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“Ja em 1908, o eminente matematico alemdo Felix Klein, denunciava que os cientistas nas
universidades se preocupavam muito pouco, ou nada, com o fato de que muitos de seus alunos
seriam futuros professores de escola. Dizia ele que, ao entrar na universidade, os alunos se
deparavam com coisas que nada tinham a ver com o que haviam aprendido na escola - de modo
que logo esqueciam estas coisas -, € que ao sairem da universidade e comegarem a ensinar, se
viam incapazes de relacionar o que haviam aprendido com o que tinham que ensinar, de modo
que logo esqueciam o que haviam aprendido na universidade e se voltavam para sua
experiéncia anterior, que reproduziam em suas classes...

Eu gosto da matematica do matematico, gosto mesmo. Nao preciso explicar o por qué,
mas devo esclarecer o que isso quer dizer. Eu gosto, mas isto ndo implica que vocé goste, esta
¢ a esséncia. E isto quer menos ainda dizer que eu ache que vocé deva gostar. Vai dai que eu
aprendi que a diferenga nao deve ser eliminada, e sim percebida e aceita, para que possa estar
presente a proposta de que vocé, eventualmente, seja capaz de pensar como eu quando quiser,
assim como eu, enquanto professor, vou tentar o melhor que posso para entender como vocé
pensa. Nao quero corrigir vocé€, e sim lhe ajudar a crescer, sem que vocé tenha que abandonar
outras maneiras de produzir significado para o que lhe aparece. Nao ¢ a isso que a educacao se

2

propoe?...

Prof. Dr. Romulo Campos Lins



RESUMO

Souza, A. R. L. Abordagem metabolémica no estudo de exposicéo gestacional a fumaca
de Cannabis sativa em cobaias. 2018. 93f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Os estudos de metaboldmica ganham importancia a cada dia, por ajudarem a explicar processos
bioldgicos em situacdes normais (fisioldgicas) ou patoldgicas. Oferecem uma nova visdo sobre
o impacto funcional da expressdo génica, complementando os estudos de sequenciamento
génico, que negligenciam o impacto da exposi¢do ao meio ambiente na etiologia de doencas. A
metabol6mica tem sido aplicada na toxicologia, mostrando que o perfil metabolico comparativo
de duas situacOes, controle e teste, pode desempenhar um papel importante na descoberta e
validacdo de biomarcadores, além de contribuir para o entendimento e consequente
interpretacdo dos mecanismos de acdo toxica de xenobioticos. Este projeto de pesquisa tem por
objetivo utilizar uma abordagem metaboldmica para avaliar o impacto de alteragdes
metabolicas no cérebro da prole de camundongos, ocorridas apos exposi¢do (via inalagdo) a
fumaca decorrente da queima de maconha (Cannabis sativa). Fémeas gestantes foram expostas
a doses diarias de Cannabis sativa ou ar filtrado durante todo o periodo gestacional. Apds o
nascimento, os filhotes machos ao atingirem a idade para o desmame, considerado como fase
adolescente, foram separados de suas respectivas maes e expostos a Cannabis sativa ou ar
filtrado por mais 60 dias. As amostras de cérebro da prole foram submetidas a analises por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) numa abordagem
metabol6mica global (untargeted metabolomics). Os perfis metabolicos dos cérebros dos
animais expostos (grupo teste) foram comparados com os obtidos na analise do grupo controle
(ndo expostos), sendo identificados os metabdlitos discriminadores candidatos. Estavam
alterados os metabdlitos: isoleucina, ureia, leucina, GABA, acido succinico, acido fumarico,
serina, treonina, creatinina, acido glutdmico, acido acetilaspartico, glicerol -1 -fosfato, acido
ascorbico, tirosina, &cido citrico, adenina, hipoxantina, inosina e uracila. A partir dos resultados
apresentados, pode-se observar, que tanto a exposicado gestacional a Cannabis sativa, quanto a
exposicdo da prole na fase adolescente, provocam alteracdes metabdlicas importantes. Os
metabdlitos significativamente alterados estdo envolvidos no ciclo do acido tricarboxilico,
responsavel pela respiracdo mitocondrial, na producdo de energia, atuam na biossintese de
aminodcidos, glicolise, estresse oxidativo, podendo alterar o desenvolvimento e maturagdo do

cérebro. Os resultados sdo preliminares, mas contribuem para o melhor entendimento dos



mecanismos toxicologicos envolvidos na exposicdo crbnica causada por essa droga,

contribuindo para a prevencéo e diagnéstico de danos no desenvolvimento fetal e adolescente.

Palavras-chave: Metaboldmica. Cannabis sativa. Exposi¢édo gestacional.



ABSTRACT

Souza, A. R. L. A metabolomics study of gestational exposure to smoke of Cannabis sativa
in mice. 2018. 93f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

Metabolomics studies gain importance each day because they help explain biological processes
in normal (physiological) or pathological situations. They provide a new insight into the
functional impact of environmental gene expression, complementing gene sequencing studies
that neglect the impact of environmental exposure on the etiology of diseases. Metabolomics
has been applied in toxicology, showing that the comparative metabolic profile of two
situations, control and test, can play an important role in the discovery and validation of
biomarkers, in addition to contributing to the understanding and interpretation of the toxic
action mechanisms of xenobiotics. This research project aims to use a metabolomic approach
to evaluate the impact of metabolic changes in the brain of the offspring of mice, which occurred
after exposure (via inhalation) to the smoke from the burning Cannabis sativa. Pregnant females
were exposed to daily doses of Cannabis sativa or filtered air throughout the gestational period.
After birth, male offspring were reached adolescents weaning age were separated from their
respective mothers and exposed to Cannabis sativa or to the filtrate for another 60 days.
Offspring brain samples were analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS) in a global metabolomic approach (non-target metabolomics). Metabolic profiles of
the exposed animals brains (test group) were compared with those obtained in the control group
(non-exposed), and the candidate discriminant metabolites were identified. The metabolites
were altered: isoleucine, urea, leucine, GABA, succinic acid, fumaric acid, serine, threonine,
creatine, glutamic acid, acetyl aspartic acid, glycerol-1-phosphate, ascorbic acid, tyrosine, citric
acid, adenine, hypoxanthine, inosine and uracil were altered. From the results presented, it can
be observed that both the gestational exposure in Cannabis sativa and the exposure of the
adolescent phase exposure, induced important metabolic alterations. Significantly altered
metabolites are involved in the tricarboxylic acid, which are responsible for mitochondrial
respiration, in energy production, act at the amino acid biosynthesis, glycolysis, oxidative
stress, which may alter the development and maturation of the brain. The results are preliminary
but contribute to a better understanding of the mechanisms of toxicity and of fetal and

adolescent infection.

Keywords: Metabolomics. Cannabis sativa. Gestational exposure.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cannabis sativa

A Cannabis sativa L., popularmente conhecida no Brasil, como maconha, canhamo, erva
ou Cannabis, tem origem na Asia Central, e seu uso est4 relatado ha mais de 2.000 anos. E uma
das drogas ilicitas mais consumidas no mundo. De acordo com o Relatério Mundial sobre
Drogas (WDR, do inglés, World Drug Report), em 2015, o consumo de Cannabis sativa entre
as idades de 15 a 64 anos foi estimado em 183 milhdes de pessoas, ou 3,9% da populacéo
mundial. No Brasil, o 1l Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (LENAD), em 2012,
revelou que 7% da populacdo adulta e 4% da populacdo de adolescentes ja haviam
experimentado maconha na vida. Além disso, os dados mostraram que cerca 1,5 milhdes de
adolescentes e adultos usam maconha diariamente. Entre as mulheres gestantes, € uma das
drogas ilicitas mais consumida (CRIPPA et al., 2005; SAMHSA, 2010; BATALLA etal., 2013;
EMCDDA, 2011).

A Cannabis sativa L. contém mais de 421 compostos, sendo mais de 60 canabindides,
dentre eles, o delta-9-tetrahidrocanabinol (A%-THC), principal substancia psicoativa, o0
canabidiol (CBD, substancia ndo psicoativa), o canabinol (CBN, substancia psicoativa), o delta-
8-tetrahidrocanabinol (A8-THC, composto psicoativo isdmero do A°-THC), o delta-9-
tetrahidrocanabivarina (A%-THCV, substincia psicoativa) e o canabigerol (CBG) (ASHTON,
2001; HUESTIS, 2007; PERTWEE, 2008; MOREAU, 2014). Na Figura 1 séo apresentadas as
estruturas quimicas de alguns dos canabindides.

A concentracéo de A®-THC na Cannabis pode variar de 0,3 % a 30% (MCGILVERAY,
2005), e dependendo da parte da planta utilizada, e modo de preparo para consumo, pode ter

maior ou menor concentracao a ser absorvida.
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais canabindides.

1.1.1 Toxicocinética

As vias de administracdo dos canabindides no organismo séo a oral, a sublingual, e a
pulmonar, sendo a Ultima, a principal via. A toxicocinética varia de acordo com a forma de
administragdo. Pela via oral, o A>-THC pode ser ingerido por alimentos que contenham a
Cannabis, como bolos, biscoitos, ou ainda na forma de extratos, ou solucdes alcodlicas em
bebidas. Apos a administracdo, a absorcao ocorre pelo trato gastrintestinal, de forma irregular
e lenta, com inicio dos efeitos entre 30 a 90 min, e duragdo dos efeitos entre 4 a 12 h apos a
exposicdo. Atinge biodisponibilidade sistémica entre 4% a 12% da concentracdo ingerida
(GROTENHERMEN, 2003; MOREAU, 2014).

A forma de absorcdo sublingual, ocorre através da ingestdo dos farmacos contendo
dronabinol, somente CBD ou misturas contendo A°-THC, CBD e outros canabindides em
menor propor¢do (HUESTIS, 2007). No Brasil, apenas o medicamento Mevatyl® (Beaufour
Ipsen Farmacéutica Ltda), comercializado em outros paises com o0 nome Sativex® (27 mg/mL
de A% THC + 25 mg/mL de CBD) (GW Pharmaceuticals — Canada) possui o registro para
producéo e comercializagéo.

Ap0s absorcdo pela via pulmonar, tendo sida a Cannabis sativa fumada, vaporizada ou

administrada por inalacio passiva da fumagca, o0 A>-THC atinge nivel plasmatico maximo entre
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3 a 10 min, com disponibilidade sistémica entre 8% a 24% da concentracdo ingerida. Liga-se
entre 97% a 99% a proteinas plasmaticas e o inicio dos efeitos sdo imediatos, podendo durar de
2 a 3 h apos a exposicdo (GROTENHERMEN, 2003; MOREAU, 2014). McGilveray (2005)
observou que com a administragéo de um cigarro de Cannabis com 3,55% de A°-THC, pode
ocorrer um pico plasmético aproximado de 152 + 86 ng/mL, ap6s 10 min da exposicao.

Ja Lichtman et al. (2001), realizaram um estudo expondo camundongos a fumaca da
Cannabis, numa concentracdo de 2 mg/Kg, e obtiveram uma concentra¢ao sanguinea de 149 +
43 ng/mL. Apos a absorcdo da Cannabis, o A°-THC é amplamente distribuido, sendo
encontrado no cérebro e figado (HUESTIS, 2007). A biotransformacdo dos compostos
canabinoides ocorre principalmente no figado, pelas enzimas hepaticas, podendo ocorrer
processos de oxidacao e/ou hidroxilacdo com enzimas do citocromo P (CYP) 450, 2C9, 2C19
e 3A4, e conjugacdo com acido glucurénico, como demonstrado na Figura 2. Foram também
encontradas enzimas CYP 450 no cérebro e cerebelo (HUESTIS, 2007; DINIS-OLIVEIRA,
2016).

Os principais produtos de biotransformagdo do A°%-THC sdo o 11-hidroxi-tetraidro-
canabinol (11-OH-THC) e o 11-nor-carboxi-tetraidro-canabinol (THC-COOH), que s&o
eliminados principalmente pela urina. A deteccdo dos canabinoides urinarios e seus produtos
de biotransformagcéo séo, portanto, indicativos da exposi¢ao a Cannabis, sendo o mais utilizado,
0 THC-COOH, por ter um tempo de meia vida longo, e porque os outros, A°>-THC e 11-OH-
THC, sdo encontrados na urina em concentragcdes bem menores. O THC-COOH pode ser
detectado na urina, entre 8 a 122 h ap6s a exposi¢do, apresentando altas concentragdes
(HUESTIS, 2007). No estudo realizado por Huestis et al. (1996) em humanos, apds um periodo
de 7 dias de exposic¢do a um Unico cigarro de Cannabis contendo 18 mg de A°-THC, detectou-
se uma concentracao urinaria de 34,6 a 171,6 ug de THC-COOH.

Gustafson et al. (2004), analisaram o tempo de eliminacdo do THC-COOH na urina de
humano apds exposicao por via oral ao A>-THC. Foram utilizadas doses de 0,39 a 14,8 mg/dia,
por 14 dias. Observaram que o tempo de elimina¢do do THC-COOH foi de 2 a 3 dias apos a
cessacdo da exposi¢cdo, com concentracGes maiores que 15 ng/mL na urina.

O AS-THC ¢ altamente lipofilico e, em usuarios cronicos de Cannabis, existe uma
retencdo prolongada no cérebro e no tecido adiposo, podendo ser responsavel pela deteccdo
prolongada de THC-COOH na urina, mesmo apds dias da dltima exposi¢do (BRUNET et al.,
2006).
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Figura 2. Principais vias de biotransformagiio do A’-THC e seus metabdlitos (Adaptado de DINIS-OLIVEIRA, 2016).
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1.1.2 Toxicodinamica

O sistema endocanabinodide é um sistema presente em vertebrados, composto pelos
receptores canabindides do tipo CB1 e CB2, e pelos neurotransmissores endocanabinoides, N-
araquidonil-etanolamina (anandamida), 2-araquidonil-glicerol (2-AG), 2- araquidonil — glicerol
éter ou noladina éter (2-AGE), o-araquidonoil-etanolamina (virodamina), N-araquidonil-
dopamina (NADA) e oleamida (AO), que ndo apresentam semelhanca estrutural com o A°-
THC, apesar da anandamida ter efeitos similares ao A°-THC nos receptores canabindides.
Todos sdo agonistas de receptores canabindides do tipo CB1 e CB2 (IVERSEN, 2003;
PERTWEE, 2008, MOREAU, 2014). Na Figura 3 sdo apresentados o0s principais

endocanabindides.

