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Analise fitoquimica e atividade biologica de Cannabis ruderalis em modelos in
vitro e baseados em células

Resumo

O canhamo é um recurso natural altamente versatil, capaz de dar origem as demais matérias primas
que incluem desde fibras resistentes a sementes altamente nutritivas e uma ampla gama de fitoquimicos
com inumeras propriedades farmacoldgicas associadas. Cannabis ruderalis surge entdo como espécie
representativa de canhamo, recentemente descrita, que apresenta algumas caracteristicas peculiares
que a diferem marcadamente das outras variedades de canabis e que aumentam o interesse na
exploracao e caracterizacao do seu perfil fitoquimico.

Assim, a presente investigacao propde-se a explorar a fracdo de metabolitos secundarios soltveis em
etanol e agua e a atividade antioxidante /n7 vitro e em modelos de levedura Saccharomyces cerevisiae,
desta subespécie pouco relatada em literatura.

Os resultados deste estudo sugerem que todos os extratos de C. ruderalis apresentam atividade
antioxidante confirmada /n wiro, pelos ensaios de DPPH e de sequestro de NO, sendo que o extrato
etanolico a b0% (EE50%) demonstrou ser o extrato que apresenta maior atividade antioxidante e maior
teor de fendlicos, o que levou a sua selecdo para 0s ensaios /1 vivo, com Saccharomyces cerevisiae. Esta
capacidade nao pode ser atribuida a compostos especificos, pois a aplicacdo das técnicas de ESI-MS e
ESI-MS/MS néo foi suficiente para a identificacao de todos os componentes das amostras. /n vivo, através
do ensaio Spot Assay, demonstrou-se que EE50% ndo é toxico as concentracdes de 7,5; 75 e 1000
pg/mL, no entanto a incubacdo das células de S. cerevisiae com EE50% + H»0, resultou numa
diminuicao acentuada da viabilidade, o que sugere um efeito potenciador do H»O, pelo extrato em estudo.
Por ultimo, através de ensaios com estirpes de S. cerevisiae mutadas em yapl e gox1/2/3, verificou-se
que EE50% é um possivel candidato para ativar a resposta ao stress oxidativo, promovendo a expressao
de enzimas envolvidas na defesa antioxidante.

Em jeito de conclusdo, EE50% demonstrou citotoxicidade quando incubado com H»0,, sendo sugerivel
que outras interacdes semelhantes possam decorrer com outros compostos em células humanas, sendo,
portanto, emergente uma padronizacédo e consisténcia dos constituintes quimicos da planta, no sentido
de apoiar a formulacdo de aplicacées farmacoldgicas adequadas, de forma a diminuir os riscos

associados ao consumo de produtos derivados de linhagens de Cannabis medicinal.

Palavras chave: Cannabis ruderalis, canhamo, fitoquimica, citotoxicidade, antioxidante.
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Phytochemical analysis and biological activity of Cannabis ruderalis on in vitro
cell-free and cell-based models

Abstract

Hemp is a highly versatile natural resource that can rise to other raw materials that include resistant

fibers, highly nutritious seeds and a variety of phytochemicals with numerous associated pharmacological
properties. Cannabis ruderalis emerges as a hemp representative species, recently described, that shows
some peculiar characteristics that distinguish it from other varieties of cannabis, which increase the
interest in its further phytochemical exploration and characterization. Thus, the current investigation
proposes to explore the fraction of secondary ethanol and water soluble, as well as the antioxidant activity
of this subspecies, by using the yeast Saccharomyces cerevisiae as a biological model.
The results of this study suggested that all extracts of C. ruderalis show antioxidant activity, confirmed /in
vitro, through by the DPPH and NO scavenging assays. The 50% ethanolic extract (EE50%) revealed to be
the one with the highest antioxidant activity and with the highest phenolic content, which lead to its
selection for the /7 vivo assays, with Saccharomyces cerevisiae. This capacity can't be attributed to
specific compounds, once the application of the ESI-MS and ESI-MS/MS techniques wasn't enough for
the identification of all the components in the samples. Spot assay (/7 vivo experiments) revealed that
EE50% isn't toxic at 7,5; 75 and 1000 ug/mL, however, the incubation of the S. cerevisiae cells with
EE50% + H,0, resulted in a sharp decrease in viability, which suggests a potentialization effect of H,0»
by the extract analysed. Lastly, through spot assay with Saccharomyces cerevisiae strains mutated at
yapl and gpx1/2/3 genes, was verified that EE50% is a possible candidate to activate the response to
the oxidative stress, promoting the expression of enzymes usually involved in in antioxidant defence.

In conclusion, EE50% demonstrates cytotoxicity when incubated with H,0,, suggesting that other
similar interactions may occur with other compounds in human cells, being emergent a standardization
and consistency of plant chemical constituents to support the formulation of appropriate pharmacological
applications in order to mitigate the risks associated with the use of products derived from medicinal

cannabis strains.

Keywords: Cannabis ruderalis, hemp, phytochemistry, cytotoxicity, antioxidant.
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1. Introducao

1.1. Canhamo: Enquadramento Histérico
Originalmente, o termo “canhamo” era uma designacdo comum para todas as plantas herbaceas

pertencentes a espécie politipica da canabis, Cannabis sativa L., amplamente cultivadas pelas suas fibras
resistentes em varias partes do mundo. Atualmente, este conceito passou a estar de certa forma mais
associado a espécie Cannabis ruderalis, desde que esta foi descrita pelo botanico russo D. E.
Janischewsky, em 1924, no Sul da Sibéria (Roskov, 2019), sendo que canhamo é também o nome da
fibra que se obtém a partir destas plantas.

Até hoje, ndo existe ainda um consenso por parte da comunidade cientifica relativamente a
classificacdo deste género, no entanto, apos algumas revisdes da sistematica, o modelo mais aceite
descreve, com base nas diferencas morfolégicas, fitoquimicas e distribuicdo geografica nativa das
diferentes variedades, que Cannabis sativa L. engloba trés subespécies distintas: C. sativa subsp. sativa,
C. sativa subsp. /indica e C. sativa subsp. ruderalis. Contudo, ao longo deste trabalho assume-se C.
ruderalis como sendo uma espécie Unica (descrita por Janischewsky como tal), devido a sua ligacdo com
0 canhamo, ao seu potencial como canabis medicinal e as suas caracteristicas tdo peculiares como a
sua natureza espontanea e a sua capacidade de autofloracdo, que a diferem tdo marcadamente das
variedades safiva e indica e que aumentam o interesse para a exploracao do seu perfil fitoquimico, com
compostos bioativos e interacdes possivelmente nao descritas até a data e promissoras para aplicacao
farmacologica.

A historia de aplicacdo humana das plantas de canabis como farmaco teve inicio por volta do terceiro
milénio antes de Cristo. O primeiro uso de canabis como remédio foi atribuido ao lendario imperador
chinés Shen Nung, que se acredita ter vivido por volta de 2700 a.C. (Pisanti e Bifulco, 2019). Os seus
ensinamentos foram transmitidos de boca em boca antes de aparecerem por escrito em Shen Nung Pen-
Ts'ao Ching, um livro chinés de ervas medicinais cuja origem se perdeu na histéria, sendo hoje alvo de
numerosos mitos e lendas (Jiang et a/, 2006). Na Europa Ocidental, alguns remédios eram também
baseados em extratos de canhamo, sendo que o texto médico do século IX, O/d English Herbarium,
aconselha canhamo triturado para o tratamento de feridas (Pain, 2015). Durante o século XIX, o interesse
médico moderno pela canabis foi atribuido ao médico irlandés William Brooke O'Shaughnessy, cujos
estudos foram de extrema importancia para a introducao de canhamo indiano para a medicina britanica
e norte-americana (Kalant, 2011). Apos ter observado a forma como as pessoas utilizavam o canhamo
indiano como narcotico e remédio, 0'Shaughnessy fez extratos de resina de canabis transformando-os

em comprimidos que possibilitaram o tratamento de célera, convulsdes infantis e até tétano (Pain, 2015).



Ja no presente século XXI, surgiu o primeiro produto a base de canabis, Sativex®, no Canada. Este
medicamento consiste num spray oral com extratos da planta, contendo concentracées semelhantes de
dois dos canabindides mais relevantes, o tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD), sendo que,
hoje em dia, este farmaco é aprovado em 27 paises para tratar a espasticidade em pacientes com
esclerose multipla (Barnes, 2006). Também recentemente (novembro de 2018), foi anunciada uma
nova solucdo oral Epidiolex®, baseada numa formulacdo purificada de CBD, disponivel nos Estados
Unidos, para o tratamento de convulsdes associadas a sindrome de Lennox-Gastaut (LGS) ou sindrome
de Dravet, duas epilepsias graves raras, com inicio na infancia que nao respondem as terapéuticas
convencionais contra a epilepsia (Devinsky et a/, 2018). Ambos os farmacos foram desenvolvidos pela
GW Pharmaceuticals, lider mundial no desenvolvimento e comercializacdo de medicamentos a base de
canabinodides. O mercado comercial europeu (Portugal incluido) e ndo europeu oferece também uma
variada selecdo de produtos legais a base de CBD, obtidos a partir de canhamo, que vao desde 6leos a
capsulas e cremes.

Atualmente, as condicdes privilegiadas do nosso pais — bom clima, abundantes horas de exposicao
solar, terrenos baratos, mao de obra qualificada e a precos competitivos, além da clareza na legislacao
- estao a atrair dezenas de empresas que pretendem tornar Portugal na porta de entrada para o mercado
europeu de canabis medicinal. A Tilray Cantanhede é a empresa pioneira na producdo, importacédo e
exportacdo de canabis medicinal em Portugal sendo apenas uma das 40 companhias que, em cerca de
um ano e meio, registaram na sua atividade econdmica alguma relacdo com o cultivo ou a transformacao
desta planta, nomeadamente para fins medicinais. Tal se tornou possivel, uma vez que a 18 de julho de
2018 foi estabelecido, nacionalmente, o quadro legal para a utilizacado de medicamentos, preparacdes e
substancias a base da planta da canabis para fins medicinais, nomeadamente a sua prescricao e a sua

dispensa em farmacia.

1.2. Cannabis ruderalis: Caracterizacao

1.2.1. A Origem: ruderalis, a “Erva Daninha”
O registro mais antigo descrito para C. ruderalis provém de um historiador viajante grego, Herotodo,

que relatou varios rituais funerarios de citas, tribos nomadas que vagueavam pelas estepes do
Turquestdo a Sibéria, que em modo de purificacdo inalavam a fumaca de sementes de canhamo
lancadas sobre pedras em brasa. Nas montanhas Altai da Sibéria foram entdo encontradas as tumbas
desse povo em que constavam varios timulos, com cadaveres bem preservados e pequenas tendas com

caldeirdes de cobre cheios de pedras, gelo e sementes de canhamo (Stafford, P., 2013). As diferencas



Tabela 1- Classificacio taxondmica da nas sementes foram o que levaram Janischewsky a distinguir C.

espécie Cannabis ruderalis ) L . )
ruderalis (Tabela 1) das espécies /indica e sativa, apesar de hoje

Classificacao . L . .
E serem reconhecidas varias diferencas entre as variedades

Taxondémica

Filo Tracheobionta
Classe Magnoliopsida De notar que a maior diferenca entre as variedades safiva e
Ordem Rosales .. ., .

- indica e ruderalis ¢ a percentagem de THC, o principal
Familia Cannabaceae
Género Cannabis componente psicoativo caracteristico deste género. As duas
Espécie Cannabis ruderalis

primeiras variedades representam entdo plantas com THC
percentual relativamente elevado, enquanto que ruderalis apresenta niveis de THC residuais
(normalmente < 0,2 %) e uma percentagem de CBD consideravel, um canabindide que é associado a
um elevado potencial terapéutico.

O termo ruderalis deriva do latim rudera, plural de radus (Encyclopedia of Life, 2019) que, em termos
ecologicos, € uma designacao dada as comunidades vegetais que se desenvolvem em ambientes
fortemente perturbados pela acdo humana, o que demonstra a natureza de “erva daninha” desta
espécie, que se traduz na capacidade de rapida colonizacao apds recuperacdo ecologica de um meio
ambiente que sofreu alteracdo (Leafly, 2015). Assim, C. ruderalis ndo ¢é fortemente afetada pelas
influéncias ambientais, uma vez que é uma espécie espontanea pois cresce de forma natural, sem
precisar de pesticidas ou herbicidas (Piluzza ef a/,, 2013).

Enquanto que sativa e indica tém as suas origens enraizadas no centro e sul da Asia, C. ruderalis é
nativa da Russia, podendo também ser encontrada crescendo no clima hostil do norte dos Himalaias
(Royal Queen Seeds, 2019). Atualmente, plantacdes similares de C. ruderalis podem ser encontradas na
maioria das areas onde o cultivo de canhamo ja foi prevalente, como América do Norte, Canada e Europa
central e oriental, a maioria delas na Lituania, Bielorrussia, Letonia, Estonia e paises adjacentes

(Amaducci et af,, 2015).

1.2.2. Botanica, Anatomia e Morfologia de C. ruderalis
O género botanico Cannabis representa plantas dicotileddneas, angiospérmicas, geralmente didicas

(condicao sexual natural), com cromossomas sexuais heteromorficos (X e Y) e com o sexo da planta
geneticamente determinado (Kumar et a/,, 2014). No entanto, em condi¢des normais, uma populacao
de canabis pode também ser monoica/ hermafrodita (estado derivado artificialmente), como é o caso da
cultura com que trabalhamos, que compreende flores de ambos os sexos numa Unica planta, que se
tornam distinguiveis com o desenvolvimento da mesma. Na realidade, as variedades de canhamo

produtoras de fibra foram especificamente criadas para serem mondicas, de forma a impulsionar um



aumento na produtividade das sementes, uma vez que os dois sexos produzem fibras e compostos
quimicos com caracteristicas distintas (Andre ef a/, 2016). A maturacdo da semente é o processo que
completa o ciclo de vida da planta, sendo que uma maturacao tardia vai favorecer o acumulo de
canabindides, tornando-se benéfico quando o objetivo é aumentar a quantidade de CBD, mas arriscado
devido a perturbacdo na concentracao de terpenos e fendis uma vez que os canabinoides sao formados
pela condensacado de precursores destes compostos (Clarke e Watson, 2007). Desta forma, as sementes
utilizadas apresentam um ciclo vegetativo médio, de cerca de 135 dias.

Por fim, o que realmente diferencia ruderalis das outras espécies € o seu ciclo de floracdo, que é
induzido de acordo com a sua maturidade, em vez de ser ativado pelo fotoperiodo como as variedades
sativa e indica. As plantas de C. ruderalis geralmente comecam a florescer entre 21 a 30 dias apds as
sementes terem sido semeadas, independentemente do ciclo da luz, sendo, portanto, denominadas
estirpes “autoflorescentes” (Leafly, 2015). A estabilidade e o seu curto ciclo de vida fazem destacar o
seu potencial quando consideramos que esta espécie pode ser utilizada para fins de hibridacdo, uma vez
que as variedades de safiva e indica exigem uma mudanca constante na iluminacao para catalisar o
periodo de floracdo (Royal Queen Seeds, 2019).

Relativamente a morfologia, enquanto as plantas de C. sativa sao altas e de folhas que sdo finamente
recortadas e com segmentos mais estritos ou de C. /ndlica, que representa plantas pequenas, ostentando
folhas mais largas, C. ruderalis raramente cresce mais que um metro de altura e apresenta folhagem
tipicamente aberta, com folhas grandes, que se expressam num tom verde claro, e caules finos mas
bastante fibrosos e resistentes (Ratsch, 2001) (Figura 1). De notar que, o tamanho e a forma dos folhetos
diferem marcadamente, de acordo com a origem genética. As superficies adaxial e abaxial apresentam
tricomas dispersos e resinosos, capazes de segregar e armazenar uma série de metabolitos secundarios,
que podem atuar como mecanismo de defesa da planta (Dayanandan e Kaufman, 1976), e que incluem
compostos como terpenos, fendlicos (alvos de estudo) e os demais canabinoides, sendo portanto,
considerados como pequenas fabricas de fitoquimicos com multiplas aplicacdes biotecnologicas. Assim,
na taxonomia vernacular de hoje, o conceito “ruderalis” é aplicado a plantas que exibem de uma a trés
caracteristicas: CBD > THC, morfologia de tipo espontanea ou floracdo precoce (autoflorescente)

(McPartland, 2018).
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Figura 3 - Representacao das diferencas morfologicas (altura, caule e
folha) entre as variedades sativa, indica e ruderalis, destacada a verde.
Adaptado de: Leafly, 2015.

