegenerativas de etiologia complexa como a
Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) e as ataxias, os resultados, embora
promissores, exigem cautela interpretativa. Em modelos de ELA, o transplante
celular tem sido associado a melhoras neurocomportamentais modestas e ao
retardo da progressao sintomatica, mas a traducéo desses achados para a clinica
depende de uma padronizacao rigorosa dos protocolos de entrega para maximizar
a sobrevivéncia e efeito terapéutico celular (ZHOU et al.,, 2021). De forma
semelhante, nas ataxias cerebelares, revisdes sisteméticas identificaram
tendéncias de melhora funcional e seguranca do procedimento, mas concluem que
a evidéncia atual ainda é insuficiente para estabelecer a terapia como padréo, dada
a escassez de ensaios controlados que definam a janela terapéutica ideal e a
dosagem eficaz (BHARTIYA et al., 2022).

Embora o perfil de seguranca das terapias celulares em doencas
neurodegenerativas se mostre favoravel, a interpretacéo definitiva de sua eficacia
clinica permanece condicionada por barreiras metodolégicas. A meta-analise
conduzida por Van den Bos et al. (2022) destaca que a robustez das conclustes
atuais é limitada pela alta heterogeneidade entre os protocolos incluidos, os quais
variam significativamente quanto a origem celular, dosagem e vias de
administracdo. Embora o perfil de seguranca das terapias celulares se mostre
consistente, a consolidacdo da eficacia clinica é restringida pela heterogeneidade
intrinseca dos produtos e pela variabilidade na definicdo de desfechos, o que impde

a necessidade de padronizar ndo apenas os desenhos experimentais, mas também
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a sistematizacdo do relato de eventos adversos para assegurar a validade
translacional e mitigar vieses (GALIPEAU; SENSEBE, 2018; KITDUMRONGTHUM;
TRACHOOTHAM, 2023; VAN DEN BOS et al., 2022; YANG et al., 2023).

A competéncia terapéutica das CTMs estabelece-se primariamente sobre
sua capacidade de restaurar a homeostase imunologica em cenarios de
cronicidade. Em modelos pré-clinicos de doencas autoimunes, o transplante
dessas células atua na mitigacdo de respostas inflamatorias exacerbadas,
promovendo um ambiente de tolerancia, embora a eficacia varie conforme a
especificidade patolégica do modelo animal (SWAIN et al., 2024). A translacéo
clinica desses achados confirma a utilidade das CTMs como estratégia adjuvante
em doencas reumaticas refratarias, onde revisdes sistematicas demonstram um
perfil de seguranca consistente e efetividade na reducéo da atividade da doenca
(ZENG et al., 2025).

Essa aptidao regulatéria estende-se a contextos de inflamacao aguda critica,
como na fisiopatologia da COVID-19 e da Sindrome do Desconforto Respiratorio
Agudo (SDRA). Ensaios controlados indicam que a terapia celular esta associada
areducao de desfechos fatais e a aceleracdo da recuperacao em pacientes graves,
modulando biomarcadores inflamatoérios e preservando a seguranca pulmonar,
ainda que a padronizacao definitiva dependa de estudos ampliados (CHEN et al.,
2022, 2023; WANG et al., 2022). A poténcia desse efeito imunomodulador é
igualmente critica na profilaxia da Doenca do Enxerto contra Hospedeiro (DECH),
uma vez que meta-analises pré-clinicas confirmam que a terapia preventiva com
CTMs é capaz de reduzir a severidade do quadro e estabelecer tolerancia
sistémica. (MORATA-TARIFA et al., 2020; WANG et al., 2016).

Para além do controle imunolégico, a aplicacdo das CTMs abrange a
restauracao estrutural de tecidos comprometidos. A capacidade osteorregenerativa
dessas células é evidenciada na recuperacdo de defeitos 6sseos periodontais,
onde o tratamento favorece a neoformacdo 6ssea em ambientes previamente
inflamados (CHAUCA-BAJANA et al., 2023). Neste sentido, no manejo de
enfermidades articulares de perfil degenerativo e inflamatério, como a osteoartrite
de joelho, a terapia celular utilizando CTMs derivadas de medula 6ssea demonstrou
superioridade frente a CTMs derivadas de tecido adiposo em alivio de dor e retorno
de funcado articular (TAN et al.,, 2021). Meta-analises de ensaios randomizados

consolidam que as injecOes intra-articulares resultam em melhorias funcionais e
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reducdo da dor, mantendo um perfil de seguranca robusto apesar da
heterogeneidade metodoldgica analisada (TAN et al., 2021; TIAN et al., 2024).

Uma revisao sistematica e meta-analise demonstrou que o uso do secretoma
de CTMs acelera significativamente a cicatrizacéo de feridas, apresentando eficacia
comparavel ou superior as terapias convencionais, com a vantagem de evitar
rejeicdo imunolégica e tumorigenicidade (SUHANDI et al., 2023). Especificamente,
0 potencial terapéutico desses derivados celulares é atribuido a acéo de vesiculas
extracelulares apoptoticas (apoEVs) e vesiculas extracelulares pequenas (SEVS).
Estudos recentes indicam que estes componentes promovem a reepitelizacao e a
regeneracao tecidual em lesdes de pele, estabelecendo-se como uma alternativa
terapéutica viavel e segura para o tratamento de feridas complexas (ZHU et al.,
2025). Um ensaio clinico prospectivo, randomizado e duplo-cego demonstrou que
a injecao perilesional de células-tronco mesenquimais do corddo umbilical humano
(2x105 células/cm?), administrada semanalmente, promoveu uma reducgdo
acelerada da area da lesao e reepitelizacdo superior em Ulceras de pé diabético
refratarias quando comparada ao tratamento convencional com curativos utilizando
preparacbes a base de ions de prata, validando a seguranca e a eficacia
regenerativa do protocolo (ZHANG, J. et al., 2023).

Embora os resultados positivos do uso de células-tronco mesenquimais em
quadros inflamatérios e em processos teciduais regenerativos estejam bem
documentados, ndo hé total elucidagdo de como essas células agem. Expandindo
o paradigma classico, focado na sinalizacao paracrina via proteinas e nucleotideos,
novas fronteiras de comunicacdo intercelular vém sendo discutidas, como
transferéncia mitocondrial, contato celular direto, transporte de contetdo biolégico
via vesiculas extracelulares e sinalizacdo mediada por lipidios inflamatérios,
componentes do endocanabinoidoma (CASATI et al., 2022; CHANG et al., 2021;
LIANG et al., 2014).

Pesquisas recentes de biologia celular demonstram que as CTMs também
produzem e liberam ativamente uma série de lipidios bioativos (CASATI et al.,
2021). Esses lipidios ndo sdo apenas componentes estruturais, mas participam
como sinais coordenados que ajudam a controlar a inflamacgao e a iniciar processos
de reparo, atuando diretamente sobre o sistema imune por meio de mecanismos
relacionados ao endocanabinoidoma (CHIURCHIU, 2016; GALVE-ROPERH et al.,
2013; RUHL et al., 2021). Essa nova compreenséo foi testada em modelo in vitro

de osteoartrite e ao analisar o perfil de secrecdo das CTMs, pesquisadores
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identificaram lipidios enddgenos especificos, como a palmitoiletanolamida (PEA),
que mostrou capacidade real de reduzir a inflamacdo articular, diminuindo
marcadores de dor e degradacéo tecidual de forma similar ao que se espera da
acao terapéutica celular (CASATI et al., 2022; STEELS et al., 2019).

Neste sentido, a participacdo dos receptores enddgenos relacionados se
mostra diretamente interligada a capacidade de regeneracgédo tecidual. A delecao
genética de CB1 e CB2 intensifica a resposta inflamatoria e compromete a
reparacao, resultando em atrasos significativos no processo de cicatrizacao (RUHL
et al., 2021). Em contrapartida, a ativagdo farmacolédgica desta via mediante 0 uso
de A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) melhora a resposta cicatricial em organismos
senescentes, promovendo uma reorganizacao tecidual correlacionada a maior

infiltracdo de células-tronco mesenquimais no sitio da lesdo (PLUM et al., 2025).

1.3. Estratégias de estimulacdo das CTMs

A estimulacdo das células-tronco mesenquimais consolida-se como uma
estratégia fundamental de bioengenharia celular, desenhada para superar a
quiescéncia basal e amplificar funcionalidades terapéuticas especificas através da
manipulacdo do microambiente in vitro (WONG et al., 2025). No espectro da
imunomodulacao, o "licensing" inflamatério com citocinas como IFN-y e TNF-a atua
em multiplos niveis: remodela a arquitetura epigenética dos enhancers para garantir
uma ativacao imunomoduladores celular sustentada (KRAMPERA, 2011; LIN et al.,
2025) e enriguece 0 secretoma com uma rede complexa de fatores anti-
inflamat6rios e moduladores da matriz extracelular (JOSHI et al., 2025). Esta
exposicao controlada instrui a célula a secretar vesiculas extracelulares, lipidos
bioativos e proteinas que orquestram a resolucédo da inflamacdo e a homeostase
tecidual (CAMPOS et al., 2016; D’ARRIGO et al., 2025; GIANNASI et al., 2021,
GONZALEZ-RODRIGUEZ et al., 2025).