2-araquidonil-glicerol (2-AG) 2-araquidonil-éter-glicerol (noladina) o-araquidonil-etanoamina (virodamina)

Figura 3. Estruturas quimicas dos endocanabindides.

Existem outros dois receptores putativos endocanabindides, o potencial receptor
transiente tipo vaniloide 1 (TRPV1), conhecido como receptor capsaicina ou receptor vanildide
1 e receptor acoplado a proteina G 55 (GPR55, do inglés, G protein-coupled receptor 55). Os

receptores TRPV1 sdo ativados por capsaicina e analogos, e alguns fitocanabindides e
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endocanabindides, como a anandamida. Ja os receptores GPR55, sdo considerados receptores
canabinodides em potencial, tendo como ligante enddgeno, a lisofosfatidilinositol (LPI),
podendo ser ativado também pelo AS-THC. A estimulagdo desses receptores pelo LPI parece
promover efeitos opostos da proliferacdo de células cancerigenas (IANNOTI; DI MARZO;
PETROSINO, 2016).

Os receptores do tipo CB1 sdo encontrados em todas as regides cerebrais, incluindo
ganglios basais (regulam o controle dos movimentos), cerebelo (relacionado com a
coordenagdo motora), hipocampo (relacionado com a aprendizagem e memoria), cortex
cerebral (relacionado com fungdes cognitivas), e nucleo accumbens (relacionado com sensacao
de prazer); podem ser encontrados também no tronco cerebral e medula. Ja os receptores CB2
S30 expressos nos sistemas imunes, como baco, tonsilas e timo, incluindo células da microglia,
e em Orgdos como, coragdo, intestino, figado, rim e musculos, porém ha evidencias de limitada
expressdo no cérebro (AMERI; WILHELM; SIMMET, 1999; KATONA et al., 2001; DAVIES
PERTWEE; RIEDEL, 2002; FOWLER; ROJO; RODRIGUEZ-GAZTELUMENDI, 2010;
PACHER & MECHOULAM 2011; MOREAU, 2014; MACCARRONE et al., 2015; SOARES
etal., 2015).

Ha evidéncias que os receptores CB1 funcionem como moduladores da liberagdo de
neurotransmissores, como acetilcolina, noradrenalina, dopamina, serotonina, glutamato, acido
Y -aminobutirico (GABA), desempenhando um papel importante no sistema homeostéatico, e
na atividade neuronal do sistema nervoso central (PERTWEE, 2008; MOREAU, 2014).
Bossong et al. (2009) demonstraram que ocorre um aumento de niveis de dopamina na regido
do estriado cerebral, sugerindo que o A%-THC tem potencial de causar dependéncia, como
outras drogas de abuso, contribuindo para pesquisas sobre os efeitos neurolégicos do AS-THC
em transtornos psiquiatricos, como a esquizofrenia, relacionada principalmente com o sistema
dopaminérgico.

Agonistas de receptores CB1 e CB2 parecem desempenhar efeitos contrarios quando sdo
estimulados. Na revisdo bibliogréafica realizada por Maccarrone et al. (2015), os efeitos
produzidos por agonistas de receptores CB1 no sistema cardiovascular estavam relacionados
com efeitos pro-inflamatdrios, producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS), angiotensina,
fibrose no miocéardio, vasodilatacdo entre outros efeitos, enquanto agonistas de receptores CB2
parecem apresentar efeitos protetores no sistema cardiovascular. Mallat e Lotersztajn (2007)
mostraram que a estimula¢do dos receptores CB2 atenua os efeitos inflamatorios da fibrose

hepatica e diminuem os processos inflamatorios na nefropatia.
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1.1.3 Efeitos Toéxicos e Clinicos

Os efeitos produzidos pela exposi¢do aguda a maconha sdo euforia, relaxamento,
alteracdo da percepcdo sensorial, aumento do apetite, perda de memoria recente, déficits
cognitivos, coordenacdo motora diminuida, taquicardia, alteracBes na pressdo sanguinea,
hiperemia das conjuntivas, hipossalivacdo e boca seca. Com a exposicédo cronica, os efeitos no
sistema respiratorio estdo relacionados com danos a mucosa e inflamacéo das vias areas, como
bronquite cronica, pneumonias. Ainda, podem aumentar o risco de um infarto em usuarios com
doencas coronarianas pré-existentes, e também, estdo associados com psicopatologias, como
esquizofrenia, com maior risco de transtornos psicéticos (HALL; SOLOWIJ, 1998; MOREAU,
2014). O uso prolongado também pode causar dependéncia e sindrome de abstinéncia, que
incluem irritabilidade, dificuldades para dormir, disforia e ansiedade.

Os adolescentes apresentam maior vulnerabilidade aos efeitos causados pela exposi¢ao
prolongada a Cannabis. O uso durante esse periodo esta relacionado a um risco maior de
dependéncia, e isso pode ser devido ao desenvolvimento do sistema endocanabindide, que ainda
estd em processo (HALL; DEGENHARDT, 2007; MECHOULAM; PARKER, 2013).

O sistema endocanabinéide estd envolvido em diversos transtornos neurolégicos e
doengas neurodegenerativas, como epilepsia, doenga de Huntington, doenga de Parkinson,
esclerose mdltipla, doenca de Alzheimer, esquizofrenia, psicoses, entre outras. Na doenca de
Alzheimer, esta associado com diminuicdo de expressdo de receptores CB1, enquanto
receptores CB2 estdo aumentados. Na doenca de Parkinson, parece que 0 sistema
endocanabindide modula o neurotransmissor dopamina, e que a deplecdo dessa substancia
resulta em alteracdes no sistema endocanabindide. Na psicose, sistemas dopaminérgicos,
glutamatérgicos e gabaérgicos estdo envolvidos diretamente ou indiretamente com o sistema
endocanabinodide (IANNOTI; DI MARZO; PETROSINO, 2016; SHERIF et al., 2016).

1.1.4 Efeitos da Cannabis sativa na Gestacao

Os endocanabindides e seus receptores CB1 e CB2 estdo presentes desde 0s estagios
iniciais da gestacdo, e participam em uma série de funcdes vitais do organismo, incluindo o
processo de implantacdo embrionaria, desenvolvimento neural e neuroprotecdo. AlteracGes
sutis, porém, permanentes, na expressdo e distribuicdo dos receptores, estdo associadas a
deficiéncias cognitivas (RODRIGUEZ DE FONSECA et al., 2005).
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A gestacao € um periodo de mudancas fisiologicas para a mae e o feto, principalmente
filhos do sexo masculino. Estudos indicam que taxas mais altas de nascimento prematuro,
diabetes gestacional, crescimento de risco, caracterizado por uma taxa mais rapida de
crescimento fetal com menor investimento no crescimento placentario, aumentando assim a
vulnerabilidade a subnutricdo, sdo evidenciados em fetos masculinos. Evidéncias sugerem que
fetos masculinos possuem respostas estressoras intrauterinas diferentes dos fetos femininos, e
isso pode ser ocasionado por fatores mediados pela placenta, como a acdo dos hormonios
sexuais ainda dentro do Utero materno, como expressdes de citocina, progesterona, estrégeno e
testosterona (BRETT et al., 2014). Os efeitos do estresse pré-natal sobre o peso ao nascer e 0
comportamento neuronal parecem atingir um pico no come¢o da gestacdo e diminuir
progressivamente entre o meio e o fim da gestacdo (SCHNEIDER, et al., 1999).

Embora a placenta atue como uma barreira para proteger o feto de substancias toxicas
presentes na mae, ja se sabe que a maioria das drogas de abuso utilizadas durante a gestacao é
capaz de cruzar a barreira placentaria, e chegar ao feto (ELLIS et al., 1993; KUCZKOWSKI,
2007; ORTIGOSA et al., 2012). Durante o consumo da droga pela mée, os niveis sericos fetais
da droga alcangcam praticamente 0s mesmos niveis séricos maternos, portanto nao ha niveis
seguros de uso durante a gestacdo (JAKUBOVIC; HATTORI; MCGEER, 1973; HUTCHINGS
et al., 1989).

Diversos estudos experimentais epidemiolégicos, em humanos e animais, mostraram
que a exposicdo a preparados de Cannabis durante a gestacéo e lactagdo podem provocar efeitos
teratogénicos e neuro-comportamentais, respectivamente (NAVARRO; RUBIO; DE
FONSECA, 1995; FRIED; SMITH 2001; FRIED, 2002; HUIZINK; MULDER 2006;
TREZZA; VANDERSCHUREN, 2008; CAMPOLONGO et al., 2009; SCHNEIDER, 2009).

Apesar dos efeitos adversos que o uso de drogas na gestacdo pode provocar sobre o
desenvolvimento fetal, e suas consequéncias mais tarde na vida adulta, o nimero de mulheres
que consomem algum tipo de droga durante a gestacdo aumentou significativamente nos
altimos anos (CRIPPA et al., 2005; SAMHSA, 2010; EMCDDA, 2011; BATALLA et al.,
2013; UNODC, 2013). De acordo com o Servico Administrativo de Saude Mental e Drogas de
Abuso dos Estados Unidos (SAMHSA, 2010), no ano de 2010, 7,1% das mulheres gravidas
com idades entre 18-25 anos usaram maconha, em algum periodo durante a gravidez. Um
estudo conduzido por Bessa et al. (2010), em Séo Paulo (SP), mostrou altos indices do uso de
drogas entre adolescentes gestantes. A prevaléncia de uso de maconha na gestacdo foi de 4%,

e de uso concomitante de maconha e cocaina, 6%. Outro estudo realizado por Rocha et al.
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(2016), em Séo Luiz (MA), realizado com 1447 gestantes, indicou que 0 uso de substancias
psicoativas ilicitas na gestacdo foi de 1,45%. Em um estudo realizado no municipio de Maringa
(PR), com 394 gestantes assistidas em unidades basicas de salde, foi realizada uma entrevista
sobre o uso de drogas de abuso durante a gestacdo, e foi registrada uma prevaléncia de 0,51%
para o uso de maconha (KASSADA et al., 2013). Silva (2004), em estudo realizado em hospital
universitario em Porto Alegre (RS), coletou informac6es de 135 puérperas, e foi constatado que
37,4% dessas mulheres usaram substancias psicoativas durante a gestacdo, sendo registrado
2,8% de uso de Cannabis.

Estudos demonstram efeitos ocasionados pelo uso da Cannabis durante a gestacéo,
como na emotividade, provocando sintomas de ansiedade e depressdo em criangas, apos
exposicdo entre 0 1° e 3° trimestre da gestacdo. Efeitos sobre a atividade locomotora também
foram relatados, onde criancas expostas pré-natalmente a Cannabis apresentaram-se hiperativas
e impulsivas. Sdo também relatados efeitos na fungdo cognitiva, relacionando alteracfes na
atencdo e memdria dos filhos, tanto na infancia quanto na adolescéncia, ap0s exposicao
gestacional a Cannabis (DAY et al., 1994; FRIED; WATKINSON; GRAY, 1998; FRIED;
SMITH, 2001; FRIED, 2002; GOLDSCHMIDT et al., 2004; GRAY et al., 2005). Estudo
realizado em camundongos por Benevenuto et al. (2017) mostraram que a exposi¢do a
Cannabis de forma inalada durante a gestacdo, desencadeou alteragcdes na prole, como baixo
peso do feto ao nascer, baixo peso placentario, principalmente em camundongos machos,
sugerindo que a exposicdo gestacional a maconha pode ser embriotoxica e fetotoxica,
comprometendo o desenvolvimento fetal.

Desta forma o uso da Cannabis, e a consequente exposicdo fetal aos canabindides, pode
ter um papel determinante na alteracdo do desenvolvimento cerebral e outros 6rgdos, durante o
periodo de vida intrauterino, podendo levar a alteracbes morfolégicas no feto. O
desenvolvimento anormal do cérebro e outros 6rgdos durante a vida fetal contribui para a
etiologia de uma série de desordens neurolégicas e fisiologicas, que irdo se manifestar mais

cedo ou mais tarde ao longo da vida, entretanto os resultados ainda séo esparsos e fragmentados.
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1.2 Metaboldmica

1.2.1 DefinicOes

O termo “metaboloma” refere-se a um conjunto de compostos organicos de baixa massa
molecular (metabdlitos) encontrados num dado sistema bioldgico. Estruturas polimerizadas de
alta massa molecular, como proteinas e acidos nucleicos, ndo se enquadram nesta defini¢do
(ROUX et al., 2011). O conceito de “metabdlito” inclui todas as substancias organicas, que
ocorrem naturalmente a partir do metabolismo de um organismo vivo, e que ndo séo produzidas
diretamente a partir da expressdo génica, como DNA e RNA, mas sim como resultado da
interacdo do sistema gendtipo com o ambiente, ou para manutencdo da integridade do sistema
regulatorio. Por esta defini¢do, os termos metabdlito e metaboloma podem ser aplicados a um
microrganismo, ao ser humano ou a uma planta, etc. (ROCHFORT, 2005; ROUX et al., 2011).
O estudo comparativo dos perfis metabdlicos em uma célula, tecido, sistema ou organismo, sob
um determinado conjunto de condic@es, é descrito como “metabolémica ndo dirigida” (do
inglés, untargeted metabolomics) (ROCHFORT, 2005). Quando o estudo foca em metabolitos
pré-definidos, ou conjuntos restritos de metabolitos pertencentes a uma classe quimica
especifica, ou relacionados por vias metabdlicas, da-se o nome de “metabolémica dirigida” (do
inglés, targeted metabolomics).

Os estudos de metabolémica ganham importancia a cada dia, por ajudarem a explicar
processos biolégicos em situagdes normais (fisioldgicas) ou patoldgicas (WILLIAMS et al.,
2013). Oferecem uma nova visdo sobre o impacto funcional da expressdo génica,
complementando os estudos de sequenciamento génico, que negligenciam o impacto da
exposicdo ao meio ambiente na etiologia de doencas ou intoxicacdes. O objetivo geral da
maioria destes estudos é gerar um perfil instantdneo do estado metabolico de uma amostra
bioldgica, e caracterizar as mudangas nas abundancias dos metabdlitos medidos, decorrentes de
flutuagdes naturais, ou perturbacdes bidticas ou abioticos externas (SCHUHMACHER et al.,
2013). O maior conhecimento sobre a relacdo entre genes, proteinas e moléculas endégenas
pequenas (metabolitos) contribui para o avango no diagnéstico, tratamento ou mesmo
prevencédo de doencas ou intoxicagdes (WILLIAMS et al., 2013).