1.3. Constituintes do Canhamo: Fitoquimica da Planta
Numerosos compostos naturais sdo produzidos pelo género Cannabis, através do metabolismo

secundario. Estes incluem terpenos, compostos fendlicos e, em particular, os canabindides, alvo de
maior parte dos estudos incidentes nas propriedades da planta (EISohly ef a/, 2017). Embora as
propriedades farmacoldgicas dos canabindides tenham sido extensivamente estudadas e estes sejam os
bioativos de canhamo mais reconhecidos, varios dos restantes componentes constituintes do género tém
também sido associados a potentes propriedades promotoras da salde, apesar dos estudos referentes
nao serem abundantes. Tal, pode justificar-se pelo facto de que as investigacdes normalmente aplicadas
aos fitoquimicos da planta, bem como o amplo uso terapéutico generalizado dos produtos derivados da
mesma, terem sido limitados ao longo do tempo por varias razdes, que vao desde a ilegalidade do cultivo,
a variabilidade dos demais compostos ativos ou até a reduzida abundancia dos mesmos. Assim sendo,
as atencdes deste estudo direcionam-se para os componentes ativos da canabis, ndo psicotropicos, com
0 objetivo de alargar o espectro de informacdo baseada nas espécies pertencentes ao género,
nomeadamente C. ruderalis, uma espécie com caracteristicas tdo peculiares como a sua natureza
espontanea ou a sua independéncia do fotoperiodo, que podem conferir a planta um perfil fitoquimico

que inclui compostos e interacdes, nao descritas até a data. Pela limitacao encontrada perante literatura



especifica para o modelo bioldgico em estudo, a informacao utilizada na proxima seccéo é referente a

todas as plantas pertencentes ao género Cannabis.

1.3.1. Fitocanabindides e Sistema Endocanabinéide
Canabinoide ¢ um termo genérico para descrever qualquer substancia, seja ela natural ou sintética,

que ative ou interaja diretamente com os recetores canabinoides do tipo 1 (CB1) ou com os recetores
canabinoides do tipo 2 (CB2) (pertencentes ao sistema endocanabinoide, que sera abordado de seguida).
As varias classes englobam fitocanabindides, que sdo compostos derivados das plantas de canabis,
estruturalmente relacionados com o THC e o CBD; os endocanabinoides, que sdo encontrados no
sistema nervoso e imunologico de alguns animas e seres humanos e 0s canabindides sintéticos, uma
diversidade de substancias sintetizadas e com similaridade estrutural com os canabindides naturais, que
apresentam também capacidade para se ligar tanto aos recetores CB1 como aos recetores CB2 (Lambert
e Fowler, 2005).

Os fitocanabindides sdo compostos terpenofenolicos que representam um grupo de 21C ou 22C, nas
suas formas carboxiladas. Mais de 90 fitocanabindides diferentes (Fischedick et a/, 2010; Radwan et a/.,
2009), geralmente classificados em 10 classes (Brenneisen, 2007), foram ja reportados na literatura,
sendo que os compostos predominantes sdo o acido tetra-hidrocanabinélico (THCA), predominante na
canabis psicotropica (C. sativa subsp. sativa e C. sativa subsp. /ndica) e o acido canabidiolico (CBDA),
predominante na canabis tipo fibra (C. ruderalis). Nos tecidos vegetais, mais especificamente nas
cavidades secretoras dos tricomas glandulares e principalmente em flores femininas, os fitocanabindides
sao sintetizados a partir de precursores de acidos gordos através de uma série de transferases e enzimas
sintase (Figura 2). Porém, quando a planta é seca, armazenada e aquecida, os acidos descarboxilam
gradualmente, dando origem as suas formas neutras correspondentes (Atakan, 2012). O geranil difosfato
(GPP) e o acido olivetolico (OA) sado precursores inicias que darao origem, tanto aos fitocanabinoides
como aos terpendides das plantas de canabis. Estes precursores sao transformados por condensacéo
em acido cannabigerolico (CBGA), que é entao oxido-ciclizado em acido canabidiolico (CBDA), acido A9-
tetrahidrocanabindlico (A9- THCA) e acido canabicroménico (CBCA), pelas enzimas acido canabididlico
sintase (Taura et al., 2007), acido A9-tetrahidrocanabindlico sintase (Sirikantaramas et a/, 2004) e acido
canabricroménico sintase (Morimoto ef a/, 1998), respetivamente. Alternativamente, GPP pode formar
limoneno e outros monoterpendides em plastideos de células secretoras, ou emparelhar com isopentenil
pirofosfato no citoplasma para formar farnesil pirofosfato, um composto parental dos sesquiterpenoides

(Russo, 2011).
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Figura 2 - Esquema representativo da biossintese de terpendides e fitocanabinoides. FPP- Pirofosfato de Farnesilo; GPP-
Geranil Difosfato; THCA - Acido Tetrahidrocanabinolico; CBDA- Acido Canabidiolico; CBCA - Acido Canabicroménico.
Adaptado de: Russo, 2011.

O A9- THC é o fitocanabindide com maior poténcia psicotropica. Este composto nao cristalino,
apresenta elevada lipofilia, o que facilita a sua adsorcdo no organismo e leva consequentemente a uma
maior rapidez de acdo (Gainza et a/, 2003). Ja o CBD ndo apresenta qualquer atividade psicoativa,
contudo, existem varios estudos que descrevem a sua capacidade neuroprotetora resultante do seu poder
antioxidante contra os radicais livres de oxigénio (ROS) produzidos nos neuronios por libertacao excessiva
de glutamato (Zuardi, 2008). Hampson ef a/. (1998) investigou as propriedades antioxidantes desta

molécula e registou que o CBD previne os danos oxidativos induzidos pelo peréxido de hidrogénio,
mostrando ser um antioxidante mais eficaz que o ascobarto (vitamina C) ou tocoferol (vitamina E). Estes
dados sugerem, que o CBD pode entdo ser um agente terapéutico potencialmente Gtil para o tratamento
de disturbios neurologicos oxidativos ou outras enfermidades causadas por stress oxidativo celular.

Como ja mencionado anteriormente, os fitocanabindides encontram-se presentes na resina acumulada
na cavidade secretora dos tricomas glandulares, principalmente em flores feminizadas. No entanto,
foram também detetados em baixas quantidades nas sementes, nas raizes e no polen, sendo que a
concentracdo destes compostos depende de varios fatores como o tipo de tecido (Tabela 2), idade,
condi¢des de crescimento, tempo de colheita e condi¢cdes de armazenamento (Amaducci ef a/, 2015).

E importante relevar que alguns fitoquimicos presentes na Cannabis podem gerar uma aco sinergética

7



(denominada por efeito enfourage ou modulacdo alostérica) e, portanto, variacdes relativamente
peqguenas nas proporcdes podem ter efeitos potencialmente grandes sobre a atividade geral dos
compostos. O termo “efeito enfourage’ foi originalmente usado para descrever a interacdo entre 2-
Araquidonilglicerol (2-AG), um endocanabinoide enddgeno produzido naturalmente pelo organismo
humano, e dois ésteres derivados dessa molécula, que apesar de nao se ligarem a CB1, potencializam
os efeitos deste composto (Ben-Shabat ef a/,, 1998). Atualmente, varios estudos reportam as interacdes
fitocanabinoides-terpenoides que podem produzir sinergia no que diz respeito ao tratamento da dor,

inflamacao, depressao, ansiedade, epilepsia, cancro e infecdes fungicas e bacterianas (Russo, 2011).

Tabela 2 - Sumario das concentracdes de canabindides encontrados em diferentes 6rgdos de plantas da espécie Cannabis
satival. (raizes aéreas, raiz, sementes, caule, folhas e flores). Os dados estao expressos em g/ g de peso seco. Abreviacoes:
THC - A9-Tetrahidrocanabinol; CBD - Canabidiol; CBG - Canabigerol; THCV - Tetrahidrocanabivarina; CBC -
Canabicromeno. Adaptado de: Andre et al,, 2016.

Concentracao de canabindides (ug/g) em diferentes 6rgaos de C. satival.

Moléculas Raizes Raiz Sementes Caule Folhas Flores
aéreas

THC 1,04 3-29 196 - 475 2000 76300
CBD 1,67 14,3 67 - 244 179-7850 1790 8590
CBN 2-7 0-47
CBG 1,63 2000 <600
THCV <600
CBC 4600

Ao cultivar as plantas em condicdes uniformemente controladas, é possivel obter uma proporcéo
relativamente constante destes compostos.

O sistema endocanabindide (ECS) representa uma rede de sinalizacdo enddgena do organismo
humano (estando também presente em alguns animais) bastante complexa, na qual diferentes moléculas
desempenham papeis distintos no controlo e/ou modulacdo de numerosos processos fisiologicos
relacionados com a homeostase neuronal. O desenvolvimento de ligandos sintéticos dos recetores
canabinoides, como o CP 55,940 da Pfizer nos anos 80, levou a identificacdo de locais especificos de
ligacdo do A9-THC no sistema nervoso central humano (Herkenham et a/., 1990) e posteriormente, a
identificacao do primeiro recetor canabindide, CB1 (Matsuda ef a/., 1990). Por volta da mesma época,
foram identificados os ligandos endogenos que ativam os recetores canabinoides (denominados por

endocanabindides), com a descoberta da anadamida (AEA) e do 2-AG, diretamente libertados a partir



das membranas celulares. Entre outros efeitos, foi relatado que os endocanabinodides, lipidios
pleiotrépicos, cujas acdes ndo se restrigem aos recetores canabindides, modulam a diferenciacao celular,
a sinalizacdo celular, a migracdo celular e o destino celular (Bab et a/, 2008). Estas revelacdes
contribuiram para a descoberta do sistema endocanabindide, que compreende os dois recetores
canabinoides bem caracterizados, CB1 e CB2 (recetores acoplados a proteina G, com 48% de homologia
entre eles), os ligandos endogenos e todo o processo bioquimico responsavel pela sintese e degradacéo
dessas substancias. Posto isto, a caracterizacao detalhada dos seus constituintes e respetivas vias
metabolicas, fornecem uma ferramenta valiosa para a discussao da acédo dos demais fitocanabindides,
que sdo alvos terapéuticos promissores (Hill ef a/., 2012).

A atividade dos recetores CB pode ser modulada diretamente pela ligacdo dos ligandos ou
indiretamente, via modulacao dos niveis de endocanabinoides (por exemplo, pela inibicdo de enzimas).
Quando os agonistas parciais dos canabinoides enddgenos, incluindo analogos do A9-THC, ligam a CB1
(recetor para o qual apresentam maior afinidade), inibem a libertacdo de neurotransmissores
normalmente modulados por AEA e 2-AG, controlando dinamicamente a atividade neuronal excitatéria e
inibitéria no sistema nervoso central (Atakan, 2012). Curiosamente, o CBD mostra apenas uma baixa
afinidade de ligacdo a ambos os recetores, CB1 e CB2. No entanto, Thomas e os seus colaboradores
(2007) demonstraram que esta molécula para além de antagonizar os agonistas dos recetores
canabindides no cérebro de ratinhos, exibe agonismo inverso nos recetores CB2 humanos. Posto isto,
pode afirmar-se que tanto os agonistas como os antagonistas dos recetores canabindides apresentam
potenciais aplicacdes terapéuticas (Oesch e Gertsch, 2009).

De uma forma mais especifica, o recetor CB1 esta localizado principalmente no cérebro (Figura 3),
mas pode também ser expresso no sistema nervoso periférico, figado, tirdide, utero, ossos e tecido
testicular (Russo e Guy, 2006). A maior densidade de recetores é encontrada em células dos ganglios
basais, envolvidas nos movimentos de coordenacao do corpo. Porém, estes recetores sao também
abundantes no cerebelo, regido responsavel pela coordenacao dos movimentos do corpo; no hipocampo,
responsavel pela aprendizagem, memoria e resposta ao stress e, no cortex cerebral, responsavel pelas
funcoes cognitivas. Dados clinicos apoiam o uso de agonistas deste recetor contra a dor inflamatdria e
neuropatica para a melhora de espasticidade, tremores ou dores associadas a esclerose multipla ou
lesdo medular. Dai a origem do farmaco Sativex®, desenvolvido para gestdo dos multiplos sintomas
associados a esclerose multipla (Barnes, 2006).

CB2 é maioritariamente expresso nas células imunitarias, baco, sistema gastrointestinal e até certo

ponto no cérebro e sistema nervoso periférico (Pertwee, 2006). No sistema nervoso central, os CB2 sao



expressos nos astrocitos, microglia e em células endoteliais cerebromicrovasculares (Rivers e Ashton,
2010) e tal expressao representa um papel crucial na patogénese e tratamento de condicdes que
envolvem neuroinflamacao e neurodegeneracao (Cabral e Griffin-Thomas, 2009). Curiosamente, ambos
0s recetores foram também encontrados na placenta humana e tém vindo a demonstrar uma importante
participacdo na regulacédo da atividade do transporte da serotonina, um neurotransmissor que influencia
uma ampla gama de sistemas fisioldgicos que intervém essencialmente ao nivel do humor, temperatura
corporal, ritmo circadiano e apetite (Lucki, 1998).

Resumindo, a identificacdo dos recetores canabinoides e ligantes lipidicos endégenos desencadeou
um crescimento exponencial de estudos que exploram o ECS como um sistema mensageiro complexo
ativo em diferentes 6rgdos e tecidos, aplicado, na ultima década, a um nimero crescente de funcdes
fisioldgicas, tanto no sistema nervoso central como no sistema nervoso periférico. Mais importante, a
modulacdo de ECS revelou-se promissora numa ampla gama de doencas e condicdes patoldgicas que
incluem o humor, a ansiedade, dor neuropatica, esclerose multipla e espinhal; disturbios de movimento
como a doenca de Parkinson e Huntington, lesdo medular, aterosclerose, enfarte do miocardio, acidente

vascular cerebral, cancro, hipertensdo, glaucoma, obesidade/ sindrome metabdlica e osteoporose

. CB1

Figura 3 - Locais de expresséao dos recetores canabinoides, CB1, CB2 e ambos, no corpo (A) e
cérebro humano (B). (A) CB1: Cérebro, pulmdes, sistema vascular, musculos, trato gastrointestinal
e orgaos reprodutores; CB2: Baco, ossos e pele; CB1+CB2: Sistema imunitario, figado, medula
ossea e pancreas. (B) CB1: Cortex, nlcleo acumbens, ganglios basais, hipotalamo, cerebelo,
hipocampo, amigdala e medula espinhal; CB2: células da glia; CB1+CB2: tronco encefalico.
Adaptado de: Pacher, 2006.

10



(Pacher et al, 2006). O crescente numero de estudos pré-clinicos e clinicos com compostos que
modulam o ECS, provavelmente, resultara em novas abordagens para aplicacdes terapéuticas de grande
relevancia em varias condicdes para as quais os tratamentos convencionais nao atendem totalmente as
necessidades do paciente (Mouslech e Valla, 2009).

1.3.2 Terpenos
Os terpenos ou terpenoides (por vezes designados por isoprendides) sao compostos que incluem uma

ampla gama de substancias naturais. Estes sdo, normalmente, componentes de éleos essenciais,
responsaveis pelo odor e sabor das varias plantas do género Cannabis, com férmula quimica geral
(CsHg)n, formando o maior grupo de fitoquimicos, com mais de 120 moléculas identificadas no género
(Aizpurua-Olaizola et al., 2016). Estes compostos sdo classificados em diversas familias de acordo com
0 numero de unidades repetitivas de 5 carbonos (unidades de isopreno), como monoterpenos com 10
carbonos, sesquiterpenos com 15 carbonos e triterpenos derivados de um esqueleto de 30 carbonos.
Os mono- e sesquiterpenos sao 0s principais componentes de dleos essenciais, enquanto as outras
classes sao normalmente associadas a balsamos, resinas, ceras e borrachas. Os monoterpenos
dominam geralmente o perfil de terpenos volateis e incluem D-limoneno, B-mirceno, a- e [3-pineno,
terpinoleno e linalool. No entanto, os sesquiterpenos [B-cariofileno e a-humuleno em particular, ocorrem
também em grandes quantidades em extratos derivados destas plantas.