Estratégias voltadas para a regeneracdo tecidual utilizam estimulos
guimicos e hipoxicos para redirecionar o fenétipo das CTMs para o suporte trofico.
A aplicacdo de mimetizadores de hipoxia, como o CoCI2, maximiza a bioatividade
das microvesiculas secretadas, conferindo-lhes maior competéncia funcional e
proliferativa de células-tronco hematopoiéticas (PENDSE et al., 2025). De forma
analoga, protocolos de pré-condicionamento com fatores de crescimento
especificos elevam robustamente a expressdo de neurotrofinas criticas, como

BDNF e NGF, otimizando o potencial terapéutico das células para aplicacbes em
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neuroprotecao e reparo de lesdes no sistema nervoso central (PANDAMOOZ et al.,
2025).

A modulacdo do microambiente das células-tronco mesenquimais mediada
por fitocanabinoides, notadamente por extratos ricos em CBD, estabelece-se como
uma estratégia robusta para aprimorar a homeostase celular, protegendo contra o
estresse do reticulo endoplasmético e potencializando a imunomodulagéo através
da reducao de citocinas pro-inflamatérias (BATTISTIN et al., 2024; KOWALCZUK
et al.,, 2022). De forma complementar, a inducéao direcionada da diferenciacéo e
plasticidade celular € governada pela sinalizagdo complexa dos receptores
canabinoides, onde a manipulagédo de CBR1 e CBR2 orquestra a neurogénese e
proliferacdo, enquanto a ativacao de receptores nucleares como PPARYy pelo CBD
define o compromisso adipogénico sem depender das vias classicas (CHANG et
al., 2022; GALVE-ROPERH et al., 2013).

Por fim, a complexidade e heterogeneidade das respostas bioldgicas aos
diferentes estimulos apontam para a necessidade de personalizacdo das terapias
celulares. A integracao da inteligéncia artificial na andlise de dados multi-6micos
emerge como uma ferramenta decisiva para prever desfechos clinicos e identificar
0s protocolos de estimulacdo mais adequados para condi¢des patologicas distintas,
permitindo a transicdo de uma abordagem genérica para uma medicina
regenerativa de precisdo (RAJEEV KUMAR et al., 2025).

1.3.1. Marcadores inflamatorios de interesse

O perfil funcional das CTMs é definido por um secretoma complexo que
orquestra a imunomodulacao e o reparo tecidual. Dentre os principais marcadores
de interesse, destacam-se os reguladores do balanco inflamatério, compreendendo
marcadores de estado inflamatério (TNF-a, IFN-y e NOS2) em contraposi¢céo a
efetores resolutivos e imunossupressores, como a Interleucina-10 (IL-10) e as
enzimas Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e Prostaglandinaendoperoxidase
sintase 2 (PTGES2). Simultaneamente, o potencial neuroregenerativo é sustentado
por fatores neurotroficos criticos, incluindo BDNF, GDNF e HGF, que promovem a

sobrevivéncia celular e a plasticidade sinaptica.

1.3.1.1. PTGES - Prostaglandinaendoperoxidase sintase 2

A Prostaglandina E Sintase 2 (PTGES2) constitui uma enzima chave na via
biossintética da Prostaglandina E2 (PGEZ2), um mediador lipidico pleiotropico
derivado do metabolismo do &cido araquidénico, fundamental na orquestracdo da
resposta inflamatéria, nocicepcao e processos de proliferacdo celular (KE et al.,
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2016). A sintese deste mediador ocorre através de uma cascata enzimética
sequencial, na qual a acao inicial das ciclooxigenases (COX-1 e COX-2/PTGS2)
converte o acido araquidénico em prostaglandina H2, servindo esta de substrato
para a isomerizacdo final mediada por sintases terminais como a PTGES2
(HELLMANN et al., 2015).

No contexto da imunomodulacdo farmacoldgica, evidéncias apontam que o
mecanismo de acdo anti-inflamatéria do canabidiol (CBD) e de extratos de
Cannabis sativa ndo depende, necessariamente, da supressdo direta da
transcricdo de enzimas terminais. Estudos demonstram que o CBD exerce seu
efeito terapéutico predominantemente a montante, através da inibicdo da atividade
e expressao da COX-2 e da reducdo da secrecéo de citocinas pro-inflamatorias
criticas, como TNF-a e IL-6 (BACALIA et al., 2022; ESPOSITO et al., 2021). Desta
forma, a reducéo nos niveis de PGE2 observada em terapias com canabinoides é
frequentemente atribuida a limitacdo da disponibilidade de substrato pela via da
COX-2, sugerindo que a expressao da PTGES2 pode permanecer inalterada

mesmo em cenarios de resolucédo inflamatéria eficaz (PERINO et al., 2025).

1.3.1.2. IDO - Indoleamine-2,3-Dioxygenase

Do ponto de vista mecanistico, a revisdo detalhada por Hui et al. (2025)
estabelece que a IDO orquestra a homeostase imune através do catabolismo
limitante do triptofano. Este processo metabodlico gera um efeito regulador duplo e
sinérgico: primeiramente, a deplecédo local de triptofano ativa vias de reatividade
nos linfécitos vizinhos, resultando no bloqueio do ciclo celular e anergia (HUI et al.,
2025). Simultaneamente, o acumulo de metabdlitos da via da quinurenina atua
como ligante enddgeno para o receptor de hidrocarbonetos de arilo (AhR),
instruindo a diferenciacdo de células T para um fendtipo regulador (Treg) e
consolidando um microambiente tolerogénico robusto (HUI et al., 2025; SU et al.,
2014).

1.3.1.3. TNF-a- Tumor Necrosis Factor Alpha

O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) constitui uma citocina pleiotropica
cuja regulagdo génica reside na regido polimérfica do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), locus 6p21.3, sendo determinante na suscetibilidade
a desordens imunomediadas (HAJEER; HUTCHINSON, 2000). A exposicao das

CTMs a este mediador induz uma reprogramacdo funcional robusta: através da
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ativacao da via de sinalizacdo NF-kB, o TNF-a estimula a transcrigcéo e secregéo
de fatores imunomoduladores solUveis, notadamente a Prostaglandina E2 (PGE2),
a Indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) e o Fator de Crescimento de Hepatdcitos
(HGF). Este secretoma induzido € mecanisticamente responsavel pela supressao
da proliferacdo de linfécitos T e pela conducdo de macrofagos ao perfil anti-
inflamatoério M2 (LI et al., 2023).

Concomitantemente a inducdo do perfil secretor, o TNF-a promove
alteracdes significativas na expressdo de marcadores de superficie e na cinética
celular. Trevizani et al. (2023) evidenciaram que o estimulo com esta citocina em
células-tronco de dentes deciduos resulta na up-regulation da expressédo de HLA-
DR, indicando uma elevacdo na imunogenicidade celular dependente do contexto
inflamatorio. Adicionalmente, esta citocina regula a capacidade migratéria das
CTMs ao induzir a expressdo de moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1) e
quimiocinas (CXCL8, CCL2), facilitando o recrutamento celular para sitios de leséo,
embora a exposicdo crbnica ou em altas concentragcdes possa comprometer a
diferenciacdo osteogénica via inibicdo do fator de transcricdo RUNX2 (LI et al.,
2023; LOPEZ-GARCIA; CASTRO-MANRREZA, 2021; RUHL et al., 2021).

Por fim, a resposta das CTMSs ao TNF-a ndo ocorre de forma isolada, mas
integra-se a outras vias de sinalizacdo, onde a presenca desta citocina altera a
sensibilidade celular a agonistas e antagonistas do sistema endocanabinoide,
modulando a expresséo de co-inibidores como PD-L1 de maneira distinta daquela
observada sob estimulo canabinoide exclusivo (TREVIZANI et al., 2023).

1.3.1.4. IFN-y - Interferon Gamma

O Interferon-Gama (IFN-y) atua como um regulador mestre da plasticidade
imunolbégica das células-tronco mesenquimais, sendo determinante para a
transicdo do estado quiescente para um fenotipo imunossupressor ativo. A
exposicdo a niveis inflamatérios desta citocina desencadeia uma robusta
reprogramacgdo transcriptbmica, essencial para que as CTMs exercam sua
competéncia regulatoria sobre células B e T. Sem este estimulo inflamatorio prévio,
as CTMSs podem apresentar uma eficacia modulatoria limitada (CARVALHO et al.,
2019).

Do ponto de vista mecanistico, esta ativagdo por IFN-y induz aumento da
expressdo da enzima Indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) em CTMs humanas,
catalisando a deplecao de triptofano no microambiente e resultando na inani¢cao

metabdlica que suprime a proliferacdo de linfocitos T e células NK.
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Concomitantemente, o IFN-y eleva a expressao de marcadores imunoldgicos, como
o PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1), e de moléculas de adesao, como a ICAM-
1 (Intercellular Adhesion Molecule 1). A interacao fisica mediada pela ICAM-1 é
critica, pois estabiliza a ancoragem de linfocitos T e macrofagos a superficie da
CTMS, potencializando a sinalizagédo inibitoria via PD-L1/PD-1 e induzindo a
apoptose das células efetoras ou a sua repolarizagdo (CARVALHO et al., 2019;
LOPEZ-GARCIA; CASTRO-MANRREZA, 2021).