A origem da metabolémica pode ter sido desenvolvida com a hipdtese da

“individualidade bioquimica”, que associou 0s padrées metabolicos presentes em biofluidos, e
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os tragos fenotipicos, com a susceptibilidade as doengas e saide humana (THOMPSON;
MARKEY; FENNESSEY, 1975; KUEHNBAUM; BRITZ-MCKIBBIN, 2013).

Fiehn (2001) foi quem primeiro usou o termo metabolémica, e 0 definiu como “a
deteccao e quantificagdo de pequenas moléculas, que sédo transformadas por reacdes (bio)
quimicas nas células, com o objetivo de observar mudangas relativas da abundancia dos
metabdlitos”. Villas Boas et al. (2005) definiram esse termo ndo como uma abordagem, e sim
como uma nova area da ciéncia, responsavel por caracterizar o0 metaboloma em condi¢des
definidas (diferentes condi¢cdes ambientais, de desenvolvimento, de alteracdes genotipicas,
etc.), e associar o metaboloma ao genétipo.

A metobolémica tem sido rotulada como a nova “6mica”, juntamente com a genomica
(relacionada ao DNA), transcriptémica (relacionada ao mRNA), e a protedbmica (relacionada as
proteinas) (ROUX et al., 2011). A metodologia “omica” ¢é responsavel por caracterizar um
numeroso perfil de analitos, conhecidos ou desconhecidos, e reflete uma condigéo bioldgica. A
compreensdo da natureza desses dados permite a avaliacdo de uma resposta sistémica
(GARCIA; BARBAS, 2011).

As areas de aplicacdo em metabolémica sdo vastas, incluindo estudos na area ambiental,
clinica, esporte, nutri¢cdo, microbiologia, plantas, toxicologia forense, na parasitologia, com o
estudo em candidatos a farmacos (metididrodieugenol B) para doencas negligenciadas, como a
Leishmania infantum (CANUTO et al., 2017).

No estudo da metabolémica, diferentes abordagens podem ser utilizadas, dependendo dos
objetivos da pesquisa e do autor. A terminologia é ainda controversa, e por vezes, redundante.
As possiveis abordagens sdo descritas a seguir:

- Metabondmica: “Analise quantitativa da medida da resposta metabolica dindmica e
multiparamétrica de sistemas vivos a estimulos patofisiolégicos ou a modificacao
genética” (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999; DUNN; ELLIS, 2005).

- Andlise alvo ou dirigida (do inglés, targeted analysis): analise quantitativa ou
qualitativa de um determinado substrato, produto de uma reacdo metabdlica
especifica, ou um grupo de metabdlitos pré-estabelecidos (FIEHN, 2001; DUNN;
ELLIS, 2005).

- Anadlise ndo dirigida ou global (do inglés, untargeted analysis): identificacdo de todos
0s metabdlitos que compbdem o sistema estudado, sdo estudos ndo direcionados que

abrangem os conceitos de fingerprinting, footprinting e perfil metabdlico global.
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- Fingerprinting metabolico: anélise global de amostras, classificacdo rdpida do
metaboloma intracelular (FIEHN, 2001; DUNN; ELLIS, 2005).

- Footprinting metabolico: analise de classificacédo rapida do metaboloma extracelular
(VILLAS-BOAS; GOMBERT, 2006).

- Perfil metabolico (do inglés, metabolic profiling): identificacdo e analise quantitativa
de um grupo pré-estabelecido de metabolitos. Abordagem utilizada para estudos de
alteracdo de uma via metabolica, a preparacdo da amostra e instrumentacdo sao
empregadas para isolar os compostos de interesse. (FIEHN, 2001; DUNN; ELLIS,
2005). Alguns autores consideram esse tipo de anélise como metabolémica dirigida
ou targeted analysis.

No presente estudo serdo utilizados os conceitos de analise dirigida ou néo dirigida.

1.2.2 Fluxo de Trabalho

A metabol6mica vem sendo muito empregada em diversas areas, desta forma uma série
de etapas sdo necessarias, como, definicdo do problema biologico, desenho experimental,
preparo de amostra, técnicas de analise, processamento e analise dos dados, identificacdo dos
metabolitos e associacdo destes a rotas metabdlicas, demonstrado pelo fluxograma de trabalho
representado na Figura 4.

O fluxograma de trabalho fornece uma descricao objetiva das etapas que sdo realizadas
em estudos metaboldmicos. A etapa da definicdo do problema biolégico € muito importante,
pois, define o tipo de abordagem metabol6mica que serd empregada (dirigida ou ndo dirigida),
quais plataformas analiticas serdo utilizadas. No desenho experimental sdo definidas quais
amostras serdo utilizadas, como sera executada a coleta destas amostras, o quenching
metabdlico, que seria a interrupcdo imediata da atividade enzimatica, além de cuidados
necessarios no armazenamento destas. O preparo de amostras envolve procedimentos para
extracdo dos metabdlitos de interesse a partir da matriz estudada, como tecidos, fluidos
bioldgicos, células, e cada uma delas tem suas peculiaridades nessa etapa. A otimizacdo da
extracao, geralmente esta atrelada com as técnicas de analise que serdo empregadas, e discutidas
mais detalhadamente nos préximos tépicos. O processamento de dados, outra etapa muito
importante, onde os dados brutos adquiridos através da plataforma analitica empregada,
passardo por etapas, como alinhamento dos dados, deconvolucéao espectral, normalizagéo, etc.,

para a geracdo de dados que serdo analisados estatisticamente através de analise multivariada.
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Definicéo do
Problema BiolGgico

Formulagdo do Problema
Abordagem Metaboldmica Dirigida ou Ndo Dirigida

Planejamento
Experimental

o Defini¢&o dos Grupos Teste e Controle.
o Amostras a serem utilizadas.

¢ Coleta e Armazenamento das Amostras.
o Condi¢Oes Experimentais.

Preparo das Amostras

¢ Quenching Metabolico.

e Precipitacdo de proteinas.

e Procedimentos de extracdo em células ou tecidos
(extracdo liquido-liquido ou sélido-liquido).

e Derivatizacdo das amostras.

Técnicas de Analise

Plataformas Analiticas:
LC-MS; CG-MS; CE-MS e RMN
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Processamento e
Andlise de Dados

e Deteccdo dos picos.

e Transformacéo de dados brutos em conjunto de dados.
¢ Agrupamento de dados.

¢ Alinhamento dos dados pelo tempo de retencéo.

¢ Normalizagdo dos dados.

o Analise multivariada e univariada para investigacéo dos
metabdlitos discriminantes

Identificagéo dos
Metabdlitos

Identificacdo dos metabdlitos em Bancos de Dados:
NIST e FiehnLib.

Associacéo das Rotas
Metabdlicas

Interpretagdo bioldgica por correlagéo dos metabdlicos
discriminantes obtidos em bancos de dados de vias
metabdlicas como: KEGG, HMDB, Metlin e outros.

Figura 4. Representacéo do fluxo de trabalho para analise metabolomica (Adaptado de KLASSEN et al., 2017).

FBC/FCF/USP

Ana Rosa Lins de Souza



32

1.2.3 Técnicas de Analise

A primeira técnica para investigacdo metabolomica foi realizada por Williams e
colaboradores (1949), que utilizaram cromatografia em papel para analisar perfis metabolicos
individuais em fluidos bioldgicos humanos e modelos animais. Atualmente, é reconhecida a
enorme diversidade estrutural dos metabolitos, que podem ser lipideos, aminoacidos, acidos
graxos, aminas, alcoois, carboidratos e derivados, fosfatos organicos, acidos hidroxilados,
aromaticos, purinas ou esterdis (KIND et al., 2009), entre outros. Por esta razdo, os estudos de
metaboldmica requerem o uso de técnicas analiticas para detectar, identificar e quantificar a
maior gama possivel de metabolitos. A diversidade estrutural dos metabdlitos é imensa, assim
como 0s niveis de concentracdo encontrados podem variar grandemente, e dessa maneira,
algumas técnicas tém prevalecido para a analise metabolémica, como, a ressonancia magnética
nuclear (NMR, do inglés nuclear magnetic resonance spectroscopy) e a espectrometria de
massas (MS, do inglés mass spectrometry), sendo por injecdo direta, ionizacdo ou dessorcdo
como, a ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-MS, do inglés, matrix-
assisted laser desorption/ionization mass spectrometry) ou imageamento MALDI (MALDI-
MSI, do inglés, matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry imaging), ou
também hifenada a técnicas de separagdo como a cromatografia liquida (LC, do inglés liquid
chromatography), a cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography) e a eletroforese
capilar (CE, do inglés capillary electrophoresis) (THOMPSON; MARKEY; FENNESSEY,
1975; NICHOLSON; BUCKINGHAM; SADLER, 1983; VILLAS-BOAS et al., 2005;
BARBAS et al., 2008; GARCIA-PEREZ et al., 2008; KIND et al., 2009; SUGIMOTO et al.,
2010; WEI; SEYMOUR, 2010; BARBAS; MORAES; VILLASENOR, 2011; MORAES et al.,
2011; ROUX et al.,, 2011; GUO et al. 2012; ZHANG et al., 2012; ROJO; BARBAS;
RUPEREZ, 2012; SARIC et al., 2012; WANG et al., 2012; WHILEY et al., 2012; YUAN et
al., 2012; WANG et al., 2013).

1.2.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear (NRM, do inglés nuclear magnetic resonance) é uma
técnica espectroscépica muito utilizada para identificacdo estrutural de compostos orgéanicos.
A identificacdo dos compostos é realizada pela aplicacéo de fortes campos magnéticos e pulsos

de radiofrequéncia nos nucleos dos atomos, essa absorcdo permitird entdo que os ndcleos sejam

FBC/FCF/USP Ana Rosa Lins de Souza



33

promovidos de estados de spin de baixa energia para alta energia, e a emissdo subsequente de
radiacdo durante o processo de relaxamento é detectada (DUNN; ELLIS, 2005).

NMR possui robustez, repetibilidade e exige pouca quantidade de amostra e minimo
preparo de amostra quando comparado a MS, além da possibilidade de identificar e quantificar
centenas de compostos de maneira ndo destrutiva, podendo a amostra ser analisada por outras
técnicas posteriormente. Em comparacdo com as técnicas cromatograficas, a ressonancia
magnética nuclear tem baixa sensibilidade, seletividade, e diante da complexidade de amostras
bioldgicas, pode ocorrer a sobreposicdo de sinais em algumas regides do espectro dificultando
a identificacdo das substancias (PUTRI et al., 2013; XU et al., 2014).

Na metabolémica, NMR tem sido bastante utilizada por fornecer informacdes
detalhadas sobre transformacdes estruturais de um composto metabolizado ap6s exposicao a
farmacos, ou para monitorar a progressao de doencas, sendo importante também para
compreensdo de processos bioldgicos, utilizada com matrizes bioldgicas, como o plasma, bile
ou urina (DUNN; ELLIS, 2005; LENZ; WILSON, 2007; BEDAIR; SUMNER, 2008).

1.2.3.2 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas

A cromatografia gasosa é uma técnica de separacdo baseada na particdo dos
componentes de uma amostra entre a fase mdvel gasosa e a fase estacionaria (liquida ou sélida).
A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e amplamente utilizada
em analises quantitativas e qualitativas. Tais estudos datam desde a década de 70
(THOMPSON; MARKEY; FENNESSEY, 1975). Em funcdo do alto poder de resolucdo
cromatografica, que permite separar e quantificar centenas de substancias volateis, consideravel
sensibilidade (que pode chegar a 10712 g) e alta repetibilidade, promove amplo uso do GC-MS
em metabolémica (JONSSON et al., 2004; BABUSHOK et al., 2007; FIEHN, 2008; KOEK
etal., 2011; HILL; ROESSNER, 2013).

A ionizagdo por elétrons (El, do inglés, electron ionization), umas das fontes de
ionizacdo mais utilizada, oferece padrdes de fragmentacdo que podem ser comparados com
plataformas como NIST/EPA/NIH, Fiehnlib (KIND et al., 2009) e Golm (KOPKA et al, 2005)
para comparacao de espectros e identificacdo de substancias.

Em GC-MS, pode-se obter cromatogramas, no modo Full Scan ou varredura e modo
monitoramento de ion selecionado (SIM, do inglés, selected ion monitoring). No primeiro

modo, o0s ions sdo analisados dentro de uma faixa de razdo massa carga (m/z) e no segundo
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modo, sdo selecionados os ions de interesse, dessa forma 0s cromatogramas apresentam um
menor ruido, o que aumenta a razdo sinal/ruido, melhorando a sensibilidade das andlises.

Uma das vantagens do CG-MS ¢é a deteccédo de espécies baseadas no tempo de retencédo
e no rico espectro de massas, gerado por padrfes de fragmentacéo especificos dos compostos,
guando ionizados por uma voltagem fixa de elétrons, geralmente 70 eV. Devido ao alto poder
de resolucdo, € possivel separar e quantificar centenas de compostos volateis com a ajuda de
software para deconvolucdo de espectros (CLARKE; SEO; CLARKE, 2010; BEHRENDS;
TREDWELL; BUNDY, 2011), além de ferramentas estatisticas, o que tem auxiliado a
metabolomica na identificacdo de novos compostos (JONSSON et al., 2004).

Porém, uma das limitacBes quanto a utilizacdo de GC-MS na metaboldmica, é a
presenca de compostos nao volateis, e de carater idnico, em fluidos e tecidos bioldgicos, dessa
forma, tais compostos precisam sofrer tratamentos, como a derivatizacdo, que onera 0 método

em termos de tempo de analise, e limita 0 estudo a um nimero pequeno de amostras.