Varios destes compostos tém vindo a ser detetados em flores, raizes e folhas da planta, com os pélos
glandulares secretdrios como principal local de producao. A producao e distribuicdo de terpenos na planta
varia de acordo com numerosos parametros, desde o processo para obtencao do 6leo essencial/ extrato,
as condicdes ambientais e estado de maturacao da planta, sendo que a sua composicao relativa pode
variar amplamente entre as diferentes variedades (Andre et al., 2010). Elzinga ef a/. (2015) sugerem que
a variacdo do conteudo relativo dos terpenos entre as varias espécies, pode ser usada como ferramenta
util para a caracterizacdo dos diferentes bio-tipos da canabis.

As funcdes biologicas e ecoquimicas dos terpenos nado estdo totalmente elucidadas, no entanto um
"polimorfismo fitoquimico" parece estar presente na planta, ja que a producao favorece agentes mais
volateis como o limoneno e o pineno em flores que sdo repelentes de insetos (Gautschi ef a/, 2001),
enguanto as folhas mais baixas expressam maiores concentracées de sesquiterpenodides amargos ou
toxicos, que atuam como substancias repulsivas para animais em pasto e algumas espécies de fungos
e bactérias (Casano ef a/, 2011; Nuutinen, 2018). Contudo, ndo existem evidéncias, em humanos, de
toxicidade por acao destes compostos. Por ultimo, mas ndo menos importante, os terpenos

desempenham um papel relevante como compostos de sinalizacao e reguladores de crescimento das
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plantas (fitohormonas), sendo usados, juntamente com os canabindides, como marcadores
quimiotaxonomicos, uma vez que sdo ambos considerados metabolitos secundarios fisiologicamente
ativos (Andre et a/., 2016). De notar que as feromonas sintetizadas a partir dos terpenos constituintes
da canabis sao substitutos inofensivos ao meio ambiente dos inseticidas convencionais, para capturar
insetos prejudiciais as culturas (Figueiredo et a/., 2006).

No que diz respeito a farmacologia destes compostos, os terpenos presentes na canabis apresentam
uma ampla gama de efeitos bioldgicos conhecidos, sendo que alguns podem estar envolvidos na
regulacao e/ou modificacdo dos efeitos do THC e outros canabinéides (Hazekamp et al, 2016), interacao
designada por “efeito enfourage’, ja abordada na seccédo 1.3.1. O efeito de sinergia deste componente
psicoativo tem sido o principal foco de atencdo para os investigadores que procuram um estudo mais
aprofundado dos terpenos na canabis Este efeito, abrange a potenciacdo da atividade de outros
componentes ativos ou inativos, existentes na planta, na medida em que estes compostos se ligam aos
mesmos recetores, alterando a sua conformacao quimica, resultando num aumento da passagem dos
canabindides, pela barreira hematoencefalica (Russo, 2011). Os terpendides possuem a capacidade de
influenciar até mesmo os neurotransmissores como a serotonina e a dopamina, alterando a taxa a que
sao produzidos e destruidos. Varios estudos estendem a lista com outras propriedades medicinais
evidenciadas por ensaios /n vitro e in vivo (Tabela 3), que incluem os seus efeitos anticancerigenos, anti-
inflamatdrios e antibacterianos (Andre ef al/, 2016; Singh e Sharma, 2015; Vasquez ef a/, 2012),
tornando a compreensao cientifica dos beneficios terapéuticos dos terpenos, cada vez mais num desafio
promissor para a medicina. De notar que estes compostos mostram atividade anticancerigena
frequentemente por acao pro-apoptética mas ndo mostram ser toxicos para células ou tecidos saudaveis,
sendo portanto, bastante neuro-, hépato- e nefroprotetores. Devido ao seu comportamento antioxidante,
demonstrou-se que os terpenos fornecem protecéo relevante sob condicdes de stress oxidativo em varias
doencas, incluindo doencas hepaticas, renais, neurodegenerativas e cardiovasculares, diabetes e
processos de envelhecimento (Gonzalez-Burgos e Gomez-Serranillos, 2012). Estes compostos,
amplamente utilizados na industria alimentar (aditivos), na cosmética e em medicamentos tradicionais,
apresentam baixa toxicidade, elevada biodisponibilidade e um bom indice terapéutico, o que significa
que a quantidade necessaria para causar efeito terapéutico é muito inferior a concentracéo limite para

que sejam associados efeitos toxicos.
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Tabela 3 - Efeitos farmacologicos seletivos associados a alguns compostos terpendides presentes em Cannabis sativa L.

Estrutura Quimica dos Terpendides

Efeitos

Farmacolégicos Seletivos

Referéncias

CH3
HBC‘G%\
CH

2

Imunoestimulante;
Ansiolitico;
Indutor de apoptose em
células de cancro de mama;
Ativo contra acne

Komori et al., 1995;
Komiya et al., 2006;
Vigushin et al, 1998;

Kim et al., 2008;

D-Limoneno bacteriana; Harris, 2010.
| refluxo gastroesofagico.
o ! Falk et al, 1990;
Inibidor da
i Perry et al,, 2000.
acetilcolinesterase.
a- Pineno
Anti-inflamatario;
Analgésico;
— Sedativo/ Relaxante Lorenzetti et al,, 1991;
muscular/ Hipnatico; Rao et al, 1990;
. Bloqueador da Vale et al., 2002.
p-mirceno carcinogénese hepatica, via
aflatoxinas.
S Sedativ: n(s)lro ::::IZ; 30, em Russo, 2001;
= rati?lhOS‘ cao, Buchbauer et a/, 1993;
- (@) Anestésico local; Re et al, 2000;
T Analgssico: Peana et al, 2006;
Linalol Anticonvulsivante. Elisabetsky et al, 1995.

B-cariofileno

Citoprotetor gastrico;
Antimalarico;
Agonista seletivo CB2;

Tambe et al., 1996;
Campbell et al, 1997,
Gertsch et al,, 2008.

xx X
HO

Nerolidol

Sedativo;
Penetrante da pele;
Antimalarico potente;

Binet et al,, 1972;
Cornwell e Barry, 1994;

Previne teratogénese da
vitamina A;
1 GABA

Arnhold et al., 2002;
Bang et al,, 2002.
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1.3.3 Compostos Fenélicos
Os compostos fendlicos constituem um dos grupos mais amplamente distribuidos de metabolitos

secundarios no reino vegetal. Em quimica orgéanica, estes compostos consistem num grupo hidroxilo
ligado diretamente a um grupo hidrocarboneto aromatico e apresentam as seguintes propriedades
quimicas: alguns sdo solUveis em agua, outros sdo sollveis em solventes organicos, alguns sao
encontrados como glicosideos e outros sao grandes polimeros insoltveis (san Miguel-Chavez, 2017).
Este grupo heterogéneo apresenta mais de 10.000 estruturas diferentes, que inclui acidos fendlicos,
flavonoides, como flavonais e flavonas, estilbenos e lignanas (Andre ef a/, 2010).

Em plantas do género Cannabis, cerca de 20 flavonoides foram identificados, principalmente
pertencentes as subclasses flavona e flavonol, que incluem as versdes O-glicosidicas das agliconas
apigenina, luteolina, kaempferol e quercetina, bem como canflavina A e canflavina B, que séo flavonas
isoprendides metiladas exclusivas deste género (Ross ef al,, 2005). Estes compostos sdo omnipresentes
e tém muitas funcdes na bioquimica, fisiologia e ecologia de plantas, sendo também importantes na
nutricdo e saude humana e animal. Alguns efeitos farmacolégicos dos flavonoides da canabis foram
detetados, como a inibicdo da producdo de prostaglandina E2 pela canaflavina A e B e inibicdo da
atividade da aldose redutase em lentes de ratinhos pelas diglicosilflavonas C, orientinas e quercetinas.
Uma nova pesquisa reportada na revista Phytochemistry mostra as canaflavinas A e B como sendo
aproximadamente 30 vezes mais efetivas que a Aspirina® na reducdo da inflamacdo, em modelos
celulares (Rea et al, 2019). Flores-Sanchez e Verpoorte (2008) sugerem uma possivel modulacdo dos
canabinoides por parte destes compostos.

Dezanove estilbenos com estruturas caracteristicas como espiranas, fenantrenos e bibenzilos, foram
também isolados a partir da planta (Flores-Sanchez e Verpoorte, 2008). Estes metabolitos secundarios
conferem funcdes essenciais na reproducdo e crescimento das plantas, uma vez que sdo produzidos
como mecanismos de defesa contra patégenos, parasitas e predadores (Ramawat e Mérillon, 2013).
Frequentemente, os estilbendides sao constituintes das raizes da planta, e apresentam atividades
antifungica e antibacteriana (Kostecki et a/, 2004). No entanto, outros estudos sugerem as suas
atividades anti-inflamatéria (Djoko ef a/, 2007), neuroprotetora (Lee et a/, 2006), antineoplasica
(Yamada et a/, 2006), antioxidante (Stivala et a/, 2001) e protetora cardiovascular (Leiro ef a/., 2005).

Cerca de 11 compostos identificados como amidas fendlicas e lignanamidas foram descritas em
frutos e raizes de Cannabis sativa L., sendo que pequenas quantidades de lignanas foram encontradas
também em extratos hidrofilicos de sementes de canhamo (Lesma et a/., 2014). Demonstrou-se que o
perfil de lignana das sementes de canhamo é dominado por siringaresinol e medioresinol, seguido por
secoisolariciresinol, lariciresinol e pinoresinol (Amarendra ef al,, 2012). Para as lignanamidas canabisina
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B e D, foi relatada uma potente atividade inibitoria de apetite (Lajide ef a/, 1995), enquanto que para as
canabisinas D e G, foi demonstrada uma atividade citotoxica (Ma ef a/, 2002). Quanto as amidas
fendlicas foram evidenciadas a atividade citotéxica (Chen et a/,, 2006), antineoplasica (Ma ef a/., 2004),
anti-inflamatdria (Kim ef a/., 2003) e analgésica leve (Slatkin et a/, 1971). De notar que, mais uma vez,
as concentracdes destes compostos dependem do tipo de tecido, idade, variedade, condicdes de
crescimento, tempo de colheita e condicdes de armazenamento (Keller ef a/,, 2001).

Como se verifica, o género Cannabis ndo produz apenas canabindides, mas uma série de metabolitos
secundarios cuja atencao tem sido camuflada devido a importancia notéria dos compostos principais
desta planta. Um aspeto interessante € que os canabinoides ndo sao os unicos compostos exclusivos
desta espécie. Fenolicos como as canflavinas as canabisinas surgem também como componentes Unicos

da planta, com efeitos farmacolédgicos seletivos ja demonstrados em literatura (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeitos farmacoldgicos seletivos associados a alguns compostos fendlicos exclusivos em Cannabis sativa L.

Estrutura Quimica dos Fendélicos Efeitos Referéncias
Farmacolégicos Seletivos

Inibicdo da producéao de
prostaglandina E2;
Barrett et al, 1985;
Pt 1 poder anti-inflamatorio; Rea et al, 2019;
[ ) I ) o Ibrahim et al,, 2010.
ey " Atividade antileishmanial.

Canflavina B

OR,

RO~ = = N #
N.
|
:
OR,
OR.

R1

Atividade inibitoria de
Canabisina B apetite;

Lajide et al., 1995;

Inducdo de autofagia em Brunelli et al, 2009;

& células HepG2;
- P Ma et al., 2002.
14
{ Citoxicidade contra células
oL LNCaP.
o LI,
P ’/_\/ TZI) o
i’/ﬂ\(g =
"~ Y

Canabisina D
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No entanto, nos ultimos anos, o numero de estudos incidente na farmacologia dos compostos
fendlicos tem vindo a aumentar devido, essencialmente, a sua elevada capacidade de atuar como
potentes antioxidantes, sob determinadas condicdes fisiologicas, e desta forma, proteger as plantas
contra o stress oxidativo (Chanda e Dave, 2009). Em humanos, foi evidenciada uma correlacdo positiva
entre uma dieta rica em compostos fenolicos e uma incidéncia reduzida de doencas cronicas como
cancro, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (Arts e Hollman, 2005). Estes efeitos ndo podem
ser totalmente explicados pelas propriedades antioxidantes fenolicas, devido a reduzida
biosdisponibilidade destes compostos (Karakaya, 2004). Contudo, estes fitoquimicos possuem, em
maior ou menor grau, atividade anticarcinogénica/ antimutagénica, antiaterosclerética, antibacteriana,
antiviral e anti-inflamatéria (Andre et a/, 2010), o que os torna alvos de estudo bastante promissores

para novas pesquisas.

1.6 Atividade Antioxidante
Espécies reativas, enddgenas e exogenas, de oxigénio (ROS) e radicais livres estdo diretamente

envolvidos no desenvolvimento de danos oxidativos a tecidos. Os organismos aerobicos usam a
mitocdndria como principal gerador de energia, para a realizacdo das suas funcoes vitais. Para isso,
estes organelos produzem ATP através de reacdes de oxidacao e reducao, que invariavelmente resultam
na geracao de espécies como 0 aniao superoxido, radicais hidroxilo e peroxido de hidrogénio, que sendo
instaveis, estabilizam, sequestrando eletrdes de outras biomoléculas, resultando na sua oxidacéo
(Velazquez et al, 2003). O desequilibrio entre a sobreproducéo destas espécies e a capacidade
antioxidante inerente do organismo desenvolve a condicao de stress oxidativo nas células, que por sua
vez leva a alteracao da homeostase e consequentemente, a morte celular. Assim, ROS e espécies radicas
nao oxigénio estao implicados na etiologia e progressao de varios disturbios agudos e cronicos, como
diabetes, aterosclerose, imunossupressao, neurodegeneracao e envelhecimento (Saeed ef a/., 2012).
Aumentos nos niveis de ROS, como aqueles que podem ocorrer durante periodos de stress oxidativo,
sao detetados por moléculas reguladoras sensiveis ao estado redox na célula, que atuam para neutralizar
os seus efeitos prejudiciais, através de um sistema de defesa antioxidante natural, que envolve
mecanismos enzimaticos e nao enzimaticos. Enquanto que os antioxidantes enzimaticos convertem os
produtos metabolicos oxidados em H,0, e posteriormente em H»0, usando cofatores como Fe, Zn, Cu
e Mn, os antioxidantes nao enzimaticos intercetam e suprimem reacdes em cadeia de radicais livres. A
vitamina A, C e E, polifenois vegetais, flavonoides, carotenoides, glutationa e acido Urico sdo bons
exemplos de antioxidantes ndo enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos funcionam como principal linha

de defesa enddgena celular contra o stress oxidativo e incluem como proteinas chave a superoxido
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dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Aguilar ef a/., 2016). As SODs sdo
enzimas capazes de converter radicais superoxido em H,0, e O,, enquanto que as enzimas CAT e GPx
agem com 0 mesmo proposito, que se baseia em impedir a acumulacao de H,0, nas células. Tal acéo
integrada é de grande importancia, uma vez que essa espécie reativa, por meio das reacdes de Fenton
e Haber-Weiss e mediante a participacdo dos metais ferro e cobre, culmina na geracdo de radicais OH",
indicado como o de maior potencial reativo e extrema instabilidade (Barbosa et a/, 2010). A atividade
das enzimas em questdo depende, muitas das vezes, da participacdo de cofatores enzimaticos e
antioxidantes de origem dietética.

Varios sdo os estudos, emergentes na literatura, que vinculam o consumo de dietas ricas em
antioxidantes naturais a um menor risco de doencas associadas ao stress oxidativo, como cancro (Wahle
et al, 2010; Fabiani, 2016) e doencas cardiovasculares (Lutz ef a/, 2019). Os compostos fenolicos,
presentes em varias plantas, vegetais e frutos, sdo o grupo de fitoquimicos que tém vindo a receber
maior interesse, devido a sua associacdo com uma elevada capacidade antioxidante. Estes, sdo capazes
de suprimir a formacao de ROS por diferentes mecanismos como: inibicdo de oxidases como a xantina
oxidase, responsavel pela producao de ides superdxido; scavenging direto de espécies reativas de
oxigénio; ativacao de enzimas antioxidantes, etc. (Basli ef a/, 2017). No entanto, embora varios
fitoquimicos como os polifenois, exibam consistentemente atividade antioxidante e efeitos positivos na
saude, ainda nao foi alcancado um consenso sobre o verdadeiro papel de cada um. Isto, deve-se em
parte a capacidade destes compostos atuarem também como pro-oxidantes, sob determinadas
condicoes, promovendo reacoes oxidativas (Prochazkova ef a/, 2011). Algumas das condicionantes
importantes dizem respeito a concentracéo do quimico e a presenca ou auséncia de oxigénio ou metais
de transicao.