A complexidade desta resposta é ampliada pela sinergia com outros
agentes. Nam et al. (2025) demonstraram que o IFN-y, particularmente quando
associado a TNF-a, IFN-a e vitamina B6, modula positivamente a expressao de
galectina-9 (Gal-9), refinando a poténcia imunomoduladora. Adicionalmente, o perfil
de ativacao induzido por IFN-y ndo se restringe a célula, mas é transferido para as
Vesiculas Extracelulares (EVs), que passam a transportar um repertério
enriquecido de miRNas e proteinas anti-inflamatérias capazes de atuar
sistemicamente (LOPEZ-GARCIA; CASTRO-MANRREZA, 2021).

1.3.1.5. IL-10 - Interleukin 10

A Interleucina 10 (IL-10) atua como um regulador negativo mestre da
resposta imune, sendo essencial para prevenir danos teciduais decorrentes de
inflamacé@o excessiva e podendo ser expressa por diversas células mieloides e
linfoides em resposta a estimulos patogénicos (RUTZ; OUYANG, 2016).

No contexto da osteoartrite, o co-cultivo de CTMs do corddo umbilical com
condrécitos induz a secrecdo de IL-10 e TGF-B1, resultando na reducdo de
citocinas inflamatdrias (IL-1B, TNF-a) e na inibicdo da apoptose de condrdcitos via
regulacéo positiva de BCL-2 e negativa de BAX (PAN et al., 2023). A deplecao
funcional de IL-10 anula estes efeitos protetores, confirmando a indispensabilidade
desta citocina para a preservacéo e reparacao da cartilagem articular (PAN et al.,
2023)

Estratégias de bioengenharia indicam que a potenciacdo deste mecanismo
amplia o sucesso terapéutico. CTMs transduzidas para superexpressar IL-10
apresentam maior viabilidade sob privagdo de oxigénio e glicose, promovendo
reducdo superior do tamanho do infarto e da inflamagé&o sistémica em modelos de
infarto do miocardio em comparacao as ceélulas nativas (MENG et al., 2018). De
forma analoga, células-tronco pluripotentes derivadas de CTMs super expressando

IL-10 suprimem a infiltragdo celular pulmonar e a producéo de citocinas do perfil
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Th2 em modelos de inflamacéo alérgica das vias aéreas com eficicia superior as
CTMs nao modificadas (KUANG et al., 2023).

Por fim, a magnitude da expresséo de IL-10 € determinante para a eficacia
diferencial entre fontes celulares. Em modelos de varicocele, células epiteliais
amnidticas (hCEASs) induzem uma razéo IL-10/IL-12 significativamente superior em
comparacao as ceélulas estromais mesenquimais do liquido amniético (h\CRM-LA),
0 que se correlaciona diretamente com uma maior preservacao da
espermatogénese e da fertilidade (PESERICO et al., 2023).

1.3.1.6. NOS2

A Oxido Nitrico Sintase Induzivel (NOS2 ou iNOS) distingue-se das
isoformas constitutivas pela sua capacidade de gerar fluxos sustentados de 6xido
nitrico (NO) na faixa micromolar por periodos prolongados, atuando como um
mediador critico na resposta imune e na sinalizacdo de estresse oxidativo
(THOMAS et al., 2015). A expressao desta enzima € estritamente regulada a nivel
transcricional, sendo induzida em macréfagos e outros tipos celulares por estimulos
pro-inflamatérios como lipopolissacarideos (LPS), IFN-y e TNF-a, através da
ativacao de fatores nucleares como o NF-kB. Sua superproducédo, no entanto, esta
associada a citotoxicidade e danos teciduais severos mediados por espécies
reativas de nitrogénio (AKTAN, 2004).

No contexto da terapia com CTMs, a regulacdo da NOS2 em células-alvo é
um mecanismo central da poténcia anti-inflamatéria e neuroprotetora,
frequentemente mediado por vesiculas extracelulares (EVs). Em modelos de
Doenca de Alzheimer, o tratamento com extravesiculas (EVs) derivadas de CTMs
foi capaz de suprimir significativamente a expressdo de mRNA e proteina da iNOS
em neurdnios expostos ao peptideo amiloide-B, resgatando a plasticidade sinaptica
e revertendo o comprometimento cognitivo (WANG et al., 2018).

Similarmente, em lesdes pulmonares agudas, exossomos derivados de
CTMs derivadas de medula 0ssea atenuaram a inflamacéo ao inibir a polarizacao
de macrofagos para o fenotipo M1 (produtor de INOS) e promover o fenotipo M2,
um efeito mecanisticamente atribuido ao transporte do miR-137-3p que regula
negativamente a proteina TRIM24 (CAOQ, Y. et al., 2025). E neste mesmo sentido,
a internalizacdo de EVs por macrofagos também se demonstrou suficiente para
induzir esta troca fenotipica de M1 para M2, reduzindo a marcacdo por NOS2,
favorecendo a resolucéo de danos teciduais, como observado em modelos de lesao
muscular (LO SICCO et al., 2017).
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1.3.2. Fatores de crescimento de interesse

1.3.2.1. BDNF

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é reconhecido como um
regulador mestre da sobrevivéncia neuronal, diferenciagéo e plasticidade sinaptica,
desempenhando um papel vital na protecdo de populacdes dopaminérgicas em
modelos de doencas neurodegenerativas (PALASZ et al., 2020). No sistema
nervoso central, o BDNF promove a neuroplasticidade e a sobrevivéncia de
neurdnios motores, sendo um agente terapéutico promissor para o tratamento da
doenca de Parkinson e outras neuropatias (POPOVA et al., 2017).

No contexto das CTMs, a secrecdo de BDNF é um componente essencial
de seu secretoma, embora apresente um comportamento marcado por forte
variabilidade interindividual (BALDASSARRO et al., 2023). Evidéncias demonstram
que, apesar de as CTMs derivadas do tecido adiposo serem capazes de produzir e
secretar BDNF, os niveis detectados no meio condicionado e a consequente
eficAcia neuroprotetora e pré-mielinizante variam significativamente entre
diferentes doadores (BALDASSARRO et al., 2023).

1.3.2.2. GDNF

O GDNF é um fator neurotréfico originalmente isolado de linhagens de
células gliais, notorio por sua capacidade de promover a sobrevivéncia e a captacao
de dopamina em neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo (CINTRON-COLON et
al., 2020). Sua sinalizacdo ocorre principalmente através da ativacdo do receptor
tirosina quinase RET, desencadeando vias intracelulares que promovem a saude,
o desenvolvimento e a manutencao da integridade neuronal (PLAZA-MENACHO et
al., 2010).

A aplicacdo de CTMs modificadas para superexpressar GDNF tem
demonstrado resultados superiores em terapias regenerativas, como em modelos
de hemorragia intracerebral, onde estas células restauram a estrutura cerebral e a
funcéo neurologica de forma mais eficaz do que CTMs virgens (JIANG et al., 2023).
Além de proteger os neurdnios do hospedeiro, o GDNF atua aumentando a
capacidade proliferativa e a sobrevivéncia intracraniana das proprias CTMs apés o
transplante, superando a baixa viabilidade celular que frequentemente limita o
sucesso das terapias com células-tronco (SUN et al.,, 2020). Assim, o GDNF
estabelece-se como um fator determinante tanto para o suporte neurotrofico direto
qguanto para a otimizacdo da sobrevivéncia do enxerto celular no microambiente
lesionado (SUN et al., 2020).
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1.3.2.3. HGF

O fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) atua como um ligante essencial
para o recetor Met (ou c-met), desempenhando um papel crucial na sobrevivéncia,
regeneracdo e protecdo de diversos tecidos sob condicbes patoldgicas
(MATSUMOTO et al., 2014). No sistema nervoso central, o HGF exerce uma funcao
neurotréfica robusta, sendo capaz de promover a sobrevivéncia e a maturacéo de
neurénios dopaminérgicos mesencefalicos (HAMANOUE et al., 1996). Estes efeitos
neurotréficos sdo mecanisticamente mediados pela autofosforilacdo do recetor c-
met e pela subsequente ativacdo da via das MAP quinases, resultando numa
protecdo eficaz contra insultos apoptéticos e no incremento da captacdo de
dopamina (HAMANOUE et al., 1996).

Em consonancia com estas propriedades, a secrecao de HGF é identificada
como um dos componentes fundamentais do secretoma das CTMs responsavel
pela regeneracdo de popula¢cées neuronais danificadas, especificamente em
modelos de doencas neurodegenerativas como a de Parkinson LIU et al., 2014). O
recurso a CTMs modificadas para expressar este fator potencializa a capacidade
paracrina das células, favorecendo a sobrevivéncia neuronal e a recuperacao
funcional em cenarios de lesdo (LIU et al., 2014). No entanto, a aplicacdo clinica
desta via deve considerar a variabilidade interindividual inerente as CTMs, uma vez
gue a concentracdo de HGF no meio condicionado pode divergir consideravelmente
entre diferentes doadores, o que condiciona o potencial terapéutico final do
secretoma (BALDASSARRO et al., 2023).

1.4. Cannabis sativa L.

A Cannabis sativa L. secreta mais de 140 fitocanabinoides, contudo, a
caracterizagcdo farmacologica concentra-se predominantemente nos dois
compostos mais abundantes: o Canabidiol (CBD) e o A9-Tetrahidrocanabinol (A9-
THC) (HOURFANE et al., 2023; SAMPSON, 2021).