1.2.3.3 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas

A cromatografia liquida é uma técnica de separacdo de componentes de uma mistura,
no qual os componentes a serem separados sdo distribuidos entre duas fases, uma fase
estacionaria e uma fase movel, tendo como fase mével um solvente liquido. A LC é capaz de
separar uma série de compostos com polaridades varidveis. O acoplamento com o
espectrometro de massas torna os métodos de LC-MS mais sensiveis e com melhor
especificidade. As colunas usadas com mais frequéncia contém silica modificada por
hidrocarbonetos, como C18, constituindo o modo de fase reversa (RPLC, do inglés, reverse
phase liquid chromatography). Neste caso, a fase estacionaria € apolar, e a fase movel, um
solvente ou misturas de solventes polares, como agua, metanol, acetonitrila ou um tampao,
utilizada para separagdo de compostos mais apolares. Outro modo de cromatografia é por
interacdo hidrofilica (HILIC, do inglés, hydrophilic interaction chromatography), utilizada
para separacao de metabolitos mais polares, com a vantagem da utilizacdo de colunas com fase
estacionaria polar e a fase movel polar, utilizando solventes que sdo mais compativeis com o
espectrometro de massas, como a acetonitrila (NGUYEN; SCHUG, 2008; AIHUA et al., 2011).

A cromatografia liquida quando aplicada a metabolémica exige um preparo minimo de
amostra, como precipitacdo de proteinas, quando se utiliza urina ou sangue, além de outras

vantagens, como analise de compostos termo labeis, permitindo a quantificacdo na ordem de
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pg/mL, com alta resolucéo e robustez (VILLAS - BOAS et al., 2005 LENZ; WILSON, 2007).
Porém, entre as desvantagens do acoplamento da técnica com MS, ocorre o fendmeno
conhecido como “supressdo ionica”, especialmente para compostos que co-eluem; além disso,
grandes volumes de solventes sdo gastos, e longos tempos de anélise sdo em geral necessarios,
assim com periodos prolongados de condicionamento da coluna (KUEHNBAUM; BRITZ-
McKIBBIN, 2013).

1.2.3.4 Eletroforese Capilar Acoplada a Espectrometria de Massas

A eletroforese capilar € uma técnica de alta resolucéo e eficiéncia, baseada na migracéao de ions,
ou compostos ionizaveis, em solucdo, sob um campo elétrico. A separacdo baseia-se nas
diferencas de migracédo eletroforética dos solutos, acoplada a um fluxo eletrosmotico. Essa
técnica necessita de um volume pequeno de amostra para injecao (10 nL), sendo extremamente
vantajoso em estudos com amostras bioldgicas, ou avaliacdo de uma Unica célula (MISHUR;
REA, 2012). Aplicac6es bioanaliticas de CE requerem detectores com alta sensibilidade, como
fluorescéncia induzida por laser (LIF, do inglés, laser-induced fluorescence), ou MS. O modo
mais usado na metabolémica ¢ a eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés, capillary zone
electrophoresis), que utiliza eletrdlitos de composi¢do simples, em geral tamponados, com
alguns aditivos em pequena proporcdo (solventes organicos, por exemplo) (BEDAIR;
SUMNER, 2008). Muitos estudos em metabolomica dirigida tem utilizado CZE -ESI-MS/MS
(lonizacéo por Electrospray, do inglés, Electrospray lonization) (MAYBORODA et al., 2007;
WILLIAMS et al., 2007; LEE; BRITZ-McKIBBIN, 2009; LINDENBURG et al., 2012; DAI
et al., 2018). A técnica em seus varios modos também permite a analise de compostos ndo
polares/neutros, assim como, compostos polares/idnicos, com uso de pequena quantidade de
amostra (VILLAS - BOAS et al., 2005 KUEHNBAUM; BRITZ-McKIBBIN, 2013).

Entre as desvantagens da CE-MS estdo menor repetibilidade, menos sensibilidade e
identificagcdo de compostos depende de padrdes e de MS/MS, podendo ser empregada como
técnica complementar para estudo em metaboldomica (THEODORIS et al., 2012;
KUEHNBAUM; BRITZ-MCKIBBIN, 2013).
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1.2.4 Preparo de Amostra

Na metabol6mica, a etapa de preparacdo da amostra € uma das etapas mais importantes,
devido a ocorréncia de grande parte dos erros operacionais. Dependendo da matriz que se
pretende analisar, ha diversas maneiras de preparo. No caso de matriz bioldgica, como sangue,
saliva, urina, 6rgdos, o cuidado com a amostra inicia na interrupcao do metabolismo celular, ja
que a analise metaboldmica reflete o perfil instantaneo, no momento da coleta da amostra. Os
niveis de metabolitos variam rapidamente com altera¢cdes ambientais, no entanto, uma mudanga
drastica de temperatura, ou pH pode inibir o processo enzimatico. Esse método também é
conhecido como quenching. Existem varias maneiras de inativacdo enzimatica, como
precipitacdo das enzimas com acido/base ou misturas de solventes organicos gelados, como
metanol, etanol ou acetonitrila, ou ainda, irradiacdo por micro-ondas (GRAAF et al., 2009;
GONZALEZ-RIANO; GARCIA; BARBAS, 2016). Para amostras bioldgicas, com o intuito de
inibir o metabolismo enzimatico, o mais indicado € o uso de nitrogénio liquido (VILLAS-
BOAS; GOMBERT, 2006).

A parte da extragdo dos metabdlitos de interesse é uma fase critica, devido principalmente
as caracteristicas quimicas diferentes dos metabolitos. A extracdo é feita com solventes
organicos, ou misturas, contendo ou ndo agua (FIEHN, 2001 BEDAIR; SUMMER, 2008;
ALLWOOD et al., 2009; FIEHN; BARUPAL,; KIND, 2011). Combinacdes de solventes como
metanol, agua, cloroformio, acetonitrila, etanol, acido formico sdo utilizados por diversos
autores para avaliar a melhor condicdo de extracdo dos metabdlitos de interesse (GONZALEZ-
DOMINGUEZ et al., 2014; WEN et al., 2016).

Os requisitos para andlise de compostos utilizando GC-MS sdo a volatilidade e
estabilidade térmica. Os principais compostos analisados em metabolémica sédo, lipideos,
amino&cidos, acidos graxos, aminas, alcoois, carboidratos e derivados (KIND et al., 2009).
Substancias como acidos organicos, aminoacidos, mono e di-sacarideos e esterdis ndo sdo
substancias volateis (GARCIA; BARBAS, 2011), dessa forma, faz-se necessario um preparo
da amostra, como a derivatizacdo, que aumenta volatilidade, diminui polaridade e melhora a
estabilidade dos compostos.

Moléculas contendo grupos funcionais -COOH, -OH, - NH, -SH formam ligac6es de
hidrogénio intermoleculares, levando a uma baixa volatilidade e insuficiente estabilidade
térmica, resultando em cromatrogramas de dificil interpretacdo e baixa detectabilidade dos

compostos. Quando as moléculas possuem alta massa molecular ou grupamentos muito polares,
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h& a necessidade de derivatizagdo. Essa técnica envolve uma reagdo quimica que gera produto
com melhores propriedades cromatograficas (SCHUMMER et al., 2009).

Os tipos de derivatizacgdo mais empregados em cromatografia gasosa utilizam
cloroformiato, reacfes de fluoroesterificacdo, ou sililagdo. A reacdo de sililagdo é simples e
rapida, ocorrendo em uma Unica etapa. Devem ser feitas com controle de temperatura e tempo,
pois a diminuicdo da temperatura, ou tempo de reacdo pode reduzir significativamente a
concentracdo dos compostos gerados (HALKET; ZAIKIN, 2003; SCHUMMER et al., 2009).
Porém, a sililacdo ndo é suficiente para derivatizar todos os metabdlitos presentes, portanto,
duas etapas sdo necessarias, como a metoximacéo e sililacéo.

A metoximacao faz a protecdo dos grupos funcionais cetona, utilizando o-metoxiamina
em piridina para estabilizar os radicais carbonilicos de cetonas e alcoois, evitando ciclizacéo.
Este procedimento também ajuda a reduzir o nimero de derivados de agUcares redutores. A
piridina funciona como catalisador, facilitando a ligacdo da o-metoxiamina e promovendo a
reacdo de metoximacdo (ZHOU; WANG,; JIA, 2007).

Para a sililacdo, geralmente, utiliza-se N,0-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA)
contendo 1% de trimetilclorosilano (TMCS). O TMCS funciona como um agente
desprotonante, facilitando a sililagdo promovida pelo BSTFA. A estrutura quimica dos agentes

derivatizantes BSTFA e TMCS pode ser observada na Figura 5.

CH;

H3;C—Si— CH; Cl
(l) CHj; H;C—Si— CHj
F3C—(|I:N—Si—CH3 CH;
CHj,
N-o-bis-(trimetilsilil)-trifluoracetamida (BSTFA) Trimetilclorosilano (TMCS)

Figura 5. Estruturas quimicas dos agentes derivatizantes N-o-bis-(trimetilsilil)-trifluoracetamida com
Trimetilclorosilano.

Na reacdo de sililagdo, atomos de hidrogénio ativos sdo substituidos por grupos alquilsilil
(por exemplo, -SiMes). Na reacéo de derivatizacdo do THC-COOH (Figura 6), somente a etapa
de sililagdo utilizando BSTFA e TMCS é realizada, pois a estrutura quimica ndo apresenta
grupamento cetona, 0 que torna a etapa de metoximacao necessaria (GUIDA; SALVATORE;
SALVATORE, 2015). A Figura 7 apresenta esquemas da reacdo de oximacao seguida por
sililacdo de um esteroide, que possui grupos carbonila e alcool (FANG et al., 2010).
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BSTFA
TMCS

THC-COOH THC-COOH (sililado)

Figura 6. Reacdo de sililagdo do THC-COOH utilizando BSTFA e TMCS.

A o, e
M o
| R
o |
- y [+] T
> + mo Thmyg, ————————————*= [ AN
., 4 :
J__. -~ Hk.—-"" H‘h].-' = _,."'ﬁ"‘m e —
e EQ - -
HO e o I!I::l""-' o *-u.::______,.-'
B Ha e N
o CH, O
=", —
S ol —5 —E .
-~ .{ | ~ H"‘-.a-”’"\
P - CH, hY
K — - !

man U
- H""" -~ H"‘f’"# ~ i /[ ]
J .. He 50 e

- o 1y L
HO g g
CH,

Figura 7. Reacdo de oximacdo (A) seguida de sililagdo (B) de um composto esteroide.

A etapa de secagem da amostra tambem torna-se muito importante, sendo realizada
principalmente por liofilizacdo, ou evaporacdo a vacuo, pois se a amostra, na etapa de
derivatizacdo, estiver em contato com a umidade, 0 composto formado pode sofrer degradacéo,
ou a reacdo pode ser incompleta, e parte dos metabdlitos pode ser perdido (FIEHN et al., 2001;
VILLAS-BOAS; GOMBERT, 2006; BEDAIR; SUMMER, 2008; ALLWOOD et al., 2009
FIEHN; BARUPAL,; KIND, 2011).
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1.2.5 Processamento e Analise dos Dados

A etapa de tratamento de dados exige ferramentas adequadas para a analise dos dados
obtidos. Na metabol6mica, existem diversos softwares que auxiliam na etapa de processamento
de dados, como XCMS, AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification
System), Sieve (Thermofisher), Mzmine, MetAlign, Mass Profiler Professional (Agilent
Technologies), Profiling Solution (Shimadzu Co), entre outros (HONGMEI et al., 2008;
CHAN; PASIKANTI; NICHOLSON, 2011; SUGIMOTO et al., 2012).

O processamento de dados consiste nas seguintes etapas: 1) transformacao de dados
brutos em um conjunto de dados, 2) agrupamento dos dados, 3) alinhamento dos dados pelo
tempo de retencdo, e 4) normalizacdo dos dados.

O XCMS é um software de acesso livre executado na plataforma R. Podem ser utilizados
parametros para melhorar a qualidade da matriz gerada, como, largura de pico (fwhm), relacéo
sinal/ruido (snthresh), nimero maximo de picos por cromatograma de ion extraido (max),
agrupamento com correcdo de largura de banda (bw), largura de faixas sobrepostas de m/z
(mzwid) e fracdo minima de amostras necessarias em pelo menos um grupo, para 0 grupo ser
considerado valido (minfrac). A normalizacdo das amostras se faz necessaria para minimizar as
diferencas resultantes da variacdo entre amostras, realizado no ambiente R, pela mediana das
intensidades dos picos encontrados.

Apb6s a obtencdo dos dados normalizados, estes sdo analisados com técnicas
quimiométricas multivariadas, como o PCA (principal components analysis), um modelo ndo
supervisionado que pode ser aplicado preliminarmente para avaliar o agrupamento da amostra.
O PLS-DA (principal least squares-discriminant analysis) modelo supervisionado, empregado
para discriminar quais possiveis variaveis sdo responsaveis pela variacdo, e demonstrar a
diferenca entre os grupos de amostras. E ainda, 0 modelo OPLS-DA (orthogonal projection to
latent structure-discriminant analysis), para identificacdo dos metabdlitos discriminadores
candidatos (RUBINGH et al., 2006; TRYGG; HOLMES; LUNDSTEDT]J, 2007; WIKLUND
et al., 2008; WIKLUNDS et al., 2008; GONZALEZ-RIANO; GARCIA; BARBAS, 2016).

Os dados de GC-MS também sdo analisados e processados usando o software AMDIS
em conjunto com a biblioteca NIST (do inglés, National Institute of Standards and Technology)
ou Fiehn Lib, para identificacdo dos compostos presentes na amostra.

fons (m/z) considerados estatisticamente significativos sdo identificados por

comparagdo com bancos de dados espectrais disponiveis (p.ex. NIST, KEGG, FiehnLib,
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HMDB e METLIN), que auxiliam na identificagdo dos metabdlitos desconhecidos, e associam

0s compostos a rotas metabolicas pertinentes.

1.2.6 Estudos de Metaboldmica em Toxicologia

Atoxicologia € a ciéncia secular que estuda os efeitos adversos causados por substancias
quimicas em organismos vivos. A intoxicacdo é um fendmeno complexo de alteracdo da
homeostasia de um organismo, induzida por um agente tdxico, e seu grau depende de fatores
como a toxicidade da substancia quimica, quantidade, via (oral, dérmica, pulmonar), frequéncia
e duracdo da exposicdo, além de caracteristicas individuais do organismo exposto (espécie,
idade, sexo, estado nutricional e de satde). Ainda que um xenobiotico exerca sua acdo tdxica
em um érgdo ou tecido especifico (que geralmente é o foco principal dos estudos toxicolégicos),
deve-se considerar ainda sua a¢do secundaria no individuo intoxicado.