As plantas pertencentes a espécie Cannabis sativa L., associadas também ao conceito de canhamo,
tem vindo a demonstrar potencial atividade antioxidante, especialmente derivada dos seus recursos
comestiveis (sementes, farinhas e 6leos), que incluem uma ampla variedade de terpenos, fenois,
especialmente estilbenoides e lignanamidas, que apenas recentemente foram caracterizados com algum
detalhe. Smeriglio ef a/. (2016) demonstraram que o ¢6leo de semente da variedade Finola possui um
potencial antioxidante significativo. Moccia ef a/ (2019) comprovaram uma atividade antioxidante
significativamente alta para sementes e farinha da variedade Fedora. A pandplia de estudos incidentes
nas propriedades antioxidantes desta espécie ja é grande e, maior parte, demonstra uma correlacao
elevada com o contetido de fendlicos existentes na planta (Drini¢ et a/, 2018; Frassinetti ef a/, 2018;

Siano et al,, 2019).
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Uma vez que a tendéncia se move em direcao a substituicao de antioxidantes sintéticos pelos naturais,
mais seguros e com menor numero de efeitos adversos a salide humana torna-se de extrema importancia
explorar os efeitos antioxidantes de plantas como C. ruderalis, a fim de expandir a sua utilizacdo na
industria farmacéutica e alimentar. Por outro lado, o estudo da atividade antioxidante desta subespécie

permitird uma comparacado com o descrito em literatura para outras plantas do género Cannabis.

1.7. Aplicacoes de C. ruderalis
O género botanico Cannabis representa um recurso natural muito valioso, subestimado mundialmente

e ofuscado pela legislacao que limita fortemente tanto o seu cultivo, como 0 seu uso para 0s mais
variados fins. Ainda nos dias de hoje, o termo canabis continua a ser associado, de imediato, a droga
recreativa a que da origem, enquanto que a ligacdo da planta ao canhamo, cujo mercado incidente tem
vindo a crescer exponencialmente nos ultimos anos, continua a passar despercebida.

Cannabis ruderalis ¢ uma planta altamente versatil que da origem a produtos alternativos econémicos,
sustentaveis e saudaveis e, desta forma, deve ser valorizado o seu interesse comercial/ econémico, de
forma a maximizar o seu aproveitamento para as demais finalidades. O produto que mais se destaca é
a sua fibra, uma das fibras mais longas e resistentes da natureza, também chamada de filame, muito
utilizada na industria de papel e materiais de construcdo. O canhamo surge entdo como alternativa
ecoldgica ao eucalipto que, num periodo de vinte anos, produz em um hectare, 0 mesmo que quatro
hectares de eucaliptos (Selkirk e Spencer, 1999). Sem duvida que o caracter ambiental € um dos pontos
fortes desta espécie, uma vez que no processo produtivo, o plantio do canhamo utiliza menos 75% de
agua em comparacao com o algodao, menos agrotoxicos e faz um uso menos intensivo do solo (Van der
Werf e Turunen, 2008). A fibra vegetal que no passado deu origem ao tecido das velas das naus que
impulsionaram os portugueses a conquista do Novo Mundo surge também, atualmente, como uma
alternativa economicamente competitiva para a industria téxtil. As fibras de canhamo demonstraram ser
cerca de 30% mais resistentes que as do algoddo; possuir um grande poder de absorcédo (de 20 a 30%
do seu peso); possuir uma fibra que ndo se deteriora, refletir mais de 95% dos raios UV e ainda resistir
ao mofo e aos micrdbios, sendo por isso recomendada a quem sofre de alergias ou intolerancias (Ranalli
e Venturi, 2004). Da semente, extrai-se um déleo muito usado na industria de cosméticos como base para
cremes, champo6s, 6leos hidratantes, etc., além de ser uma alternativa sustentavel para substituir por
exemplo o petréleo, no que diz respeito a producédo de combustiveis e materiais plasticos (Prade et a/,
2011).

A semente de canhamo ¢ Unica no reino vegetal. O seu perfil de proteinas e gorduras ¢ dos mais

completos para a nutricdo do corpo humano (Leizer et al, 2000). As sementes de canhamo sdo
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consideradas um superalimento surpreendentemente nutritivo, rico em acidos gordos essenciais (AGE)
polinsaturados, num racio ideal de 3:1 de AGE 6mega 6 e 6mega 3, como sdo exemplo o acido linolénico
e alfa-linolénico (ALA), associados a diminuicao do risco de doencas cardiovasculares, problemas de pele
como eczema, sintomas da menopausa e desequilibrios hormonais (Callaway, 2004). Os AGE ndo séo
produzidos naturalmente pelo organismo humano e o cdnhamo torna-se uma excelente fonte destes
compostos, apresentando o total de AGE mais elevado de qualquer 6leo de semente (80%). Os AGE
baixam a pressao arterial e ajudam os musculos a contrair, a regular o acido do estbmago e a
temperatura do corpo (Arnold et a/, 2015). Os AGE sdo também necessarios para o funcionamento
normal do sistema reprodutivo, regulacdo de hormonas e para quebrar os depositos de colesterol nas
artérias. As sementes contém ainda pequenas quantidades de varios outros acidos gordos polinsaturados
que desempenham um papel importante no metabolismo humano (Sapino ef a/., 2005).

Estas sementes podem ser ingeridas cruas, germinadas, transformadas em 6leo ou leite de canhamo
e as folhas frescas sao, normalmente, consumidas em saladas. As proteinas sdo o segundo principal
componente das sementes, sendo que a proteina de canhamo contém todos os 20 aminoacidos,
incluindo os nove essenciaisque o individuo adulto ndo tem capacidade para produzir (Tang et al., 2006).
Relativamente poucos alimentos a base de plantas sdo fontes completas de proteina, tornando as
sementes de canhamo uma adicao valiosa para a dieta vegetariana ou vegana. Estas, sdo uma excelente
fonte de fibra e em adicdo, contétm ainda uma ampla variedade de vitaminas e minerais e sao
especialmente ricas em vitamina E, magnésio, fosforo e potassio (Callaway, 2004). A vitamina E confere
as sementes um elevado potencial antioxidante, uma vez que desempenha um papel fundamental na
protecdo do organismo contra os efeitos prejudiciais de ROS, estando relacionada com beneficios
associados a doenca de Alzheimer, aterosclerose e cancro (Matthdus e Briihl, 2008). A ampla gama de
polifendis (flavonoides, como flavanonas, flavonais, flavanois e isoflavonas) descrita para as sementes de
canhamo estao também associados a sua elevada capacidade antioxidante (Smeriglio et a/, 2016).

A variedade de C. ruderalis € também das mais recomendadas para uso medicinal, devido ao alto
teor de CBD (e reduzida percentagem de THC), a molécula derivada da canabis que tem ganho cada vez
mais presenca na area da saude e investigacédo. Tal, deve-se ao valor medicinal deste canabinoide nao
psicoativo, atribuido a rede de sinalizacao lipidica interna do organismo humano na qual ele atua, o
sistema endocanabinoide, abordado na Seccéo 1.3.1. Este composto esta disponivel em capsulas e 6leo,
em varios postos de venda em Portugal e outros paises europeus € nao europeus € 0 seu consumo esta
associado ao tratamento de varias condicoes de saude. O canabidiol reduz e impede a inflamacao e as

nauseas, € muito util no tratamento da esclerose multipla, desordens de ansiedade, epilepsia e
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esquizofrenia porque tem propriedades como antipsicotico, ansiolitico e mesmo como analgésico para a
dor neuropatica e espasmos musculares (Mechoulam et af., 2002). Também tem sido observado que
este composto inibe a proliferacao de células cancerigenas (McAllister et a/., 2011), comportamento
proveniente da sua atividade antioxidante, ja descrita anteriormente.

A canabis é uma planta complexa capaz de produzir mais de 480 compostos quimicos que
representam quase todas as diferentes classes de metabolitos naturais (EISohly e Slade, 2005). No
entanto, até a data, o interesse farmacéutico tém sido principalmente direcionado a compostos
canabinoides (mais de 100 isolados) e essencialmente ao THC, ao seu produto de degradacdo natural
canabinol e a trés dos principais canabindides nao psicoativos: CBD, canabicromeno e canabigerol
(Pollastro et al, 2017). A presente investigacdo pretende, assim, dar énfase a novas possibilidades para
a medicina canabica, baseadas em compostos ndo canabinoides, de forma a explorar a totalidade das
propriedades farmacoldgicas desta planta multifacetada e dessa forma, aproveitar toda a matéria prima

disponivel e evitar qualquer desperdicio de material vegetal.

1.8. Problema Biolagico e Objetivos Gerais
Cannabis ruderalis representa plantas cuja informacdo disponivel em literatura sobre a sua

caracterizacao e atividade bioldgica é escassa, comparativamente a C. safiva e C. indica. Nao bastante,
0 canhamo, amplamente cultivado em Portugal durante o séc. X, volta a ressurgir na atualidade, como
alternativa cultural e medicinal, tornando-se importante a sua descricao, caracterizacéo e exploracao de
potencial. C. ruderalis € uma planta com a capacidade de providenciar solucdes valiosas que ajudem a
nossa civilizacao a transformar a sua economia atual numa economia mais natural. Para que se possa
criar um ciclo de vida sustentavel, uma economia vidvel deve ser baseada em fontes renovaveis,
econdmicas e naturais. Podemos criar um caminho sustentavel integrando holisticamente a atividade
humana nos ecossistemas que nos mantém. Assim, o canhamo providencia uma miriade de utilidades
valiosas, incluindo téxteis, geracdo de energia, papel, materiais de construcao, incluindo construcao
automovel e outras industrias, bio-plasticos, comida, cosmeticos e ndo menos importante, uma fonte
essencial de compostos bioativos com aplicacdo na medicina convencional e alternativa, a base de
fitoquimicos.

No entanto, uma vez que a maxima atencao desta planta tem sido direcionada a compostos
canabinoides e que escassos sao os estudos que destacam compostos como os fenolicos, os terpenos
ou até as lignanamidas da canabis como alvos de atividade biologica, a presente investigacao visa
valorizar esta subespécie no ambito de procurar por novas aplicacbes, nomeadamente na area da satude
humana, baseadas em compostos essencialmente antioxidantes, provenientes das sementes, caules e
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folhas de C. ruderalis. Assim, este projeto de investigacdo propde-se a explorar a fracdo de metabolitos
secundarios sollveis em etanol e agua e a atividade bioldgica /n vitro e in vivo (em organismo modelo,
Saccharomyces cerevisiae) desta subespécie, pouco relatada em literatura. Para tal, sera realizada uma
analise quimica a trés extratos, com diferentes solventes (etanol absoluto, etanol a 50% e agua), da
amostra vegetal, de forma a extrair compostos de diferentes polaridades, para comparacao.
Posteriormente, as amostras serao avaliadas pelos seus potenciais citotoxicos e protetores

(antioxidantes), de forma a comprovar as varias atividades biolégicas a estas associadas.
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2. Materiais e Métodos

2.1. C. ruderalis: obtencao do material vegetal e preparacao dos extratos
Para a realizacdo deste projeto de investigacdo foram selecionadas e utilizadas, como material

biolégico de estudo, as sementes, folhas e flores de uma planta de espécie Cannabis ruderalis,
pertencente a variedade Fedora 17 (uma das variedades de canhamo mais comuns). As sementes, 100%
certificadas, foram semeadas em maio de 2018 e as plantas resultantes foram colhidas na colheita de
agosto do mesmo ano, num campo de cultivo em Vila Caiz (localidade pertencente ao concelho de
Amarante, Porto, Portugal). As amostras foram secas a temperatura ambiente, num local seco e ausente
de luz durante cerca de duas semanas e posteriormente, foi realizada uma triagem inicial com diferentes
solventes de extracao (etanol absoluto, etanol a 50% e agua desionizada), na tentativa de avaliar o método

mais eficaz para extrair os compostos bioativos antioxidantes.

2.1.1. Extratos Etandlicos
Cerca de 10 g de um extrato bruto da planta de C. ruderalis (sementes, folhas e flores) foram

triturados com o auxilio de um pildo e almofariz. Posteriormente, a extracao com etanol absoluto e com
etanol a 50% foram realizadas a partir da mistura de 5 g de material vegetal em 100 mL de etanol
absoluto (EtOH100%) e etanol a 50% (EtOH50%), respetivamente. Os frascos foram armazenados a
temperatura ambiente e protegidos da luz, durante 7 dias. Seguidamente, a mistura foi filtrada com o
auxilio de um filtro de papel. Os solventes foram evaporados, através de um Rotavapor®, a uma
temperatura de 40 °C e aproximadamente 50 rpm. Da evaporacao dos solventes resultaram os extratos
Secos aos quais se adicionou agua, para posterior liofilizacdo (antes da liofilizacdo as amostras foram
armazenadas a — 80 °C, overnigh). Apos liofilizacdo, os extratos de C. ruderalis foram novamente
dissolvidos em EtOH100% e em EtOH50% (v/v), de forma a obter uma solucdo stock de 50 mg/mL, que

foi armazenada a - 20 °C.

2.1.2. Extratos Aquosos
Apds secagem da planta, foram triturados com o auxilio de um pilao e almofariz, cerca de 5 g de um

extrato bruto que inclui, de igual forma, as sementes, as folhas e as flores de C. ruderalis. As varias
estruturas da planta foram adicionadas a 100 mL de agua desionizada (dH»0) em ebulicdo (infusao) e
deixadas em repouso a temperatura ambiente, durante 20 min. Posteriormente, a amostra foi filtrada
em papel, de forma a remover os residuos vegetais em excesso. A solucao resultante foi armazenada a
- 80 °C e subsequentemente, liofilizada. Apds liofilizacdo, o extrato de C. ruderalis foi novamente
dissolvido em agua destilada de forma a obter uma solucao sfock de concentracao igual a 50 mg/mL,

que foi armazenada a - 20 °C.
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2.2. Avaliacao da Atividade Antioxidante in vitro
2.2.1. Ensaio de DPPH
O método de DPPH é um dos métodos /n7 vifro mais frequentemente usados para avaliar o potencial

antioxidante de varios compostos naturais, sendo um ensaio rapido, simples e nao especifico para
determinado tipo de substancias. Os radicais livres sdo eliminados pelas substancias antioxidantes da
amostra, que agem como dadores de um atomo de H quando é adicionada a solucdo de DPPH, reduzindo
o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH") e proporcionando assim a mudanca de coloracdo na solucao,
de violeta/ purpura para amarelo claro. A atividade antioxidante & entdo medida pelo decréscimo da
absorvancia, devido a conversdo/ reducao de DPPH" em difenil-picril-hidrazina (Floegel ef a/, 2011).

Para a realizacdo deste ensaio preparou-se, inicialmente, a solucdo stock etandlica de DPPH a 0,04%
(p/v, 10x concentrado), dissolvendo 2 mg de DPPH em 5 mL de EtOH100%. Posteriormente, numa
placa de 96 pocos de fundo plano, foram testadas 3 situacdes distintas: controlos negativos, sem a
adicao de extrato (50 pL de solvente (EtOH100%, EtOH50% ou dH,0) e 100 uL de DPPH), os brancos,
sem adicao de DPPH (100 uL de solvente e 50 UL de extrato) e as amostras correspondentes aos 3
extratos: extrato etanolico absoluto (EE100%), extrato etandlico a 50% (EE50%) e extrato aquoso (EAq.),
em que foram adicionados 50 uL de extrato e 100 uL de DPPH. As concentracdes de extrato utilizadas
foram 150, 125, 100, 75, 50, 25 e 10 pg/ mL e 175, 150, 125, 100, 75, 50 e 25 pg/mL para os
extratos etandlicos e aquoso, respetivamente, sendo que para cada condicao foram realizadas 3 réplicas.

Apds incubacao da reacao, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, durante o periodo de 20 min,
foram realizadas as leituras a uma absorvancia de 517 nm, no leitor de microplacas.

A percentagem de inibicao de cada amostra foi calculada a partir da equacao:

100 x (Abs517Controlo - Abs517Amostra)
Abs517Controlo

% inibicdoAmostra =

Onde Absb517conmols COrresponde ao valor médio de absorvancia dos controlos € Abs520amostra
corresponde ao valor de absorvancia das amostras.