A complexidade farmacologica da Cannabis sativa transcende a acao
isolada dos fitocanabinoides, constituindo uma "biofabrica" que sintetiza centenas
de metabolitos secundarios bioativos, com destaque funcional para os terpenos e
flavonoides (ANDRE et al., 2016). Os terpenos, como o mirceno, limoneno e B-
cariofileno, desempenham papéis que extrapolam as caracteristicas organolépticas
da planta, atuando como moduladores da permeabilidade celular e agonistas
seletivos de receptores endocanabinoides (GERTSCH et al., 2008. Notadamente,

o pB-cariofileno foi identificado como um ligante funcional do receptor CBZ2,
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conferindo atividade anti-inflamatéria direta sem psicoatividade (GERTSCH et al.,
2008; RUSSO, 2011). Simultaneamente, a matriz vegetal contém flavonoides
exclusivos denominados canflavinas (A, B e C), que demonstram potente atividade
antioxidante e capacidade de inibir a producdo de mediadores inflamatérios como
a prostaglandina E2, estabelecendo uma rede de interagbes moleculares que
amplia o espectro terapéutico para além dos canabinoides isolados (ERRIDGE et
al., 2020).

Essa diversidade fitoquimica fundamenta a superioridade terapéutica dos
extratos "Full spectrum”, os quais preservam a composicao integral dos compostos
nativos da planta em contraste com as formas purificadas. A eficacia destes
extratos baseia-se na teoria do "Efeito Entourage" (Efeito Comitiva), que postula
uma interacdo sinérgica onde 0s componentes menores estabilizam a
farmacocinética e potencializam a farmacodindmica dos fitocanabinoides maiores,
permitindo alcancar respostas terapéuticas robustas com doses significativamente
menores (MAAYAH et al.,, 2020; RUSSO, 2011). Evidéncias clinicas e meta-
analises corroboram que pacientes tratados com extratos ricos em CBD (CBD-rich
extracts) relatam maior eficacia no controle de sintomas e menor incidéncia de
efeitos adversos graves em comparacao aqueles tratados com CBD purificado,
validando a preservacdo da matriz vegetal completa como uma estratégia

farmacoldgica de maior poténcia e seguranca (PAMPLONA et al., 2018).

1.5. Sistema endocanabinoide e endocanabinoidoma como alvos
terapéuticos

A Vinte e trés anos separam o isolamento primario do canabidiol (CBD) da
completa compreensdo de sua conformacdo estereoquimica pela equipe de
Raphael Mechoulam (ADAMS et al., 1940; MECHOULAM; SHVO, 1963). Em um
periodo temporal ainda mais extenso, quase um século transcorreu entre o inicio
da farmacologia canabinoide, inaugurada pelo isolamento parcial do canabinol
(CBN) (WOOD et al., 1899), e a confirmacao disruptiva de que, de forma analoga a
Cannabis sativa L., os animais sintetizam canabinoides enddgenos também
(DEVANE et al., 1992).

A caracterizagao do Sistema Endocanabinoide (SEC) como um mecanismo
fisiol6gico fundamental para a homeostase celular estabelece, atualmente, uma
fronteira terapéutica promissora, impulsionando uma nova geracdo de
investigacodes cientificas em meio ao desenvolvimento global do setor da Cannabis

(SILVER, 2019). Embora a designacao formal deste alvo biolégico date de apenas
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duas décadas, a manipulacdo empirica do SEC atravessa quatro milénios, com
precedentes histéricos na farmacopeia do imperador Shen-Nong atestando a
aplicabilidade terapéutica da planta (GROSSO, 2020), ao passo que compéndios
classicos da Medicina Tradicional Chinesa preconizavam formulacées de Cannabis
sativa L. para a terapéutica de déficits motores, cefaleias, disturbios do sono,
disfungbes menstruais, quadros pruriginosos e transtornos convulsivos (BRAND;
ZHAO, 2017).

Contemporaneamente, a validacdo de canabinoides como agentes anti-
inflamatorios in vitro e in vivo, atuantes na inibicdo de mediadores pré-inflamatorios,
fundamenta a busca por novos protocolos clinicos (HENSHAW et al., 2021).
Embora a translacdo para o cenario clinico demande validacdo adicional, a
modulacao inflamatoria de mediadores lipidicos, principalmente endocanabinoides,
em cenarios de estresse oxidativo ocorre por meio da interacdo com receptores
CB2, identificados como os receptores canabinoides predominantes em leucdcitos.
A ativacao seletiva da via CB2 nestas células imunes desempenha uma funcéo
anti-inflamatéria critica, mitigando a resposta autoimune exacerbada e
estabelecendo uma plausibilidade farmacolégica fundamentada para estratégias
terapéuticas que tenham alvo esta via para desordens imunomediadas refratarias
aos tratamentos convencionais (MICHAELI et al., 2025; WOJCIK et al., 2021).

A presenca do sistema endocanabinoide (SEC) em todo o filo Chordata e
identificacdo anéloga de um mecanismo de sinalizacdo por lipidios bioativos
preservada em invertebrados incluindo moluscos, nematdédeos, cnidarios,
equinodermos, poriferos e artropodes reforca a importancia evolutiva fundamental
deste sistema (CLARKE et al., 2021; MCPARTLAND et al., 2006). O SEC constitui
uma complexa rede formada por receptores especificos, ligantes enddégenos e um
aparato enzimatico dedicado a sintese, transporte e degradacédo dessas moléculas,
gue fazem parte do ciclo do &cido araquidénico (SIMARD et al., 2022). Essa rede
molecular desempenha um papel central na manutencéo da homeostase celular,
estendendo sua influéncia regulatoria para além do sistema nervoso central e
sistema imunologico (FONSECA et al., 2005).

A nocédo de um "SEC expandido” transcende a abordagem classica restrita
a interacdo entre o0s receptores canabinoides classicos e seus ligantes. Essa
perspectiva ampliada, denominada "endocanabinoidoma”, oferece a perspectiva
para compreender a complexidade observada em dados farmacoldgicos antes nao
compreendidos (HIND et al., 2016; PERTWEE, 2007). Ao reconhecer que o



27

microambiente celular impacta desde a disponibilidade de precursores lipidicos até
alteracbes conformacionais de receptores, alterando interagbes com outras
sistemas moleculares de sinalizacdo, alcanca-se uma compreensao mais fidedigna
da complexidade inerente a plasticidade desta rede integrada (DI MARZO; WANG,
2015).

A descoberta de que parte fundamental do efeito terapéutico vem desses
lipidios abre uma brecha importante para o futuro da area: se entendermos que a
"via lipidica" é essencial, podemos manipular formas de preparo ou estimulo para
que as CTMs produzam ainda mais desses compostos benéficos, potencializando
resultados. Para contextualizar os alvos moleculares e as vias metabolicas
subjacentes a essa abordagem, a secdo subsequente delineia a arquitetura
fisiologica do sistema endocanabinoide e sua expansdo conceitual, o

endocanabinoidoma, bem como sua interagdo com a Cannabis sativa.

1.5.1. Receptores canabinoides classicos

A caracterizacdo do sistema endocanabinoide teve como marco inicial a
descoberta do receptor canabinoide tipo 1 (CBR1) em 1988, identificado em tecido
cerebral de ratos por Devane e colaboradores (DEVANE et al., 1988). Estudos
posteriores demonstraram que este receptor esta presente predominantemente no
sistema nervoso, em maior concentracdo nos terminais pré-sinapticos centrais e
periféricos, onde modula a liberacéo de neurotransmissores (IRVING et al., 2002;
LUTZ, 2020). Sua expressao, contudo, ndo se restringe ao tecido neural, sendo
detectada em niveis significativos em gbnadas (testiculos e ovérios), coracao,
pulma&o, timo, baco, amigdalas (tonsilas) e medula éssea (LAWLEY et al., 2025).

Constituindo o0 GPCR mais abundante no cérebro de mamiferos, o CB1R
influencia a homeostase sinaptica através de sua localizacdo pré-sinptica
estratégica, sobretudo em terminais GABAérgicos, e em menor propor¢cdo em redes
glutamatérgicas (BOWERY et al., 1987; HERKENHAM et al., 1990; KATONA et al.,
2000). Sua ativacao deflagra a inibicdo de adenilil ciclase e o bloqueio de canais de
Ca2+ voltagem-dependentes tipo N e P/Q, resultando na supressao retrograda da
liberacdo de neurotransmissores (CHILDERS; DEADWYLER, 1996; TWITCHELL
et al., 1997). Esta modulagcéo sob demanda n&o apenas refina o controle motor nos
ganglios da base e no cerebelo, mas é determinante para a plasticidade sinaptica
no hipocampo, regulando as oscilagbes de rede essenciais para a cognicao e
memoria (HAJOS et al., 2000). A prevaléncia deste receptor no sistema nervoso e

sua capacidade de deprimir a excitabilidade neuronal estabelecem o CB1R como
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via farmacoldgica alternativa contra a excitotoxicidade, embora sua ativagédo cause
os efeitos psicotrépicos classicos relacionados a cannabis (ROSS-MUNRO et al.,
2024; WILSON; MAY, 1975).