A abordagem metaboldmica na toxicologia tem o potencial de revelar alteracdes
bioquimicas na administracdo de substancias toxicas, que podem levar a percepcles
mecanicistas, e identificacdo de biomarcadores de exposicdo ou efeito (CLARKE;
HASELDEN, 2008; ROBERTSON; WATKINS; REILY, 2011).

O termo biomarcador é definido como uma caracteristica, que é objetivamente
mensurada e avaliada como um indicador do processo biolégico normal, patogénico ou resposta
farmacologica a alguma intervengdo terapéutica (STRIMBU; TAVEL, 2010). Os
biomarcadores sdo pardmetros internos mensuraveis de alteracdes moleculares ou celulares,
que podem aparecer em um organismo durante, ou ap0s a exposi¢do a um agente toxico (ou
doenca). Sdo compostos, ou um conjunto de compostos, que preferencialmente, devem ser
mensuraveis de forma facil, quantitativa, especifica e sensivel. A descoberta de biomarcador é
importante para predizer os efeitos toxicos antes da manifestagdo clinica da intoxicacéo e sua
gravidade, para avaliar o desenvolvimento da patologia ou lesdo em 6rgédos, gravidade, ou
ainda, monitorar pacientes que foram expostos a uma determinada substancia toxica (ROUX et
al., 2011; MONTEIRO et al., 2013). Seu uso potencial advém da possibilidade de fornecer a
identificacdo dos eventos iniciais dentro da historia natural da doenca, possibilitando uma via
de identificacdo da sua patogénese. Além disso, leva em conta variaveis e o efeito de
modificacdo do risco preditivo, sendo que, por essa capacidade, os biomarcadores séo utilizados

para o estudo das doengas humanas, de maneira a fornecer o entendimento das causas, maneiras
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de diagnosticos, progressao/regressdo, e o resultado do tratamento da doenca (MAYEUX,
2004).

A aplicacéo dos biomarcadores em diagndsticos e conduta em doencas cardiovasculares,
infeccdes, desordens imunoldgicas, genéticas e cancerigenas, é bastante conhecida, como, por
exemplo a galactosamina, sendo um modelo de hepatotoxicidade (KEPPLER et al., 1969;

COEN et al., 2009). Outros exemplos estdo compilados na Tabela 1.

Tabela 1. Biomarcadores relacionados com doencas, toxicidade e alteracdes fisioldgicas.

Doenca/Toxicidade/Alteracéo

Biomarcadores s Espécie Referéncia
Fisioldgica

Perfil de acidos biliares Mecanismo de toxicidade hepatica  Rato Yang etal. (2008)

1 e 3 metilhistidina Miotoxicidade Rato Aranibar et al. (2011)
.- . Estresse oxidativo

Acido oftalmico Deplecio de GSH* Camundongo  Soga et al. (2006)
Acido 3-indol-latico Doenca hepatica alcodlica Camundongo  Manna et al. (2010)
Perfil de acidos graxos Diabetes Tipo Il Humano Yi et al. (2006)
BCAA** Resisténcia a insulina Humano Newgard et al. (2009)
Sarcosina Cancer de prostata Humano Sreekumar et al. (2009)
Ei;'%ﬁ]/;elagao com Osteoartrite de joelho Humano Zhai et al. (2010)

Nota: *GSH: glutationa reduzida; **BCAA: aminodacido de cadeia ramificada (do inglés, Branched Chain Amino
Acids).

Os biomarcadores sao divididos em biomarcador de exposicao e biomarcador de efeito.
O primeiro é utilizado na predi¢&o do risco, e os biomarcadores de efeito sdo usados para uma
triagem e monitoramento da progressdo da doenca, causada pela exposi¢do ao agente toxico
(STRIMBU; TAVEL, 2010).

Estudos de metaboldmica de Cannabis sativa sdo escassos, no entanto foram
encontrados alguns trabalhos sobre o assunto, como Zaitsu et al. (2015) que realizaram uma
analise metabolémica ndo dirigida em amostras de cérebro de ratos, apds uma Unica
administracdo intraperitoneal de 5 mg/Kg ou 15 mg/kg do canabindide sintético MAM-2201,
comparado com o grupo controle, exposto a DMSO. Foram identificados 72 metabdlitos,
desses, 11 foram significativamente alterados, entre eles, creatinina, frutose, acido gluconico,
acido glutdmico, acido malico, fenilalanina, sorbitol, sorbose, acido succinico, tagatose e

valina. O estudo concluiu que a administracdo do canabindide sintético induz efeitos toxicos
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agudos no cérebro, induzindo desordens no ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs), e
diminui os niveis de &cido glutamico, resultando em disfun¢des do metabolismo energético e
glutamatérgico cerebral.

Outro estudo envolvendo metabolémica e maconha esta relacionado com a composigao
quimica dos extratos medicinais da Cannabis, comparando extratos extraidos com alcool etilico
ou com o6leo de oliva. A pesquisa foi realizada com extratos de Bediol ® (Bedrocan BV,
Veendam) que consiste em Cannabis sativa granulada com concentracdes de 7% de A>-THC e
8-9% de CBD, outros canabinoides e terpenos. Os resultados obtidos indicaram que o alcool
etilico extraiu mais compostos que o 6leo de oliva (CITTI et al., 2018).

Pesquisas realizadas com outras substancias psicoativas relacionadas com
metabolémica sdo mais frequentes, como por exemplo estudos envolvendo cocaina, opioides,
metanfetamina e ketamina. Zhang et al. (2016) analisaram em varias regides cerebrais de ratos,
a alteracdo metabdlica diante da sindrome de abstinéncia a cocaina, de 1 dia comparado com 3
semanas. O estudo demonstrou desregulacdo dos metabdlitos creatina, creatinina e glutationa,
induzindo alteracbes no metabolismo energético e estresse oxidativo. Outro estudo
desenvolvido por Wen et al. (2016) analisou as alteragdes metabdlicas em ratos, ap6s 14 dias
de exposicdo a ketamina. Os resultados demonstraram niveis de colesterol, uridina e glicerol
diminuidos e niveis de uréia aumentados, indicando alterac@es nas vias da glicolise, sintese dos
fosfolipidios, e metabolismo do nitrogénio.

Um estudo envolvendo nicotina e metabolomica foi realizado por Li et al. (2014),
utilizando amostras de cérebro de rato apds injecdo subcutdnea de nicotina (0.5 mg/kg),
administrada por 3 dias. Foram identificados e significativamente alterados os metabdlitos:
glutamato, acetilcolina, triptamina, glucose, lactato, creatina, 3-hidroxibutirato, nicotinamida-
adenina dinucleotideo, glutationa, taurina e fosfocolina. Os resultados indicaram que houve
alteragdes nos neurotransmissores, aminoacidos e no metabolismo energético, além de estresse

oxidativo e desregulagédo mitocondrial.
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Mesmo sendo uma importante area de pesquisa atual, as referéncias bibliograficas
encontradas, relacionando diretamente estudos de metabolémica e intoxicacOes, ainda sdo
escassas (HEIJNE et al., 2005; WANG et al., 2009; ROUX et al., 2011; SHINTU et al., 2012);
se considerarmos trabalhos de exposicdo crbnica a fumaca da Cannabis sativa sob uma

perspectiva metabol6mica, as referéncias na literatura séo ainda mais escassas ou inexistentes.

Existem evidéncias conclusivas de alguns aspectos da exposi¢do placentaria por Cannabis

sativa no periodo gestacional:

a) O uso de Cannabis sativa entre jovens em idade reprodutiva e mulheres gestantes tem

aumentado nos ultimos anos;

b) As alteragbes no ambiente intrauterino s@o capazes de provocar desfechos negativos

sobre o desenvolvimento fetal;

c) As alteracGes no desenvolvimento do sistema nervoso central podem contribuir para a

etiologia de desordens comportamentais (ex: esquizofrenia, depressao, hiperatividade).

No entanto, ainda é incerto se a Cannabis contribui ou ndo para alteragcdes morfologicas e
funcionais dos 6rgdos, em filhos de mulheres que fumaram a droga durante a gravidez.

Levando em consideragdo todas as questdes acima apresentadas, a anélise metabolémica
da exposicdo gestacional de cobaias a fumaca da Cannabis podera contribuir para o melhor
entendimento dos danos secundarios causados pelas substancias presentes na planta, podendo
contribuir ainda para o melhor entendimento dos mecanismos toxicoldgicos envolvidos na
exposicao cronica, o que auxiliara na prevencdo e diagnostico de alteragfes no desenvolvimento
da prole, e consequente entendimento das alteracdes neuroldgicas e fisioldgicas dos 6rgaos

afetados na vida adulta.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais
Este trabalho de Doutorado teve por objetivo avaliar amostras de cérebro de camundongo
BalbC, e investigar os efeitos produzidos nesse 6rgdo, decorrentes da exposi¢do gestacional
(via inalacdo) a fumaca da queima da maconha (Cannabis sativa), e na exposicao da prole, por
meio de uma abordagem metaboldmica, utilizando GC-MS.
3.2 Objetivos Especificos
- Determinacdo do 11-nor-9-carboxi-tetrahidrocanabinol (THC-COOH) em urina de
camundongos expostos a fumaca da Cannabis sativa, para comprovar a exposicdo a

substancia.

- Desenvolvimento de um método de extragdo para amostras de cérebro de

camundongos.

- Analisar e comparar 0 metaboloma dos grupos expostos versus grupo controle.

- Tratamento dos dados da andlise metabolémica das amostras de cérebro para

identificacdo dos metabdlitos discriminadores.

- Interpretacdo bioldgica dos resultados.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Amostragem

O projeto foi desenvolvido em colaboragdo com o Laboratdrio de Poluigdo Atmosférica
Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP), sob
supervisdo da Profa. Dra. Mariana Matera Veras, tendo o projeto aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA), sob n° 5910070714 (em anexo). O estudo envolve a coleta do
cérebro e figado da prole de camundongo fémea, exposta durante a gestacdo, sendo a prole
também exposta apds o nascimento, & fumacga da Cannabis sativa.

Fémeas gestantes foram expostas a doses diarias de Cannabis sativa (200 mg contendo
0,3% de A°-THC) de forma inalada por 5 min, a partir do 5,5° dia de gestacéo até o 17,5° dia.
Uma representacdo esquematica do sistema de exposicao pode ser observada na Figura 8. As
exposicdes tiveram seu inicio no 5,5° dia, pois é neste periodo que o processo de implantacdo
embrionaria ja estad concluido. Durante o periodo de exposi¢do foram coletadas amostras de
urina das maes, 24 h apos a exposicao, para dosagem de THC-COOH. Apos a conclusdo das
exposicdes, as fémeas foram mantidas individualmente até o nascimento de suas proles. Ao
atingirem a idade para o desmame (21 dias), considerado como fase “adolescéncia” em
camundongos, os filhotes foram separados de suas respectivas mées, e grupos de machos e
fémeas foram formados. A prole foi exposta a fumaca da Cannabis sativa ou ar filtrado (de
acordo com cada grupo formado) por mais 60 dias. Durante o periodo de exposicdo, também
foram coletadas amostras diarias de urina da prole, 24 h apds a exposicao, para dosagem de
THC-COOH.

A prole de machos foi dividida em 4 grupos: o0 Grupo CS-CS (5 animais), exposto a
Cannabis durante e ap6s a gestacdo; o Grupo AF-AF (5 animais), exposto ao ar filtrado durante
e apos a gestacdo; o Grupo AF-CS (6 animais), exposto ao ar filtrado durante a gestagdo e
exposto a Cannabis apds a gestagdo e o Grupo CS-AF (6 animais), exposto a Cannabis durante
a gestacao e exposto ao ar filtrado apds a gestacao.

Aos 90 dias de vida as cobaias foram eutanasiadas e os cérebros coletados e armazenados
em freezer a -80° C, para analises metabolémicas posteriores. Os mesmos procedimentos foram
realizados para o grupo controle, que neste caso foram expostos a ar filtrado, sob as mesmas
condigdes. A Figura 9 representa o plano de trabalho ilustrativo do protocolo de exposi¢éo dos

animais.
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Figura 8. Representacdo esquematica do sistema de exposicao a fumaca da Cannabis sativa.

A droga Cannabis sativa foi obtida através de solicitacdo oficial ao Delegado Seccional
de Marilia com fornecimento autorizado pela 3° Vara Criminal, Execugdes Criminais —
Corregedoria dos Presidios e da Policia Judiciaria — Poder Judiciario da Comarca de Marilia -

SP, sendo a liberagcdo do material para o desenvolvimento exclusivo deste estudo.

o : . Desmame . Coleta dos
Inicio Coleta de urina Final 21 dias Coleta de urina cérebros
J . )
| Y
Exposi¢do Gestacional Exposigao Prole

Figura 9. Esquema ilustrativo do plano de trabalho de exposi¢do dos animais experimentais.

4.2 Materiais e Reagentes

Os materiais e reagentes utilizados estdo descritos a seguir: hidréxido de sodio (Synth,
Brasil), acido acético (Synth, Brasil), hexano (Sigma-Aldrich, Alemanha), acetato de etila
(Synth, Brasil), N,O-bis-(trimetillsilil) trifluoroacetamide (BSTFA) com 1% trimetilclorosilano
(TMCS) (Sigma-Aldrich, Alemanha), metanol (Sigma-Aldrich, Alemanha), heptano (Sigma-
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Aldrich, Alemanha), cloroférmio (Tedia, EUA), cloridrato de o-metoxiamina (Sigma-Aldrich,
Alemanha), piridina (grau sililacdo, Sigma-Aldrich, USA) e C13 metil éster (Sigma-Aldrich,

Alemanha).

4.3 Padroes

Padroes analiticos de delta-9-tetrahidrocanabinol deuterado (AS-THC-Ds), na
concentragdo de 100 pg/mL em metanol (Cerilliant, EUA) e 11-nor-9-carboxi-
tetrahidrocanabinol (THC-COOH) (100 ug/mL em metanol ¢ 10 ug/mL em metanol) foram
cedidos pelo Laboratério de Andlises Toxicologicas - LAT, sob coordenacdo do Prof. Dr.
Mauricio Yonanime. As solucdes de trabalho foram preparadas utilizando &gua ultrapura

(sistema MilliQ, Millipore, Brasil) e metanol.