A capacidade antioxidante foi entdo expressa como média de trés réplicas independentes + DP,
através de valores de IC50, que ¢ uma medida quantitativa que indica a concentracdo necessaria dos
extratos de C. ruderalis para atingir 50% de inibicdo dos radicais de DPPH*. Os valores obtidos foram
comparados com os valores de IC50 resultantes para o padrdo utilizado, acido galico (AG), um poderoso

antioxidante natural.
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2.2.2. Ensaio de Sequestro do Oxido Nitrico
0 oxido nitrico (NO), uma molécula com importante funcéo na sinalizacao celular, é produzido a partir

da L-arginina numa reacao catalisada pela dxido nitrico sintase. Este composto é um radical livre difusivel,
que desempenha o papel de molécula efetora em diversos sistemas bioldgicos, incluindo resposta
imunologica, vasodilatacdo, mensageiro neuronal e atividade antimicrobiana e antitumoral (Dusse et al,
2003; Balakrishnan et a/,, 2009). No entanto, o0 NO comporta-se como um radical livre altamente reativo
em varios processos celulares, sendo oxidado em segundos na presenca de 0O,, podendo
consequentemente danificar biomoléculas, como os lipidos celulares.

Na presente investigacéo, a atividade de eliminacao de NO foi estimada pelo uso da reacao de Griess
gue se baseia na incubacdo dos extratos em estudo com um dador de o6xido nitrico, que neste caso é o
composto nitroprussiato de sédio (SNP). Sob condicdes aerdbicas, o NO reage com o O, para produzir
produtos estaveis como o nitrato e o nitrito. A producao destes compostos é monitorizada através do
reagente Griess, que proporciona uma coloracdo rosa na solucao, detetavel na banda do espectro de
546 nm (Tsikas, 2007).

A atividade sequestradora de NO foi entdo avaliada utilizando diferentes concentracdes para os
diferentes extratos: EE100% - 200, 300, 400, 500 e 600 pg/mL; EE50% - 500, 600, 700, 800 e 900
pg/mL e EAg.: 1000, 1500, 2000, 2500 e 3000 ug/mL. A solucdo de SNP (10 mM) foi diluida em
tampao fosfato (0,1 M, pH 7) e adicionada, a cada poco de uma placa de 96 pocos de fundo plano, para
incubacao, a luz, por 140 minutos, na presenca e na auséncia de cada extrato.

Apds o periodo de incubacdo, 50 uL do reagente Griess (sulfanilamida a 1% dissolvido em &cido
fosférico a 5% + dicloridrato de nafiletilenodiamina ediamina a 0,1% dissolvido em H,0 ultrapura) foram
adicionados as amostras e aos controlos das amostras (Griess e respetivos solventes, em substituicdo
das amostras). Os brancos continham acido fosférico a 2,5%, em substituicao do reagente Griess.

Apds incubacao da reacao, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, durante o periodo de 10 min,
foram realizadas as leituras a uma absorvancia de 546 nm, no leitor de microplacas.

A percentagem de inibicao foi calculada a partir da equacao:

100 x (Abs546Controlo- Abs546Amostra)
Abs546Controlo

Onde Abs546,,,100 corresponde ao valor médio de absorvancia dos controlos e AbS546,0st4

% inibicdoAmostra =

corresponde ao valor de absorvancia das amostras. O acido ascorbico (AA) foi utilizado como controlo
positivo as concentracdes de 0,1, 0,5, 1, 5e 10 ug /mL.
A capacidade antioxidante foi entdo expressa como média de trés réplicas independentes + DP,

através de valores de IC50, que é uma medida quantitativa que indica a concentracdo necessaria dos
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extratos de C. ruderalis para atingir 50% de inibicdo dos radicais de NO. Os valores obtidos foram
comparados com os valores de IC50 resultantes para o padrado utilizado, acido ascorbico, um poderoso

antioxidante natural.

2.3. Avaliacao do Conteiido Total de Polifendis — Método de Folin-Ciocalteu
A concentracao de compostos fenolicos nos extratos vegetais de C. ruderalis foi determinada pelo

método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Lee, et al. 2014; Singleton ef al., 1999). O método baseia-
se na reacdo de compostos fenolicos com um reagente colorimétrico, sendo caracterizado pela
transferéncia de eletrdes em meio alcalino, das substancias redutoras/ fendlicas de determinada amostra
para complexos de acido fosfomolibdico/fosfotlingstico para formar complexos azuis que podem ser
detetados por espectrofotometria ultravioleta-visivel na banda dos 760 nm (Ainsworth e Gillespie, 2007).

Para a realizacao deste ensaio, as solucdes stock dos extratos (50 mg/mL) foram diluidas de forma
a obter uma concentracao de 3 mg/mL. A mistura reacional foi preparada a partir de 10 pL de extrato,
50 L do reagente Folin-Ciocalteu dissolvido em dH,0 numa propor¢do de 1:10 (10 % (p/v)) e 40 uL de
carbonato de sédio (Na>COs) a 7,5 % (p/v). O branco foi concomitantemente preparado, contendo 90 uL
de dH,0 e 10 pL de extrato. Foi também realizado o controlo negativo a partir de 10 pL de solvente, 50
WL de Folin-C e 40 ulL de Na,COs.

As amostras foram incubadas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante o periodo de 1 h. A
absorbancia foi determinada usando um espectrofotdmetro num A = 760 nm. As amostras foram
preparadas em triplicado para cada analise e o valor médio de absorbancia foi obtido. O mesmo
procedimento foi repetido para a solucao padrdo de AG, permitindo assim a obtencdo da reta de
calibracdo que foi alcancada através da relacdo entre os valores de absorvancia e os valores de
concentracao testados para o padrao: 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 50 pg/mL.

Os valores de concentracao de fendlicos foram obtidos através da absorvancia de cada amostra e dos
valores de intersecao e respetivo declive da reta de calibracdo. O conteudo de fendlicos nos extratos foi

expresso em termos de equivalentes de acido galico (mg de AG/ g de extrato).

2.4. Analise Quimica
As amostras de EE100%, EE50% e EAq. foram preparadas para analise a partir de extrato seco

dissolvido em 30% metanol (v/v), de modo a obter uma concentracao final de 100 ppm. EE100%, EE50%
e EAg. foram analisados por Espectrometria de Massa de lonizacao por Electropulverizagao (ESI-MS/MS)
a partir de uma infusao direta no espectrometro com sistema de captura de ides linear Thermo LXQ

(7hermo LXQ Linear lon Trap MS/MS), equipado com uma bomba de seringa, taxa de fluxo de 5 uL/min
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e vacuo sob 5 x 107 torr. As analises foram monitorizadas tanto no ido seletivo negativo como no ido
seletivo positivo [M-H] e [M+H], respetivamente. Dados espectrais de massa [M-H] / [M+H] - (m/2)
foram obtidos para cada extrato para posterior identificacao experimental dos compostos presentes nos
extratos por comparacdo com a literatura. O software utilizado na analise quimica foi o software

Xcalibur™, operado no modo Fu/ll Scan.

2.5. Estirpe de Levedura, Meio e Condicdoes de Crescimento
Para os ensaios de viabilidade celular foi utilizado como modelo biologico a estirpe wild-type (wl) de

Saccharomyces cerevisiae BY4741 e duas estirpes derivadas, uma mutada no fator de transcricao YAP1
e outra no grupo de enzimas da glutationa peroxidase (Gpx1, Gpx2 e Gpx3). Todas as linhagens utilizadas
e respetivos genotipos sao mostrados na Tabela 5. A estirpe mutada em Yapl ndo possui 0 gene que
codifica o fator de transcricao (FT) YAP1, um FT basico do ziper de leucina envolvido na resposta ao
stress oxidativo e homeostase redox, levando a um bloqueio na transcricdo de genes que codificam
enzimas antioxidantes (Delaunay et a/, 2000). De forma semelhante, a mutacdo em Gpx leva a uma
inibicao na atividade da peroxidase, cuja principal funcéo bioguimica é oxidar substratos organicos tendo

0 H»0, como molécula aceitadora de eletrdes (Mulgund ef a/, 2015).

Tabela 5 - Estirpes de levedura e respetivos gendtipos.

Estirpe Genétipo Referéncia
BY4741 MATa his3A0 leuZA 0 met15A0 ura3A0 Brachmann et al, 1998
yapl MATa his3A 1 leuZA0 met15A0 ura3A0 Euroscarf

gpx1/2/3  MATa his3A 1 leu2A0 metl15A0 ura3A0 gpx1::URA3  Avery e Avery, 2001
x2::His3MX6 gox3.:kanMX6

As culturas stock foram desenvolvidas em meio solido YPDA (extrato de levedura 1% (p/v) BD Bacto™,
peptona 2% (p/v) BD Bacto™, glucose 2% (p/v) e agar 2%), incubadas a 30 °C, durante 2 dias e mantidas
a 4 °C, durante 1 semana. A partir dessas culturas, foram preparados pré-indculos em 5 mL de meio
liguido YPD (extrato de levedura 1% (p/v) BD Bacto™, peptona 2% (p/v) BD Bacto™ e glucose 2% (p/V)),
a partir de coldnias isoladas de levedura. As culturas foram mantidas num agitador orbital, a 30°C e 200
rpm, durante a noite e o crescimento das mesmas foi monitorizado pela medicao da densidade ¢dtica a
600 nm (D.0.600) para garantir, posteriormente, uma densidade celular entre 0,4 - 0,8, de forma a que

as células se encontrem na fase exponencial de crescimento para os ensaios realizados em 2.6.
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2.6. Ensaio de Viabilidade Celular

2.6.1. Spot Assay com Saccharomyces cerevisiae BYA741
Apds a incubacado overnight, a proliferacao celular foi medida através da leitura de D.0O.g00 Sendo que,

posteriormente a cultura foi diluida com meio fresco, de forma a atingir uma D.O.g00 = 0,1 para um
volume de 5 mL. A cultura foi mantida num agitador orbital, durante 4 h, a 30°C e 200 rpm, a fim de
obter uma D.0.gq entre 0,4 - 0,8 de forma a garantir que as células se encontravam na fase exponencial
de crescimento.

Numa tentativa de avaliar a capacidade antioxidante do EE50% de C. ruderalis em cultura de S.
cerevisiae BY4741, foram entdo testadas as concentracoes de 2,5; 5; 7,5; 10; 50; 75; 100; 500 e 1000
pg/mL e criadas 3 situacdes de controlo: controlo negativo contendo o solvente (EtOH50%); controlo
positivo contendo o solvente e 4 mM de H,0, e o controlo de extrato, contendo extrato numa
concentracdo equivalente a concentracado maxima de extrato aplicado.

Assim, apos medicao da D.0.gq0, foram preparadas todas as condicées em meio liquido YPD (adicao

de reagentes ao meio de cultura antes da inoculacéo), sendo que posteriormente foram transferidos 100
ul de cada amostra para tubos eppendorf contendo 900 ul de dH,0 esterilizada. Para cada amostra, foi
efetuada uma série de 4 diluicdes seriadas (no intervalo de 10" a 10,
5 uL de cada volume diluido foram colocados em placas YPDA. As células foram incubadas, a 30°C e
200 rpm e por 60 minutos foram colhidas amostras a cada 15 minutos. Por fim, as culturas foram
incubadas a 30 °C, durante 2 dias e posteriormente foram fotografadas, com recurso a um ChemiDoc
™ XRS. O mesmo procedimento foi realizado para testar as concentracdes de 2,5; 5; 7,5; 10; 50 e 75
pg/ mL do EEBQ%.

2.6.2. Spot Assay com a Estirpe Selvagem BY4741, Mutante yaplI e Mutante gpx1/2/3
De forma muito semelhante, as culturas das estirpes BY4741, yapl e goxl/2/3 foram preparadas

segundo o procedimento acima descrito e monitorizadas de forma a obter uma D.0.go0 entre 0,4 - 0,8,
no entanto, para este ensaio, 0s compostos ou extratos a serem testados foram incorporados no meio
antes da solidificacao.

Para este ensaio foram testadas, as concentracoes de 10, 50, 75, 100, 500 e 1000 pg/mL do EE50%
e criadas, de igual forma as 3 situacdes de controlo: controlo negativo, em que as células sao apenas
incubadas em YPDA; controlo positivo contendo 0,5 mM de H,0, e o controlo de extrato, contendo extrato
numa concentracao equivalente a concentracdo maxima de extrato aplicada.

Assim, apds medicdo da D.0.g00, foram transferidos 100 ul de cada amostra para tubos eppendorf

contendo 900 pl de dH,0 esterilizada, sendo que para cada amostra, foi efetuada uma série de 4
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diluicdes seriadas (no intervalo de 10 a 10). 5 uL de cada volume diluido foram colocados em placas
YPDA. Por fim, as culturas foram incubadas a 30 °C, durante 2 dias e posteriormente foram fotografadas,

com recurso a um ChemiDoc ™ XRS.

2.7. Analise Estatistica
Os resultados foram tratados e analisados a partir do programa de calculo Microsoft Excel. Salvo

indicacdo contraria, os ensaios foram realizados em triplicado como réplicas independentes e estdo

apresentados através de um modelo representativo ou como média + desvio padrao.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Anadlise quimica por ESI-MS e ESI-MS/MS levou a identificacao de compostos
canabindides e nido canabindides
A composicao quimica do EE100%, EE50% e EAq. de C. ruderalis foi analisada por ESI-MS e ESI-MS/

MS, uma tecnologia relacionada que permite a obtencao de informacao estrutural adicional, facilitando
a identificacdo de moléculas e a sua associacdo as propriedades biologicas atribuidas a planta. Uma
analise quimica dos sinais espectrais de massa [M-H] / [M+H] - (m/z), baseada na comparacdo com a
literatura disponivel, conduziram a identificacdo de 9 compostos nos extratos de C. ruderalis, com base
nos pesos moleculares correspondentes dos compostos ou fragmentos derivados (Tabela 6). Ao longo
do tempo, uma enorme variedade de constituintes quimicos que compde as mais diversas classes de
metabolitos naturais que incluem desde terpenos a compostos fendlicos, hidrocarbonetos, acidos gordos,
ésteres, compostos nitrogenados e canabindides, seguidos das suas formas descarboxiladas (Borille,
2016) foram sendo identificados no género Cannabis. Estes, distribuem-se ao longo do espectro em
funcdo da sua estrutura quimica e consequentemente, do seu peso molecular. Contudo, as alteracdes
quimicas das varias moléculas ndo podem ser generalizadas a todas as variedades da planta, pelo que
a limitacdo de informacao incidente em analise de perfis metabdlicos da subespécie em estudo dificultou
a identificacdo de varios dos compostos, essencialmente ndo canabinoides, observados para os
diferentes extratos.

As analises baseadas nos espectros dos diferentes extratos de C. ruderalis (apresentados no Anexo
1), revelaram 31 sinais unicos, aquando aplicada ionizacdo positiva [M+H]". Conforme indicado na
Tabela 6, o composto arginina e respetivo isomero foram identificados nos extratos EE50% e EAq.,
exibindo ides protonados em m/z 175 (grupo a-amina e grupo acido o-carboxilico, separados por uma
cadeia lateral linear alifatica). Segundo a literatura, este aminoacido basico natural, precursor do déxido
nitrico, esta presente nas sementes de canhamo em niveis elevados (Callaway, 2004). O pico base
apresentado pelos trés extratos, com m/z 274 nao foi identificado, contudo estudos de ressonancia
magnética nuclear descrevem a sua estrutura como contendo uma amina, um metileno ligado a um
oxigénio e dois metilenos ligados a um azoto (Cambio et a/, 2011). A perda de um grupo H,O gerou um
composto derivado que revelou fragmentos protonados em m/z 256, identificado como hexadecanamida
(C16-CONH2), uma amida primaria de acido gordo proveniente do acido palmitico. Esta molécula, ja
reportada em C. safiva L, tem a capacidade de se comportar como agonista de endocanabinoides como
AEA, competindo pela ligacédo ao local ativo dos recetores CB1 e CB2. Este comportamento desencadeia

um aumento na concentracao endogena dos canabinoides, resultando numa potenciacédo da atividade
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Tabela 6 - Identificacdo provisoria de alguns dos compostos presentes em EE100%, EE50% e EAq. de C. ruderalis, de
acordo com o espectro de massa no Anexo 1 obtido por ESI/MS e ESI-MS/MS, com base em valores de m/z ja reportados
em literatura.