Ja o receptor tipo 2 (CBR2) apresenta expressao primaria em células do
sistema imune, orquestrando a quimiotaxia e a secrecédo de citocinas inflamatorias
(HOWLETT, 2002). Embora sua presenca em células neuronais tenha sido
confirmada, a funcionalidade exata do CBR2 neste sistema chama atencao
principalmente por sua presenca microglial, onde sua ativacdo orquestra uma
transicdo fenotipica critica do estado pro-inflamatério para o anti-inflamatério,
suprimindo a liberacdo de citocinas citotdéxicas e promovendo a resolucdo da
inflamacéo e regeneracao tecidual (RATHOD et al., 2023; SHARMA et al., 2025).
Tal relevancia fisiopatoldgica € sustentada por uma drastica up-regulation desses
receptores na microglia ativada durante estados neuroinflamatorios (BENITO et al.,
2003; CHUNG et al., 2016), mitigando mediadores neurotéxicos e regulando a
plasticidade via MAPK/ERK, o que consolida o CBR2 como um alvo terapéutico
para neuroprotecdo isento de efeitos psicotrépicos (ELJASCHEWITSCH et al.,
2006; MACKIE, 2008). Paralelamente, rompendo o dogma da restricdo puramente
glial ou periférica, o CBR2 também exibe expressdo funcional em neurdnios do
SNC: localizado na regido pds-sindptica somatodendritica, sua ativacdo promove
hiperpolarizacdo persistente e modula a excitabilidade e oscilacbes gama no
hipocampo (STEMPEL et al., 2016).

Ambos os receptores canabinoides classicos possuem a capacidade de
ativar a segunda via mensageira das Proteina Quinase Ativada por Mitdgeno
(MAPK) através da estimulacdo das quinases reguladas por sinal extracelular
(ERK) 1 e 2, um processo mediado por subunidades GPBy e [-arrestinas
(BREIVOGEL et al., 2013; HOWLETT; ABOOD, 2017; IBSEN et al., 2019)

Esta cascata de sinalizagc&o culmina na fosforilacao de fatores de transcri¢cao
cruciais para a modulagao da dor, inflamacao e neuroplasticidade. As B-arrestinas
le 2,ao0se acoplarem aos receptores fosforilados por GRKs (G-protein coupled
receptor kinases), atuam nao apenas como mediadores de sinalizacdo, mas
também promovem a dessensibilizacdo e internalizacdo dos receptores, fendémeno
ja caracterizado para o CBR1 no cérebro via (B-arrestina 2 (BREIVOGEL et al.,
2013).

Adicionalmente, os receptores classicos modulam a atividade da adenilato

ciclase (AC), regulando, por consequéncia, os niveis intracelulares de AMP ciclico
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(AMPc) e a atividade da proteina quinase A (PKA) (HOWLETT; ABOOD, 2017). A
complexidade farmacoldgica é ampliada pela formacédo de heterodimeros, onde a
associacdo do CBR1 com outros GPCRs, como os receptores de dopamina (D2),
opioides (u, K, ®) e de orexina (OX1), via sitios alostéricos, resulta em alteractes
estruturais que modificam as propriedades de ligacdo e sinalizacdo do receptor
(PERTWEE et al., 2010).

1.5.2. GPCRs tipo canabinoide

Além dos classicos, outros receptores acoplados a proteina G interagem
funcionalmente com o sistema, sendo classificados como "GPCRs tipo
canabinoide". Destacam-se o GPR18, GPR55 e GPR119, que, apesar da
homologia sequencial limitada com CBR1 e CBR2, exibem sobreposicao
farmacoldgica significativa (PERTWEE et al., 2010).

Historicamente designado como 'receptor endotelial de anandamida’ devido
a sua competéncia em mediar a vasodilatacdo mesentérica endotelial por
mecanismo independente & CB1 e CB2 (JARAI et al., 1999), o GPR18 responde ao
Canabidiol (CBD) como um agonista parcial, ativando a via p42/p44 MAPK,
promovendo efeitos pro-migratérios em células epiteliais endometriais (ZENG et al.,
2024). Sua expressdo em tecidos imunoldgicos (timo, baco, leucdcitos), bem como
em testiculos e mucosa gastrointestinal, sugere envolvimento relevante em
processos inflamatérios e imunes (GANTZ et al., 1997; KOHNO et al., 2006).

O GPR55 distingue-se por ser antagonizado pelo CBD e ativado pelo
lisofosfolipidio endégeno LPI, ndo sendo ativado pelo A9-THC, fosforilando a via
ERK 1/2 (OKA et al., 2007; WHYTE et al., 2009). Por fim, o GPR119 é ativado por
compostos endégenos como oleoiletanolamida, mas nao por fitocanabinoides
classicos como o A9-THC (IRVING et al., 2017).

Devido a sua localizagdo em células pancreaticas (B e PP) e L-intestinais,
responsaveis funcionais pela inducdo da secrecdo de insulina e GLP-1, este
receptor configura-se como um alvo estratégico no manejo farmacoldgico do
diabetes e outras disfuncdes metabdlicas (LAUFFER et al., 2009; SAKAMOTO et
al., 2006; SOGA et al., 2005).

O perfil funcional destes receptores em células-tronco abrange a
participagdo critica em cenarios patoldégicos e na regeneragdo de tecidos.
Investigando a assinatura molecular da ossificagéo heterotopica, a analise de perfis
de expressao génica em células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (BMSCs)

identificou 0 GPR18 como um dos dez principais hub genes na rede de interacao
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proteina-proteina, evidenciando sua potencial relevancia regulatoria na patogénese
desta formacdo Ossea ectopica (YANG et al, 2021). Em células-tronco
mesenquimais isoladas de um paciente com doenca de Gorham-Stout, a expressao
constitutiva do GPR55 sugere sua participacdo na regulacdo da ostedlise e

angiogénese anbmala, caracteristicas da enfermidade (AURILIA et al., 2025).

1.5.3. Canais ionotrépicos (TRPs)

Configurando-se como sensores primarios para uma vasta gama de sinais
celulares e ambientais, os canais de Potencial Receptor Transitério (TRPs) atuam
como efetores ionotropicos: permeaveis a cétions Ca2+ e Mg2+, respondendo a
estimulos fisicos e quimicos (ZHANG, M. et al.,, 2023). No contexto do
endocanabinoidoma, os TRPs atuam de forma promiscua, sendo as subfamilias
anquirina (TRPA), vaniloide (TRPV) e melastatina (TRPM) moduladas diretamente
por fitocanabinoides e endocanabinoides, expandindo a sinalizacdo para além dos
GPCRs classicos (PERTWEE et al., 2010; SAMPSON, 2021). A maioria desses
canais esta intrinsecamente ligada a vias nociceptivas distintas. O TRPM8, por
exemplo, é o sensor primario de frio (ativado por temperaturas <27°C e mentol),
enquanto os canais cationicos nao seletivos TRPV1, TRPV2, TRPV3 e TRPV4 séo
ativados por estimulos térmicos nocivos e quimicos (PERTWEE et al., 2010).

Distinguindo-se mecanisticamente, a subfamilia Candénica (TRPC) operam
predominantemente como canais ativados por receptor (ROCs). A abertura destes
canais ocorre secundariamente a estimulacdo de GPCRs (Gg/11), no qual a
geracdao de diacilglicerol (DAG) via fosfolipase C atua como o gatilho lipidico direto
para a abertura do canal (CHEN et al., 2020; DI MARZO; WANG, 2015). Embora
historicamente associados a nocicepcao térmica e quimica, estes canais assumem
funcdo critica na biologia das células-tronco: o influxo de calcio mediado por TRPC6
orquestra o controle da fase G1/S, em células-tronco mesenquimais derivadas de
medula 6ssea, modulando proliferagédo, regulando ciclo celular e participando da
manutencdo das caracteristicas de autorrenovacao e diferenciagdo (GUO et al.,
2022; ICHIKAWA,; INOUE, 2014).

A caracterizacdo farmacoldgica dos fitocanabinoides sobre a familia TRP
revela um padrdo de modulacdo no qual maioria dos compostos ativos atua como
agonista das isoformas TRPV1-4 e TRPAL, a0 mesmo tempo em que exerce
antagonismo sobre a ativagdo do TRPMS8 induzida por mentol ou icilina (DE
PETROCELLIS et al., 2008, 2011). Neste cenario, o Canabidiol (CBD) e A9-

Tetrahidrocannabivarina (A9-THCV) destacam-se pela elevada promiscuidade
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molecular, comportando-se como moduladores potentes e eficazes em todo o
espectro de canais analisados (DE PETROCELLIS et al., 2011). Especificamente
sobre o TRPV1, o CBD e o Canabigerol (CBG) figuram como os ligantes de maior
poténcia; em contrapartida, o A9-THC exibe uma seletividade singular, ndo
apresentando modulagdo sobre a maioria desses canais, exceto pelo TRPV2, no
qual atua como um potente ativador (DE PETROCELLIS et al.,, 2011). Sua
localizacdo estratégica em neurbnios nociceptivos, endotélio e queratinécitos
posiciona esses canais como alvos terapéuticos promissores para 0 manejo da dor
neuropatica, inflamacao crénica e prurido (FALLAH et al., 2022; WEI et al., 2017;
ZHANG, M. et al., 2023).

1.5.4. Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma (PPARS)

Os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma (PPARS)
compdem uma familia de receptores nucleares que integram o endocanabinoidoma
devido a sua interagdo com diversos ligantes canabinoides. As isoformas PPARa
(predominante em tecido hepatico, renal, cardiaco e muscular) e PPARYy (tecido
linfoide, adiposo e intestino) sdo alvos estratégicos para intervengdes que buscam
efeitos anti-inflamatorios, analgésicos, neuroprotetores e metabotropicos (DI
MARZO; WANG, 2015).