4.4 Equipamentos

Os equipamentos listados a seguir foram utilizados neste trabalho: Vortex (Quimis,
Brasil), banho de ultrasson (Quimis, Brasil), ultrasson com sonda (OMNI Ultrasonic Ruptor
400, USA), banho termostatizado (LAUDA ECO RE 1225, Alemanha), Speedvac (Thermo
Cientific SPD1010, USA), e microcentrifuga (Excelsa 3-Fanen Ltda). Um cromatdgrafo gasoso
(modelo 5975C, Agilent Technologies) acoplado a um espectrometro de massas (quadrupolo,
modelo 7890 A, Agilent Technologies) foi cedido pelo Laboratério de Toxinas e Produtos
Naturais de Algas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, sob superviséo do Prof.
Dr. Ernani Pinto Junior, para execucao dos estudos metabolémicos. O uso de um cromatografo
gasoso (modelo 6850, Agilent Technologies) acoplado a um espectrometro de massas (modelo
5975 — series MSD) foi cedido pelo Laboratério de Analises Toxicologicas - LAT, sob

coordenagdo do Prof. Dr. Mauricio Yonanime, para a anélise de THC-COOH em urina).

45 Meétodos

45.1 Determinacgédo de 11-nor-9-carboxi-tetraidrocanabinol (THC-COOH) em urina

4.5.1.1 Método de Extracéo
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O preparo de amostras seguiu o procedimento descrito por Meatherall e Garriott, com
acdes A metodologia consiste numa extracao liquido-liquido. Em um tubo eppendorf foram
adicionados 200 pL de urina, 10 pL de AS-THC -Dz a 10 pg/mL, como padrio interno, e 10 uL
de hidroxido de sodio (NaOH) a 10 mol. L%, O tubo foi agitado em vortex e incubado a 60 °C
por 20 min em banho termostatizado, para que ocorresse a hidrdlise alcalina e remogéo dos
grupamentos glucuronideos. Na sequéncia, foram adicionados 400 uL de acido acético
(CH3COOH) 5% (v/v), para que o meio da amostra se mantivesse &cido, e o analito fosse
convertido a forma nédo-ionizada, sendo mais facilmente extraido com solvente organico na
etapa posterior. Apo6s, o tubo foi agitado em vortex, e 1600 puL de uma mistura de
hexano:acetato de etila (9:1 v/v) foram adicionados para a extracdo. Seguiu-se com agitacao
em vortex por 30 min, e centrifugacédo (2.500 g, 5 min). O sobrenadante foi coletado e seco sob
fluxo de nitrogénio. O extrato seco foi derivatizado com 20 pL. de BSTFA com 1% TMCS e
incubagdo a 80 °C por 30 min. Ao final, foram adicionados 50 mL de heptano. Nas solucdes
padrdo também foi adicionado o padrdo interno, a as solugcdes foram secas sob fluxo de
nitrogénio e derivatizadas com BSTFA com 1% de TMCS, seguindo 0 mesmo procedimento

de derivatizacéo, sendo adicionados 50 mL de heptano ao final.

4.5.1.2 Condi¢6es Analiticas

As amostras e solucdes padrdo foram injetadas no cromatdgrafo a gas acoplado ao
espectrometro de massas (modelo 6850, Agilent Technologies), com amostrador automatico
(modelo G4513A), utilizando-se uma coluna capilar HP5-MS (5% difenilpolisiloxano - 95%
dimetil, 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno, filme de 0,10 um, Agilent
Technologies) e Hélio como gas de arraste, na vazao de 0,6 mL/min. Foi utilizado um volume
de injecao de 1 uL (modo splitless). As temperaturas do injetor e da linha de transferéncia foram
ajustadas para 250°C. A eluicdo foi realizada com programacéo linear de temperatura, com
temperatura inicial de 150 °C mantida por 1 min, seguida por aumento linear a 15 °C/min até
270 °C, permanecendo por 6 min. O tempo total de analise foi de 15 minutos. O espectrémetro
de massas foi programado para aquisicdo em modo Full Scan e SIM, adquirindo espectros de
m/z (306, 315, 371, 372, 374, 389, 473, 488) selecionados, com fonte de ionizacdo por elétrons
(EI) utilizando energia de 70 eV. Os detalhes instrumentais do método estdo compilados na
Tabela 2.
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Temperatura do injetor 250 °C
INJECAO Volume da injecéo 2 uL

Modo de injecdo Splitless
HP-MS

Coluna (5% difenilpolisiloxano — 95% dimetil, 30 m x 0,25 mm,
0,10 pum)

CROMATOGRAFIA
Gas de arraste Hélio
Fluxo de gas de arraste 0,6 mL/min

ESPECTROMETRIA
DE
MASSAS

Rampa de aquecimento

Temperatura da linha
de transferéncia

Modo de ionizagdo

Modo de operacéo

150 °C/min. —aumento 15 °C/min. até 270 °C -
permanecendo por 6 °C/min

250 °C

lonizagdo por elétrons (70 eV)

Full Scan e SIM

4.5.2 Desenho de Misturas na Extracdo para Cérebro de Camundongos

4.5.2.1 Método de Extracéo

Foram utilizadas trés amostras de cérebro de camundongo BalbC, pesando

aproximadamente, 200 mg cada amostra. As amostras foram pulverizadas em nitrogénio
liquido, com ajuda de pistilo e capsula de porcelana. Apds pulverizacdo, as amostras foram
armazenadas em freezer a -80 °C.

Para a extracdo foram testadas 10 condi¢bes de misturas de solventes. Foram
transferidos 30 mg da amostra de cérebro pulverizado para tubos Eppendorf e adicionado 1 mL
da proporcao de solvente descrita a seguir: (A) 100% MetOH, (B) 100% H0O, (C) MetOH:H,O
(1:1), (D) MetOH:CHCls (1:1), (E) H20:CHCl3 (1:1), (F) H20:MetOH:CHCl3 (3,3:3,3:3,3), (G)
H20:MetOH:CHCl; (1:6:3), (H) H20:MetOH:CHCl; (3:6:1), (1) H2O:MetOH:CHCI; (4:2:4) e
(J) 100% CHClz. As proporgdes estdo em volume.

As amostras foram colocadas em vortex por 1 min, homogeneizadas por mais 1 min

com Probe Sonicador (homogeneizador ultrassénico) e centrifugadas (18.000 g por 5 min).
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Foram coletados 200 pL de cada extrato, transferidos para outro tubo, e secos em Speedvac.
Foram realizadas triplicatas de cada propor¢do dos solventes.

Apbs a extracdo, as amostras foram preparadas em 2 etapas:

1. Metoximacgdo: foram adicionados 10 pL de o-metoxiamina em piridina em todas
as amostras, seguido de agitacdo vigorosa em ultrassom e vortex por 1 min e, apds,

as amostras permaneceram em temperatura ambiente por 90 min.

2. Sililagdo: foram adicionados 10 pL BSTFA contendo 1% TMCS em todas as
amostras que sofreram metoximacao, seguido de agitacdo vigorosa em ultrassom
e vortex por 1 min e, ap6s, as amostras permaneceram em banho termostatizado a
40 °C por 30 min.

Apo6s metoximacao e sililacdo, foram adicionados a cada amostra, 100 pL de metil
éster (C13) em heptano, como padrdo interno. As amostras foram colocadas em vortex por 1

min e injetadas no equipamento.

4.5.2.2 Condic6es Analiticas

As anélises por GC-MS foram realizadas em cromatografo gasoso modelo 7890A
acoplado a espectrometro de massas modelo 5975C (Agilent Technologies, EUA), equipado
com coluna cromatogréfica ultra inerte HP5-MS (5% difenilpolisiloxano - 95% dimetil, 30 m
de comprimento x 0,25 mm de diametro interno, filme de 0,25 um, Agilent Technologies). A
eluicdo foi realizada com programacéo linear de temperatura, com temperatura inicial de 60 °C
mantida por 1 min, seguido por aumento linear a 10 °C /min até 300 °C (mantido nesta condicao
por 5 min). A temperatura do injetor e da linha de transferéncia foram ajustadas para 290 °C.

O tempo total de analise foi de 25 min. Hélio ultrapuro foi utilizado como gas de arraste
na vazdo de 1,0 mL/min, e as amostras injetadas em modo split, com razdo 1:10. O
espectrometro de massas foi programado para aquisicdo em modo Full Scan, adquirindo
espectros de 50 a 600 m/z (taxa de aquisicdo de 5 espectros/s), apds ionizacao por elétrons (EI)
com energia de ionizagéo de 70 eV. Todo o sistema foi controlado pelo software ChemStation

versdo E02021431. Os detalhes instrumentais do método estdo compilados na Tabela 3.
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Tabela 3. Condic6es instrumentais do método CG-MS para andlise do cérebro.

INJECAO

Temperatura do injetor
Volume da injecéo

Modo de injecdo

250 °C
1pL

Split 1:10 a 10mL/min

CROMATOGRAFIA

Coluna

Gaés de arraste

Fluxo de gas de arraste

HP5-MS

(95% dimetil — 5% difenilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm,
0,10 pum)

Hélio

0,6 mL/min

ESPECTROMETRIA
DE
MASSAS

Rampa de aquecimento

Temperatura da linha
de transferéncia

Modo de ionizagdo

Modo de operacéo

60 °C/min — aumento até 300° C — permanecendo por 10
°C/min — tempo total 25 min

290 °C

lonizagdo por elétrons (70 eV)

Full Scan (espectros de 50 a 600 m/z)

Fonte: ROJO et al. (2015), adaptado.

4.5.3 Anélise Metabolémica do Cérebro de Camundongo

4.5.3.1 Método de Extracado

Para a analise metabol6mica de cérebro de camundongos, foram utilizados 5 cérebros
do grupo AF-AF, 5 cérebros do grupo CS-CS, 6 cérebros do grupo AF-CS e 6 cérebros do grupo
CS-AF. Todas as amostras foram pulverizadas individualmente em nitrogénio liquido, com
ajuda de pistilo e capsula de porcelana. Apos pulverizagdo foram armazenadas em freezer a -
80 °C.

Foram transferidos 30 mg da amostra pulverizada (cérebro) para tubos de Eppendorf e
adicionado 1 mL da proporcéo de solvente MetOH:H»O (1:1).

As amostras foram colocadas em vortex por 1 min, homogeneizadas com Probe
Sonicador (homogeneizador ultrassénico) operado a 30% por 1 min e centrifugadas (18.000 g/5
min). Foram retiradas aliquotas de 200 pL de cada amostra para analise. Foram coletados 200
pL de cada amostra e transferidos para outro tubo. E, para composi¢ao das amostras de controle

de qualidade (CQ) foram coletados mais 200 pL de cada amostra e feito um pool de todas as
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amostras. Todas as amostras foram secas em Speedvac. Apds a extracdo, as amostras foram

derivatizadas (metoximacao e sililacdo), conforme descritas no item anterior (4.5.2.1).

4.5.3.2 Condigdes Analiticas

As condi¢es analiticas para a metabolémica do cérebro de camundongo foram as mesmas
descritas no item 4.5.2.2.

FBC/FCF/USP Ana Rosa Lins de Souza



53

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacdo de 11-nor-9-carboxi-tetraidrocanabinol (THC-COOH) em urina

A urina é a amostra de eleicdo na andlise da exposicdo aos canabindides, por ser
facilmente obtida, ndo utiliza métodos invasivos para a coleta, apresenta altas concentragdes
dos metabdlitos apds a biotransformacdo, e dependendo da frequéncia do uso da droga, o
periodo de deteccdo vai de 3 a 20 dias ou mais (HUESTIS, 2007). A técnica analitica mais
utilizada para a identificagdo e quantificacdo dos canabindides é GC-MS.

Os métodos de extracdo do THC-COOH descritos na literatura utilizam no minimo 1 mL
de urina, como quantidade de amostra. No trabalho desenvolvido, a quantidade de urina obtida
apos a exposicdo de camundongos fémeas ao A °-THC foi de 100 pL a 500 pL, quantidade
muito inferior ao recomendado na literatura. Dessa forma, foi necesséria a realizacdo de uma
validagdo parcial do método, para garantir que resultados confidveis sejam obtidos, e que
possam ser interpretados de forma satisfatéria (RIBANI et al., 2004).

De acordo com Departamento de Saude e Servicos Humanos (DHHS, do inglés,
Department of Health and Human Services), os valores de cut off em amostras de urina em
humanos, para confirmagéo da exposicdo de A®-THC, é de 15 ng/mL de THC-COOH.

Foram analisadas amostras de urina de camundongo fémea gestante (n = 2) e amostras da
prole exposta (n = 10).

As andlises foram feitas no modo SIM e no modo Full Scan para identificacdo dos
compostos derivatizados. Primeiramente, foi realizada a identificagdo dos metabdlitos, no modo
Full Scan de detecgéo, no qual um amplo intervalo de m/z é monitorado. Neste modo, 0 espectro
de massas é obtido e o tempo de retencdo de cada analito registrado. Apds a obtencdo do
espectro de massas de cada composto, foram selecionados os ions mais abundantes para a
utilizacdo no modo SIM de deteccdo (Figura 10 e Figura 11), buscando os ions m/z 371, 372,
473, 488 para THC-COOH, e 306, 315, 389, 374 para A%-THC-Ds. No modo SIM, os
cromatogramas apresentam um menor ruido, o que aumenta a razao sinal/ruido, melhorando a

detectabilidade do método.
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Figura 10. Cromatograma dos ions extraidos de THC-COOH, analisado por GC-MS, no modo SIM, registrando
a intensidade dos m/z (371, 372, 473, 488), no tempo de reten¢do de 11,088 minutos.
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Figura 11. Cromatograma dos fons extraidos de A°-THC-Ds, analisados por GC-MS no modo SIM, registrando
a intensidade dos m/z (306, 315, 389 e 374), no tempo de retencdo de 8,630 min.