Férmula [M+H]* [M-H]" Ms"
Pico Extrato Identificacao provisoria
molecular (m/z) (m/z) (m/z)
EES0% Arginina
1 CsH14N402 175 - -
EAq L-arginina
Hexadecanamida
2 EE100% C16Hs3NO 256 - -
Palmitamida
EE50%
3 Ci15H1107 304 - MS3: 286 Delfinidina
EAq.
EE100% THC
4 C21H300: 315 - MS3: 259
EE50% CBD
EE100%
5 C21H3202 318 - - Canabigerol
EE50%
CBDHQ
EE50% C21H2803 MS?: 312,
6 329 327 (HU-331)
309
EE100%
7 C21H2804 - 343 - 11-Nor-delta-9-thc-9-aldeido
EE50%
EE100% MS3: 341, CBDA
8 CazHs204 359 357
EE50% 219 A*-THCA
Eter monometilico do acido
9 EE50% C23H3404 - 373 MS3: 329

canabigerolico

dos mesmos (efeito entourage). Assim, a sua natureza bioativa torna-a num alvo promissor no tratamento
de varias condicdes como cancro, doencas cardiovasculares, inflamacao, dor, disturbios alimentares e
ansiedade (Farrell e Merkler, 2008). Por ultimo, em m/z 304 foi identificada a delfinidina, uma
antocianidina hidrofilica encontrada normalmente em varias espécies vegetais pigmentadas, com
potencial atividade antioxidante associada. Delfinidina demonstrou proteger queratinocitos HaCaT
humanos e a pele de camundongos contra o stress oxidativo medido por UVB e a apoptose (Afaq et a/.,
2007).

No que diz respeito ao modo de ionizacao negativa, as analises espectrais de massa revelaram 33
sinais, correspondentes apenas aos extratos EE100% e EE50%, uma vez que por limitacdo da

funcionalidade do equipamento utilizado, nao foi possivel determinar o espectro de [M-H] do EEAq.
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Assim, os sinais espectrais com maior intensidade foram atribuidos a m/z 136, 159, 201 e 357 para
EE100% e 225, 327 e 357 para EE50%. O valor de m/z comum (357), com ides fragmento em m/z 341
e 219, indicou a presenca de compostos com férmula molecular C»,H3,04, que pode ser atribuida tanto
a CBDA como a THCA (CBD e THC nas suas formas de acidos C3-carboxilicos). Contudo, sendo C.
ruderalis uma espécie associada a uma percentagem de THC muito reduzida, é possivel que a
abundancia relativa observada no espectro deste composto esteja mais relacionada com a presenca de
CBD, o que néao retira a possibilidade de a amostra conter THC em quantidades residuais. O 11-Nor-
delta-9-thc-9-aldeido foi identificado com m/z 343, que é basicamente a molécula de delta(9)-
tetrahidrocannabinol carboxilada (COOH-THC). O sinal em 315 [M+H]" deriva entdo da fragmentacéo
dos acidos canabindides (CBDA e THCA) que apds perda da fracao carboxilica da molécula, geram CBD
e THC. Estes dois compostos foram ja relatados como potentes antioxidantes contra danos oxidativos
por H,O0,. Hampson et a/. (1998) demonstraram que o CBD ¢ um antioxidante mais poderoso que
ascorbato e o-tocoferol, em sistemas quimicos e em culturas neuronais, indicando efeitos citoprotetores
adicionais para além das suas propriedades antioxidantes. Porém, os efeitos pro-oxidantes de CBD foram
também ja descritos em varias células imunes (por exemplo, linfocitos), evidenciando o seu
comportamento indutor de apoptose (Mukhopadhyay ef a/,, 2011). Sugere-se que o efeito apoptotico do
CBD esteja diretamente a producédo de ROS e consequentemente, a condicao de stress oxidativo a que
as células ficam sujeitas. Associado a este composto é revelado um sinal em m/z 327 (com ides
fragmento principais associados a m/z 312 e 309), correspondente a uma quinona produzida a partir
de CBD por oxidacdo durante a exposicdo ao O,, identificada como CBDHQ e postulada como o
metabolito reativo de curta duracao de CBD. No entanto, estudos demonstraram a sua atividade como
anti-angiogénico e inibidor seletivo da topoisomerase Il, o que o torna um alvo terapéutico anti-tumoral
de elevado interesse (Ujvary e Hanus, 2016).

Em [M+H]" m/z 318 e [M-H]" m/z 373 foram identificados os compostos CBG e éter monometilico do
acido canabigerdlico, respetivamente. O CBG, um canabindide monoterpénico, é entdo a forma neutra
do CBGA nao identificado (auséncia do grupo —COOH), que por sua vez, é percursor do éter monometilico
do &cido canabigerdlico por adicdo de —CH3. O CBG ¢ considerado um constituinte menor em Cannabis
sativa L., contudo foi verificado em dois dos extratos de C. ruderalis (EE100% e EAq.). Porém, outros
fitocanabinoides, cuja presenca é marcada em praticamente todas as variedades da planta estudadas
até a atualidade como sdo exemplo o CBNA, CBCA, CBLA e CBND, nao foram identificados no modelo
biologico em estudo. O mesmo se aplica para a ampla gama de compostos terpénicos e fendlicos

normalmente associados a este género. Isto sugere que C. ruderalis apresenta uma fitoquimica unica,
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com varios compostos ndo identificados até a data e que podem representar marcadores
quimiotaxonomicos especificos, biogquimicamente significativos para a aceitacdo desta variedade como
um espécie Unica e promissora de uma ampla gama de aplicacdes biolégicas. Um estudo intensivo do
espectro de C. ruderalis deve ser feito com recurso a outros métodos que permitam ultrapassar as
dificuldades encontradas na identificacdo destes compostos por ESI-MS/MS. Assim, sugere-se a
aplicacao de técnicas como a LC-MS e GC-MS, para identificacdo de compostos volateis de que s&o

exemplo os terpenoides.

3.2. EE100%, EE50% e EAq. de C. ruderalis demonstram atividade antioxidante /in vitro
A atividade antioxidante de um substrato pode ser medida através da capacidade do mesmo em

intercetar radicais livres através de métodos de sequestro. Desta forma, numa tentativa de analisar a
capacidade antioxidante dos trés extratos de C. ruderalis (EE100%, EE50% e EAq.), realizaram-se dois
ensaios colorimétricos (DPPH e sequestro do NO), que consistem na medida de reducdo dos radicais
DPPH® e NO". Os resultados foram expressos através dos valores de IC50 (Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliacdo da atividade antioxidante, /n7 vitro, dos extratos EE100%, EES0% e EAq. de C. ruderalis. As atividades
de eliminacéo de DPPH e NO foram lidas através dos valores de percentagem (%) de reducdo do DPPH e de inibicdo da
producéo de nitrito, respetivamente. Os resultados foram expressos através dos valores de IC50 (ug/mL). Os padrdes incluem
0 &cido galico (ensaio de DPPH) e o acido ascorbico (ensaio de eliminacdo de NO). Os dados sao apresentados como média
de trés réplicas independentes + DP.

DPPH Sequestro NO
ICs50 (ug/mL) ICso (ug/mL)
EE100% - 121,64 + 44,75
EE50% 82,24 + 7,85 753,90 + 32,53
EAq. 96,60 + 6,36 1590,79 + 42,19
Padrao (AG/AA) 0,48 + 0,09 9,35+ 1,63

Os resultados da avaliacdo antioxidante revelam que os extratos EE50% e EAq. de C. ruderalis
apresentam maior capacidade de eliminac&o dos radicais de DPPH (IC50 = 82,24 + 7,85 pg/mL e IC50
= 96,60 + 6,36 ug/mL, respetivamente), comparativamente ao EE100% (cujo valor de IC50 nao foi
possivel de alcancar, provavelmente devido a falhas experimentais), sugerindo que estes demonstram
maior atividade antioxidante, através da sua capacidade de doacao de H. No entanto, os extratos testados
apresentaram baixa atividade de eliminacdo de DPPH em relacdo ao padrao utilizado (IC50 = 0,48 +
0,09 pg/mL), acido galico, um poderoso antioxidante natural. Antes do processo de liofilizacdo dos
extratos, foram realizados alguns ensaios teste (n=3) com os extratos na sua forma nao liofilizada.

Curiosamente, os resultados demonstraram elevada capacidade antioxidante para o extrato etanolico a
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50% (IC50 = 20,81 + 0,47 ug/mL) e um valor de IC50 = 110,01 + 14,90 ug/mL para o extrato etanolico
absoluto. O mesmo vai de acordo com a literatura, em que varios autores sugerem atividade antioxidante
para o extrato etandlico absoluto de C. sativa L. (Ahmed ef al,, 2019; Hong et a/., 2015). A liofilizacdo é
uma tecnologia que se baseia na remocao da agua de uma determinada amostra, através do processo
de sublimacao, a pressao reduzida. A dgua passa do seu estado sélido para o gasoso a temperaturas
reduzidas e na auséncia de oxigénio, fatores normalmente muito favoraveis para a preservacao das
caracteristicas fitoquimicas de extratos vegetais. No entanto, a Cannabis apresenta uma gama de
compostos volateis que podem ter sido perdidos aquando a aplicacdo da técnica. Compostos como o-
pineno, B-mirceno, limoneno, 4-careno, trans-3(10)-caren-2-ol, cariofileno, B-humuleno, azuleno,
gurjuneno, ledeno e éxido de cariofileno foram ja identificados entre componentes volateis de varias
amostras de Cannabis (Arnoldi et al, 2017). Maior parte destes compostos sdo terpénicos, aos quais
estao associados, entre muitas outras propriedades, a atividade antioxidante, que por sua vez esta
diretamente relacionada com os valores de IC50 obtidos no presente estudo. Este fator pode também
justificar a limitacdo na identificacdo de compostos pertencentes a esta classe, na analise quimica dos
espectros dos varios extratos de C. ruderalis.

A extracao dos metabolitos secundarios, que caracterizam a capacidade antioxidante da amostra,
depende muito da natureza quimica dos compostos-alvo, do método de extracdo, da polaridade do
solvente utilizado e da composicdo da mesma. Assim, da mesma forma que a técnica de extracdo é
fundamental para obter os metabolitos alvo, também diferentes solventes vdo possibilitar a extracao de
diferentes compostos. Drini¢ ef a/. (2018) determinaram o impacto de diferentes solventes na atividade
antioxidante de extratos de C. safiva L., obtidos de material herbaceo jovem e maduro e verificaram, de
igual forma, que o extrato obtido com etanol a 50% apresenta maior atividade antioxidante para as duas
amostras de canhamo (EC50 = 0,1331 e EC50 = 0,2055, para canhamo jovem e maduro,
respetivamente), comparativamente a outras misturas EtOH:H,0. De notar que, os valores de inibicao
do radical diminuem na ordem EtOH50% > EtOH30% > EtOH70% > dH,0 > EtOH90%, para o extrato
maduro de C. safiva obtido através das partes aéreas da planta, o que vai de acordo com os resultados
obtidos na presente investigacao.

Outros estudos foram conduzidos em estimativas qualitativas e quantitativas de extratos vegetais para
identificar a relaca@o entre o solvente de extracdo com a atividade antioxidante. Diferentes solventes com
diferentes niveis de polaridade foram selecionados para extrair o material vegetal bruto de Citrullus
colocynthis (folhas e raizes) e C. safiva L. (folhas). Esta extracdo comparativa demonstrou que, entre os

solventes a base de polaridade, o uso de EtOH100% resultou numa maior capacidade de eliminacéo dos
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radicais de DPPH (% Inibicdo = 54,1 + 0,2), enquanto que o uso de dH,0, em substituicao de solvente
organico, demonstrou uma capacidade antioxidante inferior (% Inibicao = 34,2 + 1,1) (Ahmed et a/,
2019). Esta discordancia entre os resultados obtidos no presente estudo e os demonstrados por Ahmed
podem estar relacionados com os métodos de extracdo dos compostos em meio aquoso. Isto porque,
na presente investigacao, o extrato aquoso foi obtido por infusao, enquanto que as amostras de Ahmed
foram extraidas a temperatura ambiente. Estudos sugerem que o uso da temperatura pode ser favoravel
a extracao de compostos fenolicos. O calor pode tornar as paredes celulares permeaveis, diluir e dissolver
0s compostos a serem extraidos e diminuir a viscosidade do solvente, facilitando assim a extracéo
(Barbosa et al, 2016). Contudo, deve tomar-se atencdo aos compostos terpénicos existentes nas
amostras, que a elevadas temperaturas podem ser perdidos e contribuir para uma diminuicdo da
capacidade antioxidante dos extratos em estudo.

O material vegetal usado para a preparacdo do extrato também pode influenciar a atividade de
remocao do DPPH. Moccia ef a/ (2019) reportaram percentagens de inibicao de radicais de DPPH
variaveis no que diz respeito a extratos obtidos a partir de sementes, farinha e 6leo de C. sativa L (%
INibica0semente = 922 + 43; % Inibica0sarinna = 1709 + 75; % Inibicdoge, = 192 + 13), 0 que esta de acordo
com os resultados demonstrados por Siano ef al. (2018) (% Inibicd0semente = 51,5; % INibiCa0¢4inna = 46,8;
% Inibicaoge, = 8,2). Entdo, verifica-se que a inclusao de outras partes da planta no extrato, pode
proporcionar uma maior/menor atividade de eliminacdo de DPPH, devido a presenca/auséncia de
determinados compostos.

No que respeita as plantas de canabis, o tempo de colheita é também um fator determinante para a
atividade antioxidante demonstrada pela planta, uma vez que, como dito anteriormente, uma maturacao
tardia vai favorecer a acumulacdo de canabindides, que sdo formados pela condensacdo de precursores
de terpenos e fendis (Drini¢ ef a/, 2018). Pela analise dos espectros apresentados no Anexo 1 para os
diferentes extratos de C. ruderalis verifica-se que ha uma distribuicdo relativamente homogénea dos
compostos ao longo do eixo correspondente a massa molecular, sendo que as diferentes classes sdo
atribuidas a determinadas gamas de massa (relacdo néo linear), como por exemplo: terpenos — 100 a
250 Da; acidos gordos — 250 a 300 Da; fenolicos — 150 a 300 Da; principais canabinoides — 300 a 500
Da. Contudo, uma vez que ndo foi possivel verificar uma gama variada de compostos como terpenos e
fendlicos existentes na amostra, nao se pode retirar uma ideia conclusiva sobre a correlacao da presenca
destes compostos com a atividade antioxidante observada. Tal se pode justificar pela escolha do solvente

utilizado e/ou pelas técnicas de analise selecionadas.
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Curiosamente, no que respeita ao ensaio de sequestro de NO, o EE100% foi o que induziu 50% de
inibicdo da producao de nitrito a concentracdes mais baixas (IC50 = 121,64 + 44,75 ug/mL), seguindo-
se o EE5S0% (IC50 = 753,90 + 32,53 pg/mL) e, por ultimo, o EAg. que revelou um valor de IC50
=1590,79 + 42,19 pg/mL. Apesar dos recentes estudos aprofundados, a caracterizacdo dos compostos
antioxidantes ainda é fragmentaria, pelo que em literatura é também escassa a informacado disponivel
sobre a capacidade de captacéo dos radicais de NO por parte dos componentes fitoquimicos da planta.
Notavelmente, estd em falta uma caracterizacdo mais abrangente dos extratos de Cannabis, quando a
sua capacidade antioxidante. No entanto, Eshwarappa et a/. (2015), concluiu que o extrato organico
(metanol) de Ficus glomerata, uma planta pertencente a familia Moraceae (uma das familias
filogeneticamente mais proximas da Cannabis) apresenta maior atividade de eliminacéo de oxido nitrico
(IC50 = 163,37 + 04 pg/mL), quando comparado ao extrato aquoso (IC50 = 172,37 + 02 pg/mL), o
gue vai de acordo com os resultados obtidos no presente estudo.

Sendo o 6xido nitrico uma molécula reativa que causa citotoxicidade severa nas células vivas, a sua
remocao torna-se de primordial importancia na terapia antioxidante. Assim, os resultados obtidos no
presente estudo sdo sugestivos de que, particularmente, o extrato etanolico absoluto tem um efeito
percetivel na eliminacao destes radicais, que pode estar relacionado com a presenca de alguns

constituintes da amostra, ndo identificados.