Expandindo o espectro funcional dessa superfamilia, a isoforma PPAR[B/5
emerge como um regulador metabdlico critico na acao terapéutica de células-tronco
mesenquimais. A inibicdo do PPARB/® promove uma reprogramagao metabdlica
em favor da glicélise e o consequente aumento na producdo de lactato é
fundamental para potencializar a a¢do imunossupressora das CTMs sobre a
proliferacdo de linfocitos T (CONTRERAS-LOPEZ et al., 2020). A expressao de
PPAR/6 em CTMs esta relacionada aos seus efeitos cardioprotetores em cenarios
de isquemia-reperfuséo, atuando na reducéo da area de infarto por mecanismos
independentes da supressao inflamatéria classica (NERNPERMPISOOTH et al.,
2021).

Evidéncias adicionais apontam PPARy como regulador em processos
diferenciativos nas CTMs. Sob estresse mecanico, a regulacdo negativa deste
receptor em CTMs da medula 6ssea favorece a transdiferenciagdo em fibroblastos
ligamentosos, enquanto sua superexpressdo ou ativagdo farmacologica reverte
esse processo, mitigando a fibrose tecidual (ZHAO et al., 2018). De forma
correlacionada, o CBD induz a diferenciacdo adipogénica em CTMs atraves da

ativacado do PPARYy, resultando em acumulo lipidico e no aumento da expressao de
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marcadores adipogénicos como CEBPa e FABP4 (CHANG et al., 2025;
PETROCELLI et al.,, 2025). Em contexto inflamatorio, a utilizacdo de CTMs
derivadas de tecido adiposo humano, o tratamento com CBD mitigou a inibicdo da

diferenciacéo adipogénica e condrogénica provocada pelo LPS (RUHL et al., 2018).

1.6. Canabinoides e lipidios bioativos

Os compostos canabinoides, caracterizados primariamente por sua
lipofilicidade e atividade sobre receptores classicos, sdo categorizados em trés
classes distintas: endocanabinoides (produzidos por animais), fitocanabinoides
(metabdlitos secundérios vegetais) e canabinoides sintéticos (HUBERT et al.,
2025).

1.6.1. Endocanabinoides

Os endocanabinoides sdo mediadores lipidicos derivados de acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa (FONSECA et al., 2005). A caracterizacado dos
dois principais representantes, Anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG),
sucedeu a clonagem dos receptores CB1 e CB2 (PERTWEE, 2006).
Farmacologicamente, a AEA atua como agonista parcial de alta afinidade do CBR1
(com atividade negligenciavel em CBR2), enquanto o 2-AG comporta-se como
agonista total moderado para ambos os receptores (BATTISTA et al.,, 2012;
PERTWEE, 2008).

A biossintese desses mediadores ocorre "sob demanda' a partir de
precursores da membrana fosfolipidica, induzida pela elevacao de calcio
intracelular (BATTISTA et al., 2012). AEA é gerada principalmente pela clivagem
da N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE) via enzima NAPE-PLD, enquanto 2-AG é
sintetizado majoritariamente pela diacilglicerol lipase (DAGL) a partir do 2-
araquidonoil-diacilglicerol (DAG) (CRAVATT et al., 1996; SIMARD et al., 2022).
Vias biossintéticas alternativas também foram descritas, como a producéao de AEA
induzida por LPS em macréfagos, envolvendo fosfolipase C e fosfatases
especificas (LIU et al., 2006). A degradacdo de endocanabinoides pode ocorrer por
meio de hidrélise, através de enzimas como amida hidrolase de acidos graxos
(FAAH) e monoacilglicerol lipase (MAGL), ou por oxidagao atraves de uma série de
ciclooxigenases (COX) e lipooxigenases (LOX) (KANO et al.,, 2009; ROUZER,;
MARNETT, 2011). O controle homeostatico depende de vias de degradacéo

eficientes: a FAAH cliva a AEA em acido araquidbnico e etanolamina, enquanto
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MAGL hidrolisa 0 2-AG em &acido araquidbnico e glicerol (FONSECA et al., 2005;
MURATAEVA et al., 2014; ZOU; KUMAR, 2018).

1.6.2. N-aciletanolaminas (NAEs) e monoacilglicerois (2-MAGS) néo
canabinoides

O espectro de ligantes enddgenos abrange compostos estruturalmente
analogos aos endocanabinoides classicos, porém com afinidade especifica aos
receptores que interagem no endocanabinoidoma (BEN-SHABAT et al., 1998; DI
MARZO; WANG, 2015). As N-aciletanolaminas (como PEA, OEA, LEA) e os 2-
monoacilglicerois (como 2-OG e s) compartilham a maquinaria enzimética de
sintese e degradacdo da AEA e do 2-AG, e produzem efeitos variados aos
endocanabinoides classicos (DI MARZO; WANG, 2015; HANSEN et al., 2011).
Apesar da auséncia de interacao direta com 0s receptores classicos, esses lipidios
exercem potentes efeitos biolégicos, incluindo supressdo do apetite, analgesia e
imunomodulacdo mediados pela ativacdo de alvos alternativos como GPR119,
PPARa e receptores vaniloides (DI MARZO; WANG, 2015; HANSEN et al., 2011;
LO VERME et al., 2005).

1.6.3. Fitocanabinoides acidos

Sintetizados como metabdlitos primarios na planta, os canabinoides acidos
(como THCA e CBDA) apresentam baixa atividade nos receptores canabinoides e
auséncia de efeitos psicotrépicos significativos (RUSSO; MARCU, 2017). Nao
obstante, THCA e CBDA demonstram propriedades antieméticas e capacidade de
inibir as enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), elevando indiretamente os
niveis de endocanabinoides (ROCK et al., 2013; RUSSO; MARCU, 2017; TAKEDA
et al., 2008).

1.6.4. Canabidiol (CBD)

Segundo canabinoide mais prevalente, o CBD carece de atividade
psicotropica direta devido a baixa afinidade pelo sitio ortostérico dos receptores
classicos. Atua, primordialmente, como modulador alostérico negativo do CBR1,
mitigando os efeitos do A9-THC e inibindo a internalizacao do receptor (LAPRAIRIE
et al., 2014, 2015). Seu mecanismo de acéo é pleiotrépico, envolvendo receptores
de glicina, opioides, GPR55, GPR18, PPARs e canais TRP. O CBD modula
finamente o tdnus endocanabinoide ao inibir enzimas de degradacao (como FAAH)
e transportadores de recaptacdo, além de influenciar positivamente a sinalizacao
de adenosina (BISOGNO et al., 2001; MECHOULAM et al., 2007). O resultado
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dessa promiscuidade farmacoldégica é uma potente acdo imunomoduladora,
caracterizada pela reducéo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-
y) e equilibrio da resposta imune (IBEAS BIH et al., 2015; RODRIGUEZ MESA et
al., 2021).

No contexto das CTMs o Canabidiol exerce uma modulagdo multifacetada,
cujos mecanismos variam conforme o desfecho celular. A promocdo da
diferenciacdo osteogénica e a manutencdo da viabilidade celular em
microambientes inflamatorios dependem da sinalizacdo do receptor CB2 via p38
MAPK, uma via confirmada pela perda dos efeitos benéficos mediante o uso de
antagonistas especificos (LI et al., 2022). De forma distinta, o potencial adipogénico
do CBD esta relacionado a ativagao direta do receptor nuclear PPARYy, ocorrendo
de maneira independente da heterodimerizacdo com o receptor retinoide X (RXR),
resultando em acumulo lipidico e no aumento da expressao de marcadores génicos
caracteristicos (FELLOUS et al., 2020). J4 a migracdo celular induzida por este
fitocanabinoide envolve uma cooperacdo entre a ativacdo dos receptores CB2 e
inibicdo de GPR55 e FAAH, convergindo para a ativacdo da via de sinalizacao
p42/44 MAPK (SCHMUHL et al., 2014; WOLLANK et al., 2015).

1.6.5. A9-Tetrahidrocanabinol (A9-THC)

O A9-THC, principal constituinte psicoativo, atua como um agonista parcial
do receptor CB1, densamente distribuido no sistema nervoso central, e interage
complexamente com o receptor CB2 de maneira dose-dependente (PERTWEE,
2008). Seu perfil terapéutico inclui analgesia, broncodilatacdo, relaxamento
muscular e neuroprotecdo antioxidante (RUSSO, 2011). Interage também com o
CBR2, exibindo um comportamento dose-dependente complexo. Em
concentragbes nanomolares (<1 pM), inibe receptores 5-HT e ativa GPR18,
GPR55, PPARy, TRPV2 e TRPA1. Em concentracdes micromolares (1-10 pM),
modula canais ibnicos e receptores opioides (PERTWEE et al.,, 2010; RUSSO;
MARCU, 2017). Notavelmente, sua poténcia anti-inflamatdria supera a da aspirina
e hidrocortisona (EVANS, 1991), exercida através da inibicdo da sintese de PGE2
e estimulo de lipoxigenases, sem inibir a COX em doses fisiologicas (BURSTEIN
et al., 1973; RODRIGUEZ MESA et al., 2021; RUSSO, 2008).

O mecanismo pro-migratério é conduzido predominantemente pela ativacédo
do receptor CB1, que aciona a cascata p42/44 MAPK, sendo esta rota confirmada
pelo blogueio de efeito obtido com o uso do antagonista AM251 (LUDER et al.,

2017). Ressalta-se que, neste contexto funcional especifico, a contribuicdo do
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receptor CB2 mostra-se secundaria, confirmando que a eficacia do A9-THC na
mobilizacdo destas células esta atrelada a sua interagdo seletiva com o CB1 e a
dose administrada (LUDER et al., 2017).