Os ions (m/z) selecionados para identificacdo e quantificacio da exposicdo ao A>-THC e

seus metabdlitos, em usuarios de Cannabis, estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Principais ions utilizados para confirmacio da exposicdo ao A°-THC.

lons de Deteccéo e

Quantificagdo Tempo de Retencao (tr), min

Substancia Psicoativa

A° THC-Ds3 306, 374, 389, 315 8,630

THC-COOH 371,372, 473, 488 11,088

Nota: Os valores sublinhados representam os ions quantificadores pelo CG-MS.
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5.1.1 Validagdo Parcial do Método

A validacdo de metodos € desenvolvida quando é implementado um novo método
analitico, porém uma validacdo parcial pode ser aplicada quando h& modificacGes em um
método j& validado. Essas modificagfes podem ser realizadas quando h& mudanca de
equipamento, mudancas na matriz bioldgica, etc.

No Brasil, ha duas agencias que disponibilizam guia para validacdo de métodos
analiticos, o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial) e a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria). A Resolucdo n° 899/2003
da ANVISA, para validacdo de métodos analiticos em testes quantitativos, exige os seguintes
ensaios: Especificidade, Linearidade, Intervalo, Repetibilidade, Exatiddo e Robustez.

Alguns pardmetros como Linearidade, Limite de Detecg¢do, Limite de Quantificacéo e
Precisdo podem ser usados na validagdo parcial de um método, como descrito a seguir para o

método utilizado neste trabalho.

5.1.2 Linearidade

Avalia a capacidade do método em gerar resultados diretamente proporcionais a
concentracio da substancia analisada. E determinada pela analise de uma série de calibradores,
dentro de uma faixa de concentracao de interesse do analito (CHASIN et al., 1998; RIBANI et
al., 2004). A linearidade ¢ analisada pelo coeficiente de determinacéo (R?), considerando um
indicador da qualidade do ajuste da regressdo. O valor deve estar entre 0 <R? < 1. O coeficiente
de correlacdo (R), representa a medida de grau de associacdo entre duas variaveis e como elas
se relacionam, estando o valor entre -1 <R < 1.

O teste de linearidade também gera uma expressao matematica usada para o calculo da
concentracédo do analito a ser determinado na amostra real.

Para avaliar a linearidade, foi realizada andlise em triplicata, dopando a urina de
camundongo ndo exposto, utilizando os seguintes niveis de concentracdo dos padrdes
analiticos: 7,5 ng/mL, 15 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL e 150 ng/mL. Dilui¢des apropriadas,
em metanol, foram feitas a partir de uma solugdo estoque de THC-COOH ou THC-D3, na
concentragéo de 1000 ng/mL.

O método apresentou excelente linearidade, com R2= 0.997 e R = 0.998, apresentando
forte correlacdo entre as varidveis. A Figura 12 apresenta a curva analitica, o coeficiente de
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determinacdo e a equacgdo da reta. O R? explica a relagio entre as variaveis concentragio e
razOes das areas relativas. O R? = 0.997 obtido atesta que o modelo linear é valido, porém tem
uma parte ndo explicada pelo modelo, devido a outros fatores que néo foram observados e que
0 modelo linear ndo pode contemplar, como o indicado pelo gréafico de residuos e barras de
erros. A Figura 13 demonstra o grafico de barra de erros, que mede a incerteza das medidas
experimentais, apresentando erros de 1,7%.
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Figura 12. Curva analitica construida com THC-COOH e A° THC-Ds, onde a equagéo da reta e o coeficiente de
determinacéo obtidos foram: y = 0,015X — 0,0406 e R? = 0,997 (faixa de concentracéo 7,5 a 150 ng/mL).
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Figura 13. Gréfico da andlise de residuos (A), variando entre 0.80 a -1.70 e grafico da barra de erro (B) com
desvio padréo de 0.90, obtidos a partir da curva analitica construida com THC-COOH e A° THC-Ds,

5.1.3 Precisado

Parametro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas numa mesma amostra
(ANVISA, 2003).
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A precisdo do método foi avaliada com base na triplicata de amostras intradia, pela razdo
de &reas THC-COOH/THC-Ds, para os niveis de concentracdo baixo (7,5 ng/mL), médio (50
ng/mL) e alto (150 ng/mL), com resultados de 1,1% CV, 3,6% CV e 4,6% CV, respectivamente.

5.1.4 Limites de Detecgdo (LD) e Quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo é a menor concentragdo ou quantidade de uma substancia quimica
que pode ser identificada por um procedimento analitico. A estimativa do limite de detec¢do
pode ser feita com base na relacdo sinal/ruido, onde o sinal deve ser 3 vezes o ruido da linha de
base (CHASIN et al., 1998; RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2003), ou ainda, pode ser expresso

pela equacdo:

LD =DPa X3 ~
IcC Equacao 1

Onde:
DPa: é o desvio padrdo do intercepto com o eixo y (ou erro do ajuste da curva, erro padréo)
de, no minimo, 3 curvas analiticas construidas, contendo concentragdes do analito proximas
ao suposto limite de quantificacao.
IC: é a declividade da curva analitica.

O limite de quantificacdo € a menor concentragdo do analito que pode ser medida com
precisdo (CHASIN et al., 1998; RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2003), ou pode ser expresso
pela equagdo:

LO=DPa X 10 Equacéo 2
I

Onde:

DPa: é o desvio padrdo do intercepto com o eixo y (ou erro do ajuste da curva, erro padréo)
de, no minimo, 3 curvas analiticas construidas, contendo concentragdes do analito proximas
ao suposto limite de quantificacao.

IC: é a declividade da curva analitica.
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O limite de quantificacdo pode ser determinado também por meio da relacdo sinal ruido
da linha de base do equipamento, considerando a concentracéo que produza relagéo sinal - ruido
superior a 10 (ANVISA, 2003).

Para a estimativa dos valores de LQ e LD pelo calculo do erro padréo e declividade da
curva, foram obtidos LD: 0,17 ng/mL e LQ: 0,54 ng/mL.

5.1.5 Determinacdo Quantitativa de THC-COOH nas amostras

Das amostras de urina analisadas, em todas foi possivel detectar, identificar e quantificar
0 THC-COOH, principal metabdlito bioldgico na exposicdo ao A°-THC. As concentragdes
variaram entre 4,3 a 30 ng/mL, tendo média de 14 + 3 ng/mL em maes e 14 £ 9 ng/mL nas
proles (Tabela 5). Algumas amostras tiveram a concentracdo abaixo do cut off de 15 ng/mL

em humanos.

Tabela 5. Médias das concentracdes do THC-COOH encontrados em amostras de urina da camundonga gestante
(MAE) e da prole.

NUmero da amostra Concentragdes de THC-COOH (ng/mL)
1 (MAE) 11,2
2 (MAE) 16,1

3 (PROLE) 17,1
4 (PROLE) 12,7
5 (PROLE) 15,1
6 (PROLE) 23,1
7 (PROLE) 30,1
8 (PROLE) 6,30
9 (PROLE) 11,6
10 (PROLE) 4,70
11 (PROLE) 27,2
12 (PROLE) 6,80
13 (PROLE) 3,22
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Esses resultados podem ser justificados com base no dia em que a amostra foi coletada,
degradacdo pelo tempo de armazenamento, ou ainda, podem estar relacionados com a
quantidade de urina coletada, entre 50 a 100 puL, quantidade insuficiente para uma extracao
adequada. O volume de urina coletada foi pequeno, pois, ao realizar o procedimento para as
camundongas gestantes, & um fator muito estressante podendo ocasionar abortamentos.

A presenca de THC-COOH na urina pode ser utilizada como marcador de exposi¢cdo a
Cannabis, porém sem correlacdo com a concentracdo plasmatica.

A deteccdo e quantificagdo de canabindides nos fluidos bioldgicos de camundongos,
apresenta uma maior dificuldade devido a baixa concentragdo e pouco volume de urina, além

da presenca de outros compostos extraidos do meio bioldgico.

5.2 Desenho de Misturas na Extracao para Cérebro de Camundongos

Existem diversos trabalhos metabolémicos desenvolvidos com amostras de cérebro,
utilizando diversas composi¢des de solventes extratores, como agua, acetonitrila, cloroformio
e metanol (WU et al., 2008; URBAN et al., 2010; VUCKOVIC, 2012; SARIC, et al., 2012;
GRAHAM et al., 2013), porém, ndo ha consenso quanto as proporcdes utilizadas. Como um
dos objetivos do projeto foi utilizar essas amostras biologicas, sob uma abordagem
metabolémica ndo dirigida, é necessario desenvolver um protocolo de extracdo dessas amostras,
que forneca o maior nimero possivel de metabdlitos.

A literatura mostra que a constituicdo do cérebro de primatas, como camundongo e
humano sdo semelhantes, compostos por agua, lipidios, proteina, carboidratos, substancias
organicas sollveis e sais inorganicos (DAKOVIC et al., 2013). O cérebro de camundongo
contém a mesma estrutura que o cerebro de outros mamiferos, mas € consideravelmente maior
em relagdo ao tamanho do corpo. Esse aumento de tamanho relaciona-se principalmente com
uma grande expansdo do coértex, demonstrando ndo apresentar diferencas estruturais que
poderiam alterar os resultados metabolicos (FINLAY; DARLINGTON; NICASTRO, 2001). O
cérebro humano é constituido por 80% de agua e 40-75% de lipideos, sendo 41% colesterol,
16% glicolipideos, 14% fosfolipideos e 5-6% mielina (21% de proteina e 79% lipideos)
(GONZALEZ-RIANO; GARCIA; BARBAS, 2016).

Os metabdlitos que serdo extraidos da matriz dependem de alguns fatores, como
polaridade, propriedades fisico-quimicas da substadncia, concentracbes metabolicas, etc.

(URBAN et al., 2010). Em geral, a extracdo somente com cloroférmio ndo é recomendada para
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metaboldmica ndo dirigida por extrair muitos compostos plastificantes, lipideos e fosfolipidios.
Combinacdes com metanol: agua: cloroférmio sdo mais indicadas, pois, extraem compostos
polares e ndo polares (WU et al., 2008).

Para a escolha do melhor sistema solvente para extracdo dos metabolitos em cérebro de
camundongo foi utilizada uma extracdo baseada em desenho de misturas, utilizando diversas
proporcdes dos solventes cloroformio: metanol: agua.

Para a extracdo, foram utilizados 30 mg da amostra de cérebro pulverizada adicionada de

1 mL de solvente, puro ou em mistura, nas proporgdes descritas na Figura 14.

100%
H,0

100% A 100%
CHC, E MetOH

Figura 14. Desenho de mistura de solventes para avaliagdo da extracdo de metab6litos do cérebro de camundongo.
(A) 100% MetOH, (B) 100% H,0, (C) MetOH:H,0 (1:1), (D) MetOH:CHCl; (1:1), (E) H20:CHCI; (1:1), (F)
H,0:MetOH:CHCI; (3,3:3,3:3,3), (G) H0:MetOH:CHCI; (1:6:3), (H) HO:MetOH:CHCIl; (3:6:1), (I)
H2,0:MetOH:CHCl; (4:2:4), (J) 100% CHClIs. As proporcGes estdo em volume.

Apos a extracdo dos metabdlitos e analise por GC-MS das diversas condi¢Ges de misturas
de solventes foram obtidos os cromatogramas do cérebro descritos na Figura 15. Pode-se
observar pelos cromatogramas que nas 10 condic¢des de misturas de solventes, alguns extratos
sdo mais ricos em informacdo que outros. No entanto, podem haver centenas a milhares de
compostos em menor concentracdo, que nao aparecem no registro do cromatograma. Assim
sendo, para se obter de forma mais confiavel o nimero de compostos extraidos em cada
condicdo, é necessario compilar o numero total de molecular features de cada condicéo.
Molecular features sdo sinais caracterizados por um determinado intervalo de m/z relacionado

a um intervalo de tempo de retencdo definido. Quando extraidos de mais de uma amostra ao

FBC/FCF/USP Ana Rosa Lins de Souza



61

mesmo tempo, um molecular feature é caracterizado por se encontrar agrupado e presente na

quase totalidade das amostras.
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Figura 15. Cromatogramas das diversas condigdes de extragdo das misturas de solventes do
cérebro de camundongo. Intensidade de 1.10°

i AN

Os dados brutos gerados nas anélises por GC-MS foram exportados e processados usando
o software R e 0 pacote XCMS. Foram geradas tabelas, que apresentam ions (m/z), tempo de
retencdo e a intensidade desses ions, conhecidos como molecular features (intensidade de uma
relacdo m/z em determinado tempo de retencdo), que sdo os metabolitos extraidos. Apds, 0s
dados obtidos foram normalizados pela mediana e pela biomassa de cada amostra para a analise.
Foram encontrados 2417 molecular features nas amostras de cérebro.

Para identificacdo desses metabolitos, utilizou o software AMDIS. Esse software realiza
a deconvolucdo dos picos que co-eluem, e os ions com valores de (m/z) e tempo de retencao
sdo comparados com bibliotecas de espectros comerciais, como NIST e FiehnLib, para
identificacdo dos compostos presentes na amostra.

Foram identificados no total, 42 compostos nas amostras de cérebro. Porém, cada
proporcao de misturas de solventes apresentou composicoes diferentes desses metabolitos. Para
a escolha do melhor sistema solvente que foi utilizado para as extracdes do cérebro de
camundongo na analise metaboldémica, foi avaliado o sistema que extraiu a maior quantidade

de metabdlitos e também por um score. Tal score foi estabelecido a partir da somatoria das
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intensidades dos molecular features identificados. Foi atribuido um valor de acordo com a

intensidade, conforme registrado na Tabela 6.

Tabela 6. Score dado de acordo com as intensidades dos molecular features encontrados nas amostras de cérebro
de camundongo.

INTENSIDADE SCORE
>10° 4
104a10°% 3
10%a104 2
1012102 1

<101 0

A Tabela 7 apresenta 0 nimero de metabolitos identificados pelo AMDIS e a somatoria
do score a partir da intensidade de cada molecular feature encontrado em cada proporcao de

misturas de solventes utilizada.

Tabela 7. Nimero de compostos identificados e o score atribuido por cada propor¢éo de solventes empregados
no desenho de misturas de cérebro de camundongos.