3.3. EE50% demonstrou maior teor de fendlicos comparativamente a EE100% e EAq.
Diversas atividades bioldgicas atribuidas a extratos vegetais, particularmente a atividade antioxidante

e eliminacao de radicais livres, bem como a capacidade antimicrobiana e anticancerigena, devem-se a
presenca de misturas complexas que incluem compostos fenodlicos e flavonoides. Os fendis,
principalmente, sdo compostos biologicamente ativos, potentes antioxidantes com comportamento de
eliminacao de radicais livres (Rashidi ef a/, 2016). Considerando os beneficios associados a dieta com
base polifendlica, as plantas medicinais e aromaticas surgem como uma fonte promissora desse grupo
de fitoquimicos (Gupta e Sharma, 2006). Assim, na tentativa de avaliar o contetdo fendlico total dos
extratos de C. ruderalis, realizou-se um ensaio colorimétrico que utiliza o reagente Folin-Ciocalteu, em
que as substancias redutoras/ fenolicas da amostra, em pH alcalino (Na,CO3), reduzem o Folin e formam
um oxido de coloracao azul, detetavel na banda do espectro de 760 nm. O teor de substancias redutoras
foi expresso em equivalentes de padrdo por massa de extrato (mg/g), sendo que o padréo utilizado foi o

acido galico (Tabela 8).
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Tabela 8 - Avaliacao do conteudo fenolico total, /n vitro, dos extratos EE100%, EE50% e EAq.
de C. ruderalis. O teor de substancias fenolicas foi expresso em equivalentes de padréao por
massa de extrato (mg/g), sendo que o padrao utilizado foi o acido galico. Os dados sao
apresentados como média de trés réplicas independentes + DP.

GAE*
Amostras

(mg/g extrato)
EE100% 59,24 + 10,13
EE50% 68,89 + 1,21
EAq. 39,26 + 0,47

*GAE - Equivalentes de Acido Galico

O conteudo fenolico total entre os varios extratos que incluem as sementes e as partes aéreas de
floracao de C. ruderalis (folhas e flores) nao foi muito variavel. Os teores fenodlicos maximo e minimo
foram registrados por EtOH50% e dH,0 (68,89 + 1,21 GAE/g de extrato e 39,26 + 0,47 GAE/g de
extrato, respetivamente), enquanto o EE100% resultou num total de polifendis de 59,24 + 10,13 GAE/g
de extrato. Curiosamente, Ahmed et a/ (2019) relatam um teor de polifendis superior para o extrato
aquoso (29,98 + 0,56 GAE/g de extrato) comparativamente ao extrato etandlico (2,70 + 0,109 GAE/g
de extrato), sendo que os extratos foram obtidos a partir de folhas de C. sativa. O teor reduzido de
polifendis verificado para o extrato etandlico pode ser faciimente compreendido através da percecao da
influéncia do conteudo da planta utilizado para a obtencdo dos extratos. Assim, verificamos que ha
diferencas na medida em que, no presente estudo os extratos incluem as sementes e as partes aéreas
de floracédo (folhas e flores) de C. ruderalis, enquanto que na investigacdo de Ahmed sdo apenas
utilizadas as folhas. Varios estudos sugerem que a atividade antioxidante atribuida a planta deriva da
excelente estabilidade oxidativa (maior resisténcia a oxidacdo) por parte das sementes de canhamo
industriais, concebida pela presenca de compostos fendlicos que atuam como agentes antioxidantes. Por
exemplo, Smeriglio et al. (2016) determinou um total de fenois equivalente a 267,5 + 8,84 GAE/g de
extrato para ¢6leo de semente de canhamo da variedade Finola, enquanto que Siano et a/ (2018)
verificaram um teor de fenois de 767 + 41 GAE/g de extrato para sementes de canhamo da variedade
Fedora. De notar que, ha um notdrio aumento no teor destes compostos aquando avaliados extratos de
sementes, comparativamente a partes aéreas ou somente folhas de canhamo.

Em jeito de conclusao, o conteudo de polifendis e a atividade antioxidante de C. sativa foram ja
correlacionados por varios autores (Djeridane et a/,, 2006; Liu et al, 2009; Seruga et a/, 2011), no
entanto ha flutuacdes entre as duas variaveis, que podem ser comprovadas pelos resultados obtidos no
presente estudo. Em 3.2. verificou-se uma atividade antioxidante ndo mensuravel para o extrato EE100%

no ensaio de DPPH, enquanto que o seu teor fenolico nao difere muito do observado para EE50% e EAq.
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Desta forma, conclui-se que a atividade antioxidante ndo depende integralmente do teor fendlico total da
amostra, uma vez que compostos como o0s terpenoides, canabinodides e outros, estao também associados
a captacdo de radicais livres. No entanto, Drini¢ et a/ (2018) demonstraram um coeficiente de
determinacao de 0,7, indicador que as duas variaveis estdao bem correlacionadas. Fendis e flavonoides
sao portadores de atividade antioxidante, sendo que esta atividade esta diretamente relacionada com as
suas propriedades redox, uma vez que estes agem como dadores de hidrogénio e inibidores de oxigénio
singleto (Djeridane ef a/, 2006). A flutuacdo entre as variaveis compostos fenolicos e atividade
antioxidante pode ser atribuida a uma série complexa de fatores bidticos e abidticos que incluem a
variedade da planta, condicdes climaticas e do solo, sazonalidade, bem como a diferentes técnicas de

extracdo (solventes, temperatura, tempo de extracao, etc.).

3.4. 0 extrato etandlico a 50% de C. ruderalis nao é citotoxico em 8. cerevisiae (wi) no
entanto, potencia a atividade do H,0,
Os ensaios de viabilidade foram executados conforme descrito na seccao 2.6.1. para avaliar os efeitos

do EE50% em resposta ao stress oxidativo induzido por H,0,, em S. cerevisiae BY7471. O H,0, é um
modelo oxidante bem estabelecido em células de levedura, devido a facilidade que apresenta em difundir-
se facilmente através das membranas celulares e chegar a locais distantes dos seus principais locais de
producdo. Esta espécie metastavel pode originar facilmente radicais superoxido relativamente instaveis
(02%), bem como radicais hidroxilo (OH®), considerados as espécies de oxigénio mais reativas
(PubChem). Varios estudos demonstram que o stress oxidativo induzido por oxidantes quimicos como o
H>0,, pode levar a danos nas células e consequentemente, a morte celular (Jamieson, 1998; Franca et
al., 2017). Além disso, o H,0, ¢ um metabolito de oxigénio natural no metabolismo aerdbico de células
e tecidos, pelo que se torna adequado para um estudo em organismos biolégicos. Testando este
composto oxidante em meios de cultura de S. cerevisiae é possivel formular uma hipdtese sobre a
capacidade protetora do EE50% de C. ruderalis, que se traduz na sobrevivéncia das colonias.

Assim, no presente ensaio, foram testadas, as concentracdes de 2,5; 5; 7,5; 10; 50; 75; 100; 500 e
1000 ug/mL, e criadas 3 situacbes de controlo: controlo negativo contendo o solvente (EtOH50%) e
dH»0; controlo positivo contendo o solvente e 4 mM de H,0, e o controlo de extrato, contendo dH,0 e
extrato numa concentracdo equivalente a concentracdo maxima de extrato aplicado (Figura 4). Foram
retiradas aliquotas da cultura para diluicdes em série até 10“e pequenas gotas foram colocadas no meio

YPDA, previamente preparado. As células foram incubadas, a 30°C e 200 rpm, por 60 minutos de forma
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a criar réplicas das amostras a cada 15 minutos. Por fim, as placas foram incubadas durante 2 dias a
30 °C, para avaliar os efeitos do extrato na perda de viabilidade induzida pelo H,0..

Analisando o ensaio as concentracOes testadas, verifica-se que a viabilidade observada no controlo
negativo (Fig. 4A, 4G e 4M) nao apresenta diferencas consideraveis comparativamente ao controlo de
extrato (Fig. 4C, 4l e 40), indicando que o extrato de C. ruderalis nao é tdxico as concentracdes de 7,5,
75 e 1000 pug/mL. No que diz respeito aos controlos positivos (Fig. 4B, 4H e 4N) observa-se uma reducéo
de viabilidade, evidentemente marcada em Fig. 4B (o que era de esperar) e uma perda menos expressiva
nas Fig. 4H e 4N, induzida pelo stress oxidativo causado pelo H,0,. Para as trés situacoes representantes
do controlo positivo seria de esperar uma resposta semelhante por parte das células, uma vez que foi
testada sempre a mesmo concentracao de H,0,, no entanto, apesar deste composto ser das espécies
reativas mais estaveis, quando se apresenta na sua forma nao dissolvida, sofre decomposicao rapida e

espontanea, sendo, portanto muito instavel a luz, ao calor e a determinadas enzimas (Pedziwiatr et al.,
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Figura 4 -0 EE50% de C. ruderalis potencializa o efeito oxidativo do H2O2 a concentracdes superiores de extrato. As células
de Saccharomyces cerevisiae BY7471 foram incubadas em meio YPD para atingir a fase de crescimento exponencial, seguidas
de diluicBes seriadas até 10“. Colocaram-se gotas de cada diluicio em meio YPDA. Foram testadas as concentracdes de 2,5:
5; 7,5; 10; 50; 75; 100; 500 e 1000 pg/mL e criadas 3 situacoes de controlo: controlo negativo contendo o solvente
(EtOH50%) e dH»0; controlo positivo contendo o solvente e 4 mM de H202 e o controlo de extrato, contendo dH»20 e extrato
numa concentracao equivalente a concentracdo maxima de extrato aplicado. As placas foram incubadas a 30 °C por 2 dias
e fotografadas. Os resultados mostrados sdo representativos de trés experiéncias independentes.
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2018). Portanto, qualquer fator determinante para a sua estabilidade, ao longo do manuseio deste
reagente, pode justificar as diferencas entre os resultados respetivos aos controlos positivos.

Na co incubacao dos extratos com H,0, (Fig. 4D, Ee F/ Fig. 4J, Ke L e Fig. 4P, Q e R), a sobrevivéncia
das coldnias foi de igual forma alterada. Ao aumento da concentracao de extrato, corresponde uma
diminuicao da viabilidade celular. A concentracdes reduzidas (Fig. 4P e R) de EE50%, as células parecem
ter desenvolvido uma resposta adaptativa ao stress oxidativo induzido pela combinacao de H,0, + extrato,
uma vez que a viabilidade de S. cerevisiae é superior ao controlo positivo (em que apenas é testado
H,0,). Moccia ef a/ (2019) sugerem que uma producdo moderada de ROS intracelular, pode
desencadear uma resposta adaptativa que resulta numa maior resisténcia ao stress oxidativo. A resposta
adaptativa em S. cerevisiae é ativada através do sistema de defesa antioxidante endégeno, que engloba
uma variedade de pequenas moléculas como o ascorbato, glutationa ou tocoferois e também algumas
enzimas bem caracterizadas, cujas principais etapas metabdlicas passam pela catalise alternada da
dismutacao do radical superdxido em O, ou H,0,, pela superéxido dismutase (Sod) e pela decomposicéo
do H,0, intracelular em H»0 e O,, pela catalase (Cat) e glutationa peroxidase (Gpx).

A concentracdes superiores de extrato (100, 500 e 1000 ug/ mL) é notéria uma perda de viabilidade
consideravelmente mais acentuada, no entanto, demonstrando o extrato etanodlico a 50% atividade
antioxidante significativa /n7 vitro, seria de esperar que a viabilidade celular de S. cerevisiae aumentasse
comparativamente ao controlo positivo, devido a capacidade de protecédo antioxidante apresentada pelo
extrato de C. ruderalis em estudo. Este efeito sugere um comportamento pro-oxidante do extrato a
concentracdes superiores (visivel principalmente na Fig. 4C), que foi ja descrito para varios compostos
naturais antioxidantes, de que sao exemplo os polifenodis (Tedesco ef a/ 2010; Calabrese et al. 2012) e
0 CBD (Mukhopadhyay et a/., 2011). Este fendmeno, definido como “efeito hormético”, descreve que a
concentracdes mais baixas os compostos bioativos demonstram efeitos opostos aos obtidos a
concentracdes mais altas (por exemplo, a dosagens reduzidas os compostos normalmente tdxicos/
inibitérios mostram efeito estimulatorio ou benéfico ao organismo exposto). Como ja mencionado, o
espectro de massa de EE50% exibiu uma presenca marcada do composto CBDA, molécula que também
descarboxila em condicoes de oxidacao. Assim sendo, pode sugerir-se que a inducdo de stress oxidativo
pelo H,0, culminou na geracdo do composto CBD, que a elevadas concentracgdes revelou a sua natureza
pro-oxidante. Este comportamento pré-oxidante vai entdo desencadear um aumento no stress a que as
células estao sujeitas, quer através da geracdo de mais ROS, quer através da inativacdo dos sistemas
endogenos antioxidantes (Mahaseth e Kuzminov, 2017). A inativacdo destes sistemas, que incluem os

sequestrados de H,0, ou até vias de reparo de DNA, pode levar a uma acumulacdo enddgena de
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espécies reativas e consequentemente, a diminuicdo acentuada da viabilidade de S. cerevisiae como a
verificada também em Fig. 4D, E e F. Assim, pode até assumir-se que ha um efeito de potencializacédo
do H,0, por parte do EE50% de C. ruderalis.

Um exemplo semelhante ao observado para o(s) componente(s) que definem a natureza antioxidante
e pro-oxidante do EE50% é o do acido ascorbico. AA é um antioxidante importante nos eucariontes
superiores. Jamieson et al. (1998) confirma ter encontrado este composto em S. cerevisiae, embora 0s
niveis parecam baixos, 0 que o torna parte do sistema de defesa oxidativo ndo enzimatico deste
organismo. Por outro lado, ha estudos que evidenciam a sua natureza pré-oxidante na medida em que
sugerem que o AA potencializa a toxicidade do H»0,, tanto /7 vivo (Lundbeck, 1954), como /n vifro
(Samuni et a/,, 1983). Interacdes semelhantes podem ocorrer entre o H,0,e compostos constituintes de
C. ruderalls.

Outras combinacoes potenciadoras de stress oxidativo foram também estudadas em outras plantas
do género. Por exemplo, Alagbonsi e Olayaki (2017) realizaram um estudo com ratinhos para tentar
perceber de que forma o stress oxidativo estava envolvido no efeito gonadotoxico reportado para C. sativa
L. Aquando a suplementacao dos ratinhos com C. sativa + melatonina / AA, verificou-se um efeito
exacerbado de stress oxidativo e espermatotoxicidade, induzida pela potencializacao de melatonina / AA
pelo extrato, enquanto que a combinacdo melatonina + AA (sem suplementacdo de extrato) evitou essa
condicao. Os mecanismos envolvidos na acao pro-oxidante (em células saudaveis) da melatonina ainda
nao foram totalmente esclarecidos, no entanto efeito pro-oxidante de AA foi ja demonstrado por varios
autores. Os exemplos descritos sugerem que o extrato de C. ruderalis é capaz de potenciar o efeito toxico
de varios compostos, muitas vezes incluidos na dieta como é o caso do AA, pelo que se torna emergente
a identificacdo e caracterizacdo dos componentes com natureza pré-oxidante, na medida de evitar
combinacdes que possam ser prejudiciais para células saudaveis e levar, consequentemente a danos

oxidativos e ao desenvolvimento de condicdes/ doencas associadas.

3.5. Efeito potencializado do H,0, esta diretamente relacionado com a condicao de
stress oxidativo
As enzimas antioxidantes sdo consideradas a principal linha de defesa dos sistemas celulares, pois

equilibram o estado redox nas células, estabilizando/desativando os radicais livres antes de estes
atacarem e danificarem os componentes celulares (Krishnamurthy e Wadhwani, 2012). A percecdo dos
mecanismos envolventes na inibicdo destes sistemas de defesa € um ponto fulcral para evitar o
desenvolvimento de condicdes de stress oxidativo causadas por compostos vegetais (ou outros) e para

delinear estratégias de tratamento com aplicacdo clinica. Assim, na tentativa de identificar quais os

40



potenciais mecanismos responsaveis pelos resultados obtidos em 3.4., realizou-se um ensaio de
viabilidade em que foram utilizados como modelos bioldgicos a estirpe wt de Saccharomyces cerevisiae
(como controlo) e duas estirpes derivadas, uma mutada no fator de transcricdo Yapl e outra no grupo
de enzimas da glutationa peroxidase (Gpx1l, Gpx2 e Gpx3), com o objetivo de confirmar se o efeito
potenciador do H,0, pelo EE50%, esta efetivamente relacionado com o excesso de radicais livres e
consequentemente, com a condicdo de stress oxidativo. S. cerevisiae parece ser um organismo modelo
adequado ao estudo da resposta adaptativa ao stress oxidativo induzido pelo H»0», porque para além de
ser geneticamente manipulavel, os seus sistemas de defesa antioxidante sdo bem caracterizados, a
sequéncia do seu genoma ¢ acessivel e a disponibilidade de mutantes afetados em todos os genes nao
essenciais, facilita muito o estudo das suas funcdes (Ng et a/,, 2008).