A administragao sistémica crénica de uma dose baixa de A9-THC (3 mg/kg)
durante 21 dias reorganizou a dinamica do reparo tecidual em camundongos
fémeas senescentes, atuando decisivamente na modulacdo da fase inflamatéria
(PLUM et al., 2025). A analise imuno-histoquimica demonstrou que o tratamento
atenuou a infiltracdo excessiva de células inflamatérias no primeiro dia pos-
operatorio, reduzindo significativamente a presenca de granulécitos (Ly-6G+) e
macréfagos M1 (Mac-3+), a0 mesmo tempo em que promoveu um aumento de
aproximadamente trés vezes no recrutamento de Células-Tronco Mesenquimais
(CD90+) para o leito da ferida (PLUM et al., 2025). Essa alteracao no perfil celular,
acompanhada pela reducdo dos niveis das citocinas TNF-a e MCP-1, corrigiu o
atraso temporal caracteristico do envelhecimento e resultou na aceleragdo

significativa do fechamento da lesdo cutanea (PLUM et al., 2025).

1.7. Fitocanabinoides em menor quantidade na Cannabis sativa

Além dos constituintes majoritarios, a planta produz uma diversidade de
metabdlitos secundarios com perfis farmacoldgicos distintos. O desafio
contemporaneo reside no aprimoramento genético para selecionar quimiotipos que
maximizem a producdo desses canabinoides menores, visando aplicacfes
terapéuticas especificas (SAMPSON, 2021).

1.7.1. Canabigerol (CBG)

O CBG destaca-se pela potente atividade agonista em adrenoreceptores a2
e inibicdo da recaptacdo de GABA, conferindo-lhe propriedades relaxantes
musculares e antiespasmaodicas superiores as do A9-THC e CBD, sem qualquer
efeito psicotrépico (GRUNFELD; EDERY, 1969). Atua também como agonista
parcial fraco de CB1/CB2 e modulador complexo de canais TRP (antagonista de
TRPMS8, agonista de TRPV1/2/3/4 e TRPAl) (RUSSO; MARCU, 2017).
Investigagdes in vivo confirmam sua eficacia anti-inflamatoria em modelos de colite,
mediada possivelmente pela ativacdo do CBR2 (BORRELLI et al., 2013).
Paralelamente, o potencial neuroprotetor do fitocanabinoide foi evidenciado em
modelos de neurodegeneracao, nos quais a preservacgao da integridade neuronal e

a atenuacdo de déficits motores foram atribuidas a sua potente atividade
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antioxidante e a capacidade de mitigar a reatividade microglial (CALAPAI et al.,
2022).

O tratamento com canabigerol na concentracdo de 5 uM promoveu um
aumento significativo no numero de colbnias viaveis de BMSCs mediante a ativacao
especifica do receptor CB2, conforme demonstrado pela supressédo do efeito na
presenca do antagonista AM630 (FELLOUS et al.,, 2020). Em contrapartida, a
inducdo da adipogénese funcional e a consequente restauracado da sinalizacao
insulinica, ativacdo de AKT e secrecdo de adiponectina ocorrem
independentemente dos receptores canabinoides classicos, sustentando-se
parcialmente na modulag&o do receptor nuclear PPARy (FELLOUS et al., 2020).

1.7.2. Canabinol (CBN)

O canabinol constitui um produto da degradagédo oxidativa do A9-THC,
sendo a aromatizacao de seu precursor natural a via mais efetiva para sua obtencao
(MAIOLI et al.,, 2022). Farmacologicamente, apresenta uma afinidade pelos
receptores CB1 dez vezes inferior a do A9-THC, demonstrando menor eficacia na
inibicdo da atividade da adenilil ciclase mediada por este receptor (RHEE et al.,
1997). Quanto a interacdo com os receptores CB2, o perfil de atividade varia entre
estudos, oscilando de uma poténcia equiparavel a do THC a uma magnitude duas
a quatro vezes menor (MUNRO et al., 1993; RHEE et al., 1997). Além da acdo nos
receptores classicos, 0 composto atua como agonista dos canais TRPV1, TRPV2,
TRPV3 e TRPVA4, estimulando o influxo de calcio e vias dependentes deste ion, ao
passo que exerce um potente antagonismo sobre a ativacdo do canal TRPMS8
induzida por icilina (DE PETROCELLIS etal., 2011). O potencial do CBN na inibicao
da proliferacdo de queratindcitos sugere aplicabilidade no tratamento da psoriase
(RUSSO; MARCU, 2017; SAMPSON, 2021; WILKINSON; WILLIAMSON, 2007).

1.7.3. Canabicromeno (CBC)

O Canabicromeno (CBC) é biossintetizado a partir do 4cido canabigerdlico,
distinguindo-se por nao apresentar psicoatividade e por sua producdo ser
independente do locus alélico que determina os quimiotipos de THC ou CBD na
Cannabis sativa (ZAGOZEN et al., 2021)). Farmacologicamente, sua ag&o
transcende os alvos classicos: atua como um potente agonista dos canais TRPAL
e inibidor da recaptacdo de anandamida, além de evidéncias recentes indicarem
atividade agonista sobre receptores CB2, o que fundamenta suas propriedades
anti-inflamatorias, analgésicas e moduladoras da motilidade gastrointestinal
(SEPULVEDA et al., 2024).
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No nicho de células progenitoras neurais adultas (NSPCs), o CBC exerce
um efeito singular na regulacdo do destino celular in vitro. A promoc¢édo da
viabilidade destas células e o direcionamento para a diferenciacdo neuronal (em
detrimento da astroglial) ocorrem através de um mecanismo independente dos
receptores canabinoides, sendo mediados pela ativagao indireta de receptores de
adenosina A, conforme demonstrado pelo blogueio da resposta na presenca do
antagonista DPCPX (SHINJYO; DI MARZO, 2013).

1.8. Efeito entourage

O termo "efeito entourage” nédo foi cunhado originalmente para descrever
interagBes fitoquimicas, mas sim para elucidar um fendbmeno endogeno de
potenciacdo molecular. Ben-Shabat et al. (1998) identificaram que ésteres de
glicerol inativos, como o 2-linoleoil-glicerol e o 2-palmitoil-glicerol, coexistem com o
endocanabinoide 2-araquidonoilglicerol (2-AG) em diversos tecidos. Embora estes
compostos inativos ndo se liguem aos receptores canabinoides, eles inibem
significativamente a degradacao enzimatica do 2-AG e aumentam sua afinidade de
ligacdo aos receptores, potencializando efeitos analgésicos e comportamentais in
vivo, estabelecendo a premissa de que a atividade bioldgica de um canabinoide
pode ser regulada positivamente por compostos "acompanhantes" que,
isoladamente, seriam inertes (BEN-SHABAT et al., 1998).

A aplicacao deste conceito a farmacologia da Cannabis sativa postula que a
eficAcia terapéutica da planta reside na sinergia entre fitocanabinoides e
terpenoides, superando a acdo de moléculas isoladas através da modulacéo
farmacocinética ou da atuacdo em multiplos alvos para o tratamento de dor,
inflamacéo e ansiedade (RUSSO, 2011). Este potencial sinérgico € teoricamente
amplificado pela complexidade do "endocanabinoidoma”, termo que expande o
sistema endocanabinoide classico para incluir uma vasta rede de enzimas
redundantes, mediadores lipidicos e receptores nao-canabinoides promiscuos,
como PPARs e canais TRP (DI MARZO; WANG, 2015). Neste cenario expandido,
terpenos e canabinoides menores atuariam nestes alvos secundarios,
orquestrando uma resposta terapéutica integrada que néo seria possivel apenas
pela ativacéo direta de CB1 ou CB2 (ANDRE et al., 2024).

Apesar da fundamentacao teorica, a validacdo experimental direta do efeito
entourage enfrenta desafios substanciais de robustez, uma vez que ensaios de
ligacdo radioligante demonstraram que os terpenos mais comuns da Cannabis

(limoneno, mirceno, B-pineno) ndo ativam diretamente os receptores CB1 ou CB2,
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nem alteram alostericamente a sinalizagdo de THC ou 2-AG nestes receptores,
refutando a hipétese de uma interacdo direta em nivel de receptor canabinoide
classico (FINLAY et al., 2020). Adicionalmente, revisdes criticas apontam que
muitos produtos comerciais utilizam o termo como ferramenta de marketing,
carecendo a literatura atual de ensaios clinicos controlados que comprovem que a
adicdo de terpenos especificos a canabinoides purificados resulte em eficacia
clinica superior em humanos (CHRISTENSEN et al., 2023).

Entretanto, a limitacdo na interacdo com receptores classicos nédo anula a
eficicia clinica superior dos extratos, especialmente devido a polifarmacologia do
Canabidiol (CBD). O CBD é intrinsecamente uma molécula "promiscua" que,
diferentemente do THC, exerce sua funcao terapéutica primaria através de uma
vasta rede do endocanabinoidoma, incluindo o agonismo de receptores vaniloides
(TRPV1), serotonérgicos (5-HT1A) e nucleares (PPARYy), além da inibicdo da
recaptacao de anandamida e adenosina (DE ALMEIDA; DEVI, 2020; DI MARZO;
WANG, 2015). Portanto, a eficacia do CBD néo é linear, mas o resultado da
integracdo de mudltiplas vias de sinalizacdo que controlam a inflamacédo e a
excitabilidade neuronal.