O YAP1 ¢é um fator de transcricdo (basic leucine zipper (bZIP)), envolvido na resposta ao stress
oxidativo e homeostase redox e representa a subfamilia de proteinas ativadoras (tipo AP1) na adaptacéo
de leveduras a resposta ao stress ambiental (YAP1 - Yeast API-iike). Este regulador desempenha um
papel fundamental na transcricdo de genes que codificam enzimas antioxidantes e componentes das
vias celulares de reducdo de tiol, incluindo o sistema de tioredoxina (Trx2, Trrl), o sistema de
glutaredoxina (Gshl, Girl), superdxido dismutase (Sodl, Sod2), glutationa peroxidase (Gpx) e
peroxidases especificas de tiol (Tsal, Ahpl), que permitem manter as concentracdes intracelulares de
perdxidos e outros ROS em niveis muito baixos, por meio de mecanismos rigidamente controlados
(Rodrigues-Pousada et a/,, 2019). No entanto, a resposta adaptativa ndo é completamente abolida num
mutante yapl, indicando o envolvimento de outros fatores na adaptacdo. Importante notar que a sua
ativacdo por H,0,, ou produtos quimicos reativos ao tiol, provoca respostas génicas adaptativas distintas.
A glutationa peroxidase (Gpx), pertencente a familia Yap1, é por si s6 uma enzima citosolica pertencente
ao sistema de defesa antioxidante celular que catalisa a reducao do H,O, em H,0 e O,, de forma
dependente da glutationa (GHS) (Nicholls, 1972). Essa reacao torna-se importante na remocao de niveis
baixos de peroxido de hidrogénio que podem danificar a célula, uma vez que tais niveis ndo sao
eficientemente decompostos pelas catalases (Cohen e Hochstein, 1961).

De notar que o procedimento foi muito semelhante ao descrito em 3.4.: foram testadas as
concentracdes de 10, 50, 75, 100, 500 e 1000 ug/mL de EE50% de C. ruderalis e criadas, de igual
forma as 3 situacdes de controlo (controlo negativo, em que as células séo apenas incubadas em YPDA;
controlo positivo contendo 0,5 mM de H,0, e o controlo de extrato, contendo 0,5 mM de H»0, e extrato
numa concentracdo equivalente a concentracdo maxima de extrato aplicada), sendo que os compostos

e extratos testados foram adicionados ao meio YPDA antes da solidificacéo; foram retiradas aliquotas da
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cultura para diluicoes em série e gotas de 5 pL foram colocadas no meio YPDA. Posteriormente, as
células foram incubadas, durante 2 dias, a 30 °C, para avaliar os efeitos do extrato na perda de viabilidade

induzida pelo H»0, nas diferentes estirpes (Figura 5).
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0,5 mM H.0: 0,5 mM H20: 0,5 mM H:0;
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Figura 5 -O mecanismo envolvido na potencializacdo do H20 pelo EES0% de C. ruderalis esta diretamente relacionado com
a condicao de stress oxidativo. As células de cada estirpe (wt, yapl e gox1/2/3) foram incubadas em meio YPD para atingir
a fase de crescimento exponencial, seguidas de diluicdes seriadas até 10, Colocaram-se gotas de cada diluicdo em meio
YPDA. Foram testadas as concentracoes de 100, 500 e 1000 pg/mL e 10, 50 e 75 pg/mL e criadas 3 situacoes de controlo:
controlo negativo, em que as células sdo apenas incubadas em YPDA; controlo positivo contendo 0,5 mM de H20> e o controlo
de extrato, contendo 0,5 mM de H20: e extrato numa concentracao equivalente a concentracdo maxima de extrato aplicada.
As placas foram incubadas a 30 °C por 2 dias e fotografadas. Os resultados mostrados sdo representativos de trés
experiéncias.

Numa primeira abordagem, pela observacdo comparativa entre os controlos negativos (5A e 5G) e os
controlos de extrato (5C e 5l), verifica-se que ndo ha diferencas significativas de viabilidade entre os
mesmos, 0 que é indicador de que o extrato de C. ruderalis ndo é toxico as concentracoes testadas (75
e 1000 ug/mL). No que diz respeito aos controlos positivos, 0 H,0, induz o seu efeito oxidativo de forma
marcada nos mutantes, na medida em que a reducdo de viabilidade de yap! e de goxl/2/3 torna-se
evidente comparativamente a wt. Os resultados em 14B representam de forma mais elucidativa o que
seria de esperar para esta condicdo, sendo que yapl mostra ser a estirpe mais suscetivel ao stress
oxidativo induzido pelo H,0,, seguida de goxl/2/3, enquanto que a estirpe wt parece nao ser afetada
a concentracdo de H-0, testada. Relativamente a co-incubacdo das células com extrato e H>0,, a
potencializacdo do H,0, é novamente realcada a concentracdes superiores de extrato (5D, E e F), na
medida em que se observa uma reducao de viabilidade marcada em todas as estirpes, comparativamente
ao controlo positivo. A um aumento de concentracdo de extrato, corresponde uma diminuicdo da
viabilidade celular, sendo que a maxima concentracdo de extrato testada ¢ demonstrada uma perda
significativa de viabilidade em wf uma perda quase total em yap/ e uma perda consideravel em

gpx1/2/3. A reducao de viabilidade de S. cerevisiae, wt, foi ja descrita em 3.4. e associada a falta de
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capacidade dos sistemas antioxidantes endégenos em combater o excesso de radicais livres existentes,
derivados do efeito sinérgico entre o H,0, e determinados compostos do EE50%. Assim, ja era de esperar
que uma mutacao em Yapl, resultasse num bloqueio geral da resposta celular ao stress oxidativo e
consequentemente, numa diminuicao ainda mais acentuada da viabilidade de S. cerevisiae. No que diz
respeito a delecdo de Gpx, é evidente que a capacidade de protecao antioxidante interna da célula foi
diminuida, no entanto, o efeito ndo é tao frisado comparativamente a yapl, uma vez que foi apenas
comprometida a eficacia de uma das enzimas com funcéo de diminuicao/ eliminacao de radicais livres.

A concentracdes reduzidas o efeito em yapl parece ser semelhante ao acima descrito, mas 0 mesmo
nao se observa para as restantes estirpes. Em gox/2/3 parece pronunciar-se novamente uma resposta
adaptativa ao stress oxidativo induzidos por H-0,e EE50%. No que diz respeito a wZ a estirpe nao
aparenta sofrer danos capazes de induzir diminuicdo de viabilidade celular, contudo, exibe colénias de
diferentes tamanhos e morfologias (ndo mostrado), que podem ser resultado de mutacdes induzidas pela
toxicidade sinérgica causada pelo H»0, + extrato. Curiosamente, Frassinetti ef a/ (2018) avaliaram ja os
efeitos antimutagénicos de sementes de canhamo e extratos de brotos contra mutagénese induzida por
H>0, e concluiram que, nas células expostas ao H»05, os extratos de C. sativa foram capazes de reduzir
significativamente o efeito mutagénico causado pelo H»O,. No entanto, o presente estudo revela
citotoxicidade do extrato de C. ruderalis a concentracdes elevadas, o que torna sugestivo o
desenvolvimento de um estudo abrangente sobre a genotoxicidade e mutagénese do mesmo.

Até a data, ndo foram ainda relatadas pesquisas que relacionam os efeitos antioxidantes/ citotoxicos
de extratos de Cannabis com a atividade de expressao de enzimas antioxidantes que modulam os niveis
de H,0,, em levedura. No entanto, Hong ef a/ (2015) demonstraram que os extratos etandlico e de
fluido supercritico de sementes de canhamo (C. safiva L.) aumentam a expressdo génica de enzimas
antioxidantes, como SOD, CAT e GPx, em células HepG2 (linha celular de hepatoma), aguando incubadas
com H»0,. O mesmo parece acontecer no presente estudo com EE50%, uma vez que a inibicdo destas
enzimas em yapl (SOD e CAT) e goxl/2/3 leva a um decréscimo acentuado na viabilidade de S.
cerevisiae devido a incapacidade de remocéo dos radicais livres excessivos. Outro estudo, com HepG2,
verificou que a regulacao positiva da expressao de enzimas antioxidantes nas células promove um efeito
protetor contra citotoxicidade ou apoptose induzida por stress oxidativo (Bak ef a/, 2011). A inducéo da
expressao dessas enzimas antioxidantes parece ser essencial para a prevencao de varias doencas
mediadas por radicais livres, como cancro, artrose e inflamacado cronica. Assim, EE50% pode ser um
possivel mediador de inducdo de expressdo de enzimas como SOD, CAT e GPx, na medida em que

parece estimular a expressao destas enzimas antioxidantes que desencadeiam uma resposta adaptativa,
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sob determinadas condicdes. Davies ef a/. (1995), relataram que a adaptacéo de S. cerevisiae ao H,0,
requer um aumento na sintese de enzimas antioxidantes e cerca de, pelo menos, mais 21 proteinas sao
expressas apos a adaptacao ao H»0,. Portanto, podemos ver a resposta adaptativa como um método de

prevencao do desenvolvimento de doencas associadas a condicao de stress oxidativo.

44



4. Conclusao e Perspetivas futuras

O canhamo ¢é um recurso natural vital, altamente versatil, capaz de dar origem as demais matérias
primas que incluem fibras resistentes, sementes altamente nutritivas e uma variedade de fitoquimicos
com inumeras propriedades farmacologicas associadas. No entanto, o valor comercial, econémico e
farmacologico desta planta tem vindo a ser bastante subestimado nas ultimas décadas, devido a sua
associacao com a droga recreacional proveniente. Felizmente, a nivel europeu, a Cannabis ja comecou
a chamar a atencao da industria farmacéutica devido ao seu potencial em tratar varias condicoes cujos
medicamentos convencionais ndo mostram eficacia. Cannabis ruderalis, surge como uma subespécie,
recentemente descrita (1924), que representa plantas com niveis mais elevados de CBD, percentagem
reduzida de THC e caracteristicas muito peculiares como a sua natureza selvagem e a sua capacidade
de autofloracao. A curiosidade desperta na busca de novos fitoquimicos ou interacdes entre 0s mesmos,
nao descritas no género, com propriedades relevantes para aplicacao farmacoldgica com base em
compostos naturais.

Os extratos de C. ruderalis foram avaliados pelas suas propriedades antioxidantes, citotéxicas e foi
ainda avaliado o seu teor fendlico total. Os resultados do presente estudo sugerem que todos os extratos
(EE100%, EE50% e EAq.) apresentam atividade antioxidante (Tabela 5), confirmada /in vifro, pela
capacidade de eliminar DPPH e/ou NO, que ¢ atribuida possivelmente a compostos cuja identificacéo
nao foi possivel. A analise quimica preliminar dos extratos poderia ser melhorada, a fim de obter uma
identificacao mais precisa dos compostos e sua respetiva quantificacéo, o que poderia ser alcancado por
ressonancia magnética nuclear e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a MS/MS,
respetivamente. Os ensaios realizados sugerem que o EE50% é o extrato com maior atividade
antioxidante, uma vez que reduz eficazmente os radicais de DPPH e NO, o que levou a sua selecao para
0S eNnsaios /1 vivo, com Saccharomyces cerevisiae. Contudo, um terceiro ensaio de medida de potencial
oxidante seria Util para comprovar com maior nivel de certeza que este é o extrato com maior capacidade
em reduzir radicais livres. A avaliacdo do potencial quelante de ferro seria uma abordagem atraente a
integrar no estudo da capacidade antioxidante dos extratos de C. ruderalis, visto que o Fe*™ é um
elemento muito presente em reacdes metabolicas oxidativas importantes, que culminam na geracao de
radicais como o OH-, altamente reativo. No entanto, devido a limitacao na disponibilidade de reagentes
para o presente estudo, ndo foi possivel incluir este ensaio, tornando-se uma sugestao para investigacao
futura.

O presente estudo permitiu verificar que a extracao de determinado tipo de metabolitos secundarios

¢ dependente do método utilizado, uma vez que a aplicacdo de diferentes técnicas de extracao
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possibilitardo a presenca/atuacdo de diferentes compostos. A comprovar temos o exemplo com os
ensaios prévios de DPPH, em que foram utilizados extratos ndo liofilizados, que demonstraram uma
capacidade antioxidante superior para o EE50% e uma atividade consideravel para EE100%, demonstrada
ja em literatura para a espécie Cannabis sativa L mas nao alcancada na presente investigacao. Este facto
indica que o processo de liofilizacdo reduziu a presenca de compostos volateis, provavelmente terpenos,
aos quais estdo associados entre muitas outras propriedades a atividade antioxidante. Assim, torna-se
sugerivel que em estudos posteriores a técnica de liofilizacdo nao seja aplicada para este modelo
biologico, uma vez que a variacdo do conteudo relativo destes compostos entre linhagens pode ser usada
como ferramenta Util para caracterizacdo dos diferentes bio-tipos da planta. No sentido de confirmar a
perda destes compostos especificos poderia ainda realizar-se uma analise quimica pela técnica de GC-
MS/MS (normalmente utilizada para analisar organicos volateis) do extrato EE50% antes e depois do
processo de liofilizacao.

/n vivo, verificou-se que o extrato EE50% de C. ruderalis ndo é toxico as concentracdes de 7,5; 75 e
1000 pg/mL, no entanto a incubacao das células de S. cerevisiae com EE50% + H,0, resultou numa
diminuicao acentuada da viabilidade, o que sugere um efeito potenciador do H,0, pelo extrato em
estudo. Concluiu-se que este efeito sinérgico é possivelmente, resultante do efeito pré-oxidante
caracteristico de um dos compostos identificados no espectro de EE50% (CBD) e determinados
flavonoides a concentracdes elevadas, sendo sugerivel que outras interacdes semelhantes possam
decorrer com outros compostos em células humanas. Por tltimo, verificou-se que EE50% é um possivel
candidato para ativar e aprimorar a resposta ao stress oxidativo, promovendo a expressao de enzimas
envolvidas na defesa antioxidante como por exemplo as catalases, superdxido dismutases (pertencentes
a Yapl) e Gpx, comprovado em 3.5., pela diminuicdo acentuada de viabilidade em testes com yapil e
gox1/2/3. Uma investigacdo direcionada as atividades antigenotoxica e antimutagénica de EE50% deve
ser realizada, de forma a delinear qual o potencial deste extrato em promover o reparo de DNA e
consequentemente, evitar o desenvolvimento de doencas associadas ao stress oxidativo, como o cancro
e outras doencas degenerativas.

C. ruderalis ¢ uma subespécie representante de canhamo, amplamente utilizado nas demais
aplicacoes que incluem alimentacao, cosmética e saude, pelo que se torna emergente uma padronizacéo
e consisténcia dos constituintes quimicos além de A9-THC e CBD. Assim, o estudo abrangente da
toxicidade dos extratos derivados desta planta torna-se uma necessidade basica, no sentido de apoiar a
formulacao de aplicacdes farmacoldgicas adequadas, de forma a diminuir os riscos associados ao

consumo de produtos derivados de linhagens de Cannabis medicinal.
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6. ANEXOS

extcanrubposmetagua #14-241 RT: 0.03-0.54 AV: 228 NL: 1.76E6

T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100.00-1000.00]
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Figura 6 - Perfil positivo do espectro de massa de ides do EE100% de C. ruderalis obtido por espectrometria de massa de
ionizacao por electropulverizacéo (ESI-MS).
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Figura 7 - Perfil positivo do espectro de massa de ides do EE50% de C. ruderalis obtido por espectrometria de massa de
ionizacdo por electropulverizacao (ESI-MS).
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Canaguapos #94-684 RT: 0.21-1.54 AV: 591 NL: 2.15E6
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [85.00-1000.00]
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Figura 8 - Perfil positivo do espectro de massa de ides do EAq. de C. ruderalis obtido por espectrometria de massa de
jonizacdo por electropulverizacao (ESI-MS).
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Figura 9 - Perfil negativo do espectro de massa de ides do EE100% de C. ruderalis obtido por espectrometria de massa de
ionizacdo por electropulverizacao (ESI-MS).
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Canet50porcentoneg #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 4.46E3
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Figura 10 - Perfil negativo do espectro de massa de ides do EE50% de C. ruderalis obtido por espectrometria de massa de

jonizacdo por electropulverizacao (ESI-MS).
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