A evidéncia mais robusta sobre a vantagem da "matriz complexa" sobre a
molécula isolada em quimiotipos CBD-predominantes provém da observacédo de
gue o CBD purificado apresenta uma curva dose-resposta em forma de sino, onde
a eficacia terapéutica € perdida em doses altas, enquanto o extrato total mantém
uma relacdo dose-resposta linear e continua, atingindo patamares de eficacia
inalcancaveis pelo isolado (GALLILY et al., 2015). A translacdo deste conceito para
a clinica foi corroborada por meta-analises em epilepsia refrataria, revelando que
pacientes tratados com extratos ricos em CBD alcancaram controle de crises similar
ou superior utilizando doses médias significativamente menores (aprox. 6
mg/kg/dia) em comparagcdo aqueles tratados com CBD purificado (aprox. 25
mg/kg/dia), além de reportarem menor incidéncia de efeitos adversos (PAMPLONA
et al., 2018).

Consequentemente, a explicacdo para esta interagcdo explicita em
quimiotipos CBD né&o reside necessariamente na interacéo direta de terpenos com
receptores canabinoides classicos, mas provavelmente via alvos secundarios do
endocanabinoidoma ou interacbes farmacocinéticas, onde compostos menores

inibem enzimas do citocromo P450 ou transportadores de membrana, aumentando
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a biodisponibilidade e a meia-vida do CBD no tecido alvo (BLASCO-BENITO et al.,
2018; RUSSO, 2019).

1.9. Dicotomia dos efeitos dos receptores canabinoides em células tronco

mesenquimais

1.9.1. Receptor CB1

No contexto da cinética celular, a ativagéo do receptor CB1 é o mecanismo
primario pelo qual o A9-tetrahidrocanabinol (THC) induz a motilidade das CTMs. O
pré-tratamento com o antagonista seletivo AM251 suprime quase integralmente a
migracdo induzida por THC, confirmando a dependéncia estrita da via de
sinalizacdo p42/44 MAPK mediada por este receptor (LUDER et al., 2017). Em
contrapartida, embora o canabidiol (CBD) também estimule a migracdo de CTMs,
este processo ocorre de forma independente do receptor CB1, uma vez que a
administracdo de AM251 falha em reverter a resposta migratéria induzida pelo
CBD, que recruta preferencialmente outros alvos moleculares (SCHMUHL et al.,
2014).

Além da motilidade, a sinalizacdo basal ou induzida do CBL1 é critica para a
manutencdo do potencial regenerativo em ambientes inflamatérios. O bloqueio
deste receptor com AM251 em células-tronco do ligamento periodontal (PDLSCs)
resulta na repressdo significativa da diferenciacdo osteo/dentinogénica,
evidenciada pela reducédo da atividade da Fosfatase Alcalina e da formacéo de
nodulos mineralizados, revertendo os efeitos rotetores observados com agonistas
(YAN et al., 2019)

A relevancia terapéutica desta via € corroborada in vivo, no qual o
antagonismo de CB1 compromete a eficacia das CTMs no tratamento da neuropatia
periférica. A injecdo local de AM251 bloqueia a capacidade das células-tronco
transplantadas de restaurar a espessura da bainha de mielina e acelerar a
recuperacdo da marcha, demonstrando que a ativacédo do receptor CB1 é um preé-
requisito funcional para a antinocicepg¢ao e o reparo neural mediados por estas
células (YEROFEYEVA et al., 2023).

Por fim, embora a ativacdo de CB1l seja benéfica para o reparo e
diferenciacéo, a sua superestimulacédo por canabinoides sintéticos potentes pode
ser deletéria. O pré-tratamento com AM251 atenua a disfuncdo mitocondrial e a
citotoxicidade induzida pelo composto MAM-2201 em células neuronais, sugerindo
gue o bloqueio deste receptor pode exercer um papel neuroprotetor frente a insultos

excitotdéxicos ou sobredosagem de agonistas sintéticos (COCCINI et al., 2021).
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1.9.2. Receptor CB2

O bloqueio farmacoldgico do receptor CB2 pelo antagonista seletivo AM630
delineia uma via de sinalizacdo distinta daquela mediada pelo CB1, sendo
determinante para a diferenciacdo celular, imunomodulacao e sobrevivéncia, mas
dispensavel para a motilidade.

No ambito da osteogénese e clonogenicidade, a integridade da sinalizacao
CB2 é um pré-requisito para o recrutamento e maturacdo de progenitores. O
tratamento com AM630 bloqueou o aumento dose-dependente na formacéao de
unidades formadoras de colbnias fibroblasticas (CFU-f) induzido por 2-AG e HU-
210, comprovando que a clonogenicidade de células-tronco mesenquimais da
medula éssea €é mediada especificamente por este receptor (SCUTT,
WILLIAMSON, 2007). Em ambientes inflamatorios, o AM630 reverteu a
diferenciacao osteogénica promovida pelo canabidiol (CBD), anulando a expressao
de marcadores criticos como Runx2 e fosfatase alcalina através da inibicdo da via
p38 MAPK (LI et al., 2022). Adicionalmente, sob condi¢cdes de hipdxia, o pré-
tratamento com AM630 suprimiu a fosforilacdo das vias p38 MAPK e JNK,
impedindo a deposicdo de calcio e a adaptacdo celular ao estresse hipdxico
(ZHANG et al., 2019).

Além da diferenciacéo, o receptor CB2 atua como um "sensor" essencial
para a manipulacao do perfil imunoldgico e a citoprotecao celular. O uso de AM630
aboliu o efeito imunomodulador do pré-tratamento com tetrahidrocanabinol (THC)
em células-tronco mesenquimais, impedindo a aumento de citocinas anti-
inflamatorias (TGF-B, IL-10) e revertendo a capacidade destas células de suprimir
a inflamacdo em macréfagos (XIE et al., 2016). No contexto de sobrevivéncia, o
antagonismo com AM630 eliminou os efeitos protetores do agonista AM1241 contra
danos oxidativos e privacdo de nutrientes, bloqueando a ativacéo da via STAT3 e
a expresséo de Bcl-2 (HAN et al., 2017).

Por fim, a especificidade funcional do receptor CB2 é evidenciada pela sua
nao participagdo na cinética migratoria. Diferentemente do observado com o
receptor CB1, a administracdo de AM630 falhou em inibir a migracéo de células-
tronco mesenquimais estimulada por A9-THC, estabelecendo que a motilidade
celular induzida por canabinoides ocorre de forma independente desta via (LUDER
et al., 2017).

2. Objetivos:

2.1. Objetivos gerais
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Avaliar in vitro a morfologia, viabilidade celular, apoptose, metabolismo
celular, migracdo e expressdo de genes de citocinas inflamatorias, fatores
neurotréficos e de proteinas chave para o funcionamento do sistema
endocanabinoide em células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
caninas apés estimulacdo com extrato full spectrum de predominancia de CBD e
comparar os efeitos quando associado aos antagonistas seletivos de CB1 (AM251),
CB2 (AM630) ou ambos.

2.2. Objetivos especificos
e Avaliar a expressao dos receptores canabindides CB1 e CB2 nas CTM-cTAS;
e Avaliar a morfologia das CTM-cTAs apds pré-condicionamento com extrato de
CBD full spectrum e antagonizacao dos receptores CB1 e CB2;
e Avaliar a viabilidade e apoptose apds pré-condicionamento com CBD e
antagonizacao dos receptores CB1 e CB2;
e Avaliar a expressdao dos seguintes genes nas CTM-cTAs estimuladas com
extrato full spectrum rico em CBD e antagonizacao dos receptores CB1 e CB2:
o Citocinas inflamatérias: PTGES2 (prostaglandina-endoperoxidase
sintase 2), IDO (indoleamina-2,3-dioxigenase), TNF-a (Fator Necrose
Tumoral Alfa), IFN-y (Interferon Gama), IL-10 (interleucina 10) e NOS2
(Oxido Nitrico Sintase 2);
o Fatores neurotréficos: BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro),
GDNF (fator neurotréfico derivado da glia) e HGF (fator de crescimento de
hepatocitos;
o Enzimas metabdlicas do sistema endocanabinoide: NAPEPLD,
DAGLA, DAGLB, FAAH E MGLL.
e Avaliar se o bloqueio dos receptores CB1 e CB2 com antagonistas especificos
reverte o0s efeitos sobre a expressdo génica das citocinas e fatores

neurotroficos, bem como da influéncia no efeito migratorio que sera observado.

3. Hipotese:

De acordo com os achados da literatura sobre a acdo do sistema
endocanabinoide em células-tronco mesenquimais, hipotetizamos que a
estimulacdo das CTM-cTA com extrato rico em CBD (3 uM) aumentaria a expressao
de genes associados as fungdes terapéuticas imunomoduladoras e regenerativas,
além de modular os resultados do antagonismo dos receptores canabinoides,

mitigando possiveis efeitos negativos dessa intervencdo. Assim, o objetivo foi
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avaliar os efeitos desses tratamentos na manutencdo de um perfil celular ndo
deletério e na modulagdo da resposta transcricional de células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo canino, empregando antagonistas
seletivos dos receptores CB1 e CB2 para identificar as vias de sinalizacao
predominantes envolvidas na modulacéo inflamatoria e neurotréfica associada ao

sistema endocanabinoide.
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