NuUmero de compostos identificados/score

Amostra
no cérebro de camundongo

(A) 100% MetOH 8/13
(B) 100% H,0 25/42
(C) MetOH:H,0 (1:1) 27146

(D) MetOH:CHCl; (1:1) 9/25
(E) H2,0:CHCl; (1:1) 27142

(F) H20:MetOH:CHCIs (3,3:3,3:3,3) 6/9
(G) H20:MetOH:CHCl; (1:6:3) 5/9
(H) H20:MetOH:CHClI; (3:6:1) 21/36
(1) H20:MetOH:CHCl; (4:2:4) 14/27
(J) 100% CHCl; 10/12

De acordo com os resultados apresentados, uma combinacao de solventes que promoveu
um resultado satisfatdrio, tanto pelo nimero de compostos, como pelo score de intensidades,
para extracdo dos metabdlitos no cérebro de camundongo foi a de H.O:MetOH (1:1). A
identidade dos compostos extraidos e sua pertinéncia no metabolismo do cérebro (relacionados

no banco de dados HMDB) também foi avaliada aqui na escolha do melhor sistema extrator.
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A Tabela 8 apresenta os metabdlitos significantes e suas caracteristicas encontrados no
cérebro do camundongo na melhor condicdo de extracdo, ou seja, MetOH:H,O (1:1) e
classificados de acordo com o HMDB. A partir da escolha do melhor sistema extrator foi
realizada a analise metabolémica do cérebro de camundongos expostos a fumaca de Cannabis

sativa.

Tabela 8. Metabdlitos significantes e caracteristicas dos compostos identificados pelo AMDIS no desenho de
misturas de solventes MetOH:H,0 (1:1) aplicado ao cérebro de camundongo.

Metabdlito Massa Isotopica Férmula Molecular
Aminoacidos
Peptideos e Analogos

Acido aspartico 160 C4H/NO4
Isoleucina 86 CsH13NO>
Leucina 158 CsH13sNO>
Serina 116 C3H7NO3
Treonina 218 C4H9NO3
Valina 117 CsHuNO>
Acido acetilaspartico 68 CsHoNOs
Acido gama aminobutirico 102 C4H9NO;
Alanina 89 CsH/NO,
Creatinina 115 C4H7N30
Fenilalanina 165 CoH11NO>
Acido glutamico 246 CsHsNO,
Tirosina 280 CoH11NO3
Acidos
dicarboxilicos/tricarboxilicos
e derivados
Acido fumarico 245 C4H40.4
Acido succinico 247 C4Hs04
Acido citrico 273 CeHsO7

Carboidratos e
Carboidratos conjugados

Ribitol 152 CsH1205
Alfa/beta hidroxiacidos
e derivados
Acido glicolico 147 C2H403
Acido malico 134 C4HsOs
Acidos graxos e conjugados
Acido miristico 117 C14H250-
Acido oleico (C18) 282 C1H3402
Purinas e derivados
Adenina 264 CsHsNs
Hipoxantina 265 CsHaN4,O
Inosina 245 C10H12N40s
Gama butirolactonas
Acido ascorbico 332 CeHsOs
Glicerofosfatos
Glicerol-1-fosfato 357 C3HoO6P
Acido piridinocarboxilico
e derivados
Metil nicotinamida 179 C7HyN,O
Pirimidinas
Uracila 241 C4H4N202
Uréias
Uréia 147 CHsN,0
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5.3 Analise Metabdlica de Cérebro de Camundongo

Para analise metabolémica ndo dirigida da exposicéo gestacional e prole apds exposicao
a Cannabis sativa, foram utilizados 5 cérebros da prole do Grupo AF-AF, exposto ao ar filtrado
durante e apés a gestacdo, 5 cérebros do Grupo CS-CS, exposto & Cannabis durante e apés a
gestacdo, 6 cérebros do Grupo AF-CS, exposto ao ar filtrado durante a gestacdo e exposto a
Cannabis apos a gestacdo e 6 cérebros do Grupo CS-AF, exposto a Cannabis durante a
gestacdo e exposto ao ar filtrado apos a gestacdo. A Figura 16 apresenta o esquema ilustrativo
de formacdo dos grupos exposto e controle. Os extratos foram preparados com MetOH:H>O
(1:1). Amostras de QCs foram utilizadas para avaliacdo da performance do sistema analitico.
Os QCs sdo analisados durante toda a sequéncia analitica, com finalidade de avaliar o

desempenho e estabilidade instrumental durante as medidas.

Grupo AF-AF Grupo AF-CS Grupo CS-AF Grupo CS-CS

Figura 16. Esquema ilustrativo dos grupos teste e controle.

Os dados de GC-MS gerados foram processados pelo método “matched filter” no XCMS
para obtencdo da matriz de dados, e avaliados por ferramentas uni e multivariada,
posteriormente, o processamento de dados realizado pelo XCMS, utiliza ferramentas para a
deteccdo dos picos (parametros fwhm, snthresh e max), agrupamento (parametros bw, mzwid,
minfrac), alinhamento (pardmetro span) e preenchimento dos missing values pela funcéo
“fillPeaks”. A normalizagdo pela mediana e biomassa também foi aplicada aos dados. Os
parametros utilizados para deteccdo de picos foram, fwhm: 4.0, sntresh: 3.0, max: 30; para

agrupamento, bw: 2, mzwid: 0.5, minfrac: 0.75; e para alinhamento, span: 0.2.
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Esses dados foram analisados no software SIMCA P+12.0.1 (Umetrics) para analise
multivariada, realizando escalonamento por UV (unit variance). Em seguida, foi realizada uma
analise multivariada nédo supervisionada (PCA), das amostras e QCs, para a analise da qualidade
dos dados. Observa-se na Figura 17 que a variabilidade dos QCs é muito menor que a das
outras amostras, tanto nos grupos expostos, como no grupo controle, encontrando-se mais
proximo do centro do gréfico, indicando que ndo houve problema instrumental durante a

analise.
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R2X[1] = 0.4512 R2X[2] = 0.261498 Ellipse: Hotelling T2 (0.95)

SIMCA-P+12.0.1 - 2018-05-03 14:58:18 (UTC-3)

Figura 17. Grafico de escore do modelo de PCA com amostras dos grupos QC (amostras controle de qualidade)
e prole dos grupos AF-AF (exposto ao ar filtrado durante e apds a gestacdo), CS-CS (exposto a Cannabis durante
e apos a gestagdo), AF-CS (exposto ao ar filtrado durante a gestacao e exposto a Cannabis ap0s a gestagao) CS-
AF (exposto a Cannabis durante a gestacdo e exposto ao ar filtrado apos a gestacdo). Parametros de qualidade do
modelo: R? = 0.834 e Q?=0.753.

A distancia euclidiana entre os pontos dentro de um mesmo grupo reflete o grau de
variacao de perfil metabolico das amostras, é esperado que ocorra uma dispersdo vertical entre
0s grupos, devido ser uma matriz bioldgica e existir muitas variabilidades. Para a analise ndo
supervisionada, os modelos apresentaram parametros de qualidade muito bons, com R? = 0.834
e Q?=0.753. O R?¢ 0 ajuste do modelo e indica a varianca explicada pelo modelo e 0 Q? indica
a previsibilidade do modelo. Para amostras biologicas sdo utilizados Q> 0,4 e R?>> 0,7
(GONZALEZ-RIANO; GARCIA; BARBAS, 2016).
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Verificada a qualidade dos dados obtidos, os QC foram excluidos e as amostras foram
reprocessadas no XCMS utilizando os mesmos parametros descrito anteriormente.

Apos, foi utilizado o modelo multivariado supervisionado de andlise discriminante pelo
método de minimos quadrados parciais (PLS-DA), para a busca de metabdlitos discriminantes
entre as amostras. A Figura 18 apresenta o grafico do PLS-DA de todos 0s grupos,
demostrando uma separacéo entre eles, com Q2 = 0.881 e R? = 0.935, e andlise de variancia

(ANOVA) com significancia estatistica.
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Figura 18. Grafico de escore do modelo de PLS-DA com todos os grupos. AF-AF (exposto ao ar filtrado durante
e apos a gestacdo), CS-CS (exposto a Cannabis durante e ap0s a gestacdo), AF-CS (exposto ao ar filtrado durante
a gestacdo e exposto a Cannabis apds a gestacdo) CS-AF (exposto a Cannabis durante a gestacdo e exposto ao ar
filtrado apds a gestacdo). Pardmetros de qualidade do modelo com 4 componentes: R? = 0.935 e Q? = 0.881,
ANOVA: F =6.26 e p-valor = 2,6 x 107.

O modelo também foi validado por um teste de permutac&o, para verificar se as diferencas
entre classificacdo das amostras e modelos sdo significativas. Nesse teste, as amostras sdo
intencionalmente forcadas ao erro e alteradas em cada modelo permutado. Sao aceitos modelos
com valores de R? e Q% menores do que o construido originalmente com todos os dados. O teste
foi realizado com 100 permutagBes e pode-se observar que os valores de R? e Q? s&o menores

que o valor real, validando o modelo (Figura 19).
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Figura 19. Gréfico da validacdo do modelo de PLS-DA pelo teste de permutagdo (100 permutagdes).

Para a busca de metabdlitos discriminantes, uma analise por PLS-DA foi realizada
comparando os grupos dois a dois. As Figuras 20, 21, 22 e 23, apresentam os modelos de PLS-
DA comparando dois grupos, nos quais sdo observadas excelentes separac@es entre as amostras,

com valores bons de R? e Q? e andlise de variancia (ANOVA) com significancia estatistica.
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Figura 20. Gréfico de escore do modelo de PLS-DA com amostras dos grupos AF-CS (exposto ao ar filtrado
durante a gestacdo e exposto a Cannabis apds a gestacdo) e CS-CS (exposto a Cannabis durante e apds a gestacéo).
Parametros de qualidade do modelo: R? = 0.996 e Q?= 0.989, ANOVA: F = 42.04 e p-valor = 0.000435.
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Figura 21. Grafico de escore do modelo de PLS-DA com os grupos. AF-AF (exposto ao ar filtrado durante e apds
a gestacdo) e AF-CS (exposto ao ar filtrado durante a gestacdo e exposto a Cannabis). Pardmetros de qualidade
do modelo: R? = 0.983 e Q?= 0.877, ANOVA: F = 7.76 e p-valor = 0.021.
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Figura 22. Gréfico de escore do modelo de PLS-DA com os grupos. AF-AF (exposto ao ar filtrado durante e apds
a gestacdo) e CS-AF (exposto a Cannabis durante a gestacdo e exposto ao ar filtrado apds a gestacéo). Parametros
de qualidade do modelo: R? =0.993 e Q?= 0.971, ANOVA: F = 23.29 e p-valor = 0.0178.
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Figura 23. Gréfico de escore do modelo de PLS-DA com os grupos. CS-AF (exposto a Cannabis durante a
gestacdo e exposto ao ar filtrado ap6s a gestagdo) CS-CS (exposto a Cannabis durante e apds a gestacao).
Parametros de qualidade do modelo: R? = 0.998 e Q%= 0.994, ANOVA: F = 26.51 e p-valor = 0.00364.

Os metabdlitos discriminantes foram selecionados através do valor da importancia da
variavel na projecdo (VIP), obtidos do modelo PLS-DA e indica a influéncia da variavel
(molecular feature) na classificacdo do modelo de separacdo, apontando 0s compostos que mais
tiveram influéncia na separagdo dos grupos. Sdo considerados discriminantes, os valores de
VIP> 1,0. Foi realizado também, andlise estatistica univariada por teste de Kruskal Wallis,
realizado no software Matlab (2015), e testes ndo paramétricos, como o Mann-Whitney para
comparacgao entre dois grupos.

A identificacdo dos metabdlitos discriminantes significativos foi realizada no software
AMDIS, utilizando bibliotecas comerciais (FiehnLib e NIST). Utiliza-se valor de NET como
indicador da qualidade da correspondéncia final para a correspondéncia entre 0 componente
deconvoluido e o espectro da biblioteca, onde um valor maximo de 100 mostra uma combinacgao
perfeita. Sdo utilizados valores NET> 80. Dessa forma, foram identificados 19 metabdlitos
estatisticamente significativos.

Para melhor compreensao dos resultados apresentados e discussdo, a Figura 24 mostra
como as amostras foram divididas em grupos e as possiveis comparacdes entre 0S grupos

analisados.
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Grupo AF-AF Grupo AF-CS Grupo CS-AF Grupo CS-CS

[ Comparagio 1 (AF-AF vs AF-CS) } \ Comparagio 2 (CS-AF vs CS-CS) }

l Comparagao 3 (AF-AF vs CS-AF) }

\ Comparagio 4 (AF-CS vs CS-CS) |

Figura 24. Esquema de comparagdes entre os grupos analisados.

A Tabela 9 mostra os metabolitos discriminantes identificados com VIP > 1 obtido pelo
modelo multivariada PLS-DA, o p-valor obtido pela analise univariada do teste de Kruskal
Wallis, valor NET obtido pelo AMDIS e o fold change que é calculado pela razdo entre a média
de intensidade nas amostras do grupo exposto pela média de intensidade nas amostras do grupo
ndo exposto. Valores >1 indicam aumento do metabdlito em questdo nas amostras teste
(camundongos expostos) e valores <1 indicam diminuicao.

Apos identificacdo dos metabdlitos estatisticamente significativos foram buscados em
bancos de dados disponiveis, como, NIST, KEGG, HMDB e METLIN, informacdes adicionais
sobre as vias metabdlicas, e quais alteracdes podem estar relacionadas com as alteragdes no
cérebro, apds exposicdo do camundongo a Cannabis.

O consumo de maconha a longo prazo durante a gravidez pode prejudicar a maturagdo
do cérebro e predispor os filhos a desordens de desenvolvimento neuroldgico, e mesmo ap6s a
gestacdo, a exposicdo a Cannabis também pode desencadear processos danosos ao cérebro.
Estudo sugere que o uso dessa substancia na adolescéncia pode ser um periodo vulneravel de
exposicao, podendo interferir na maturacéo fisiologica e anatdbmica do cerebro, principalmente
no cortex cerebral, ocasionando déficits cognitivos de longo prazo, como comprometimento na
aprendizagem e memoria, além do risco aumentado de transtornos psiquiatricos (GRANT et
al., 2003; CREAN; CRANE; MASON, 2011; MEIER et al., 2012; RAVER; HAUGHWOUT;
KELLER, 2013).
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Tabela 9. Metabdlitos significativos identificados no cérebro de camundongo, p-valor, fator NET e o fold change obtido pela analise metabolémica, ap6s exposicao a Cannabis sativa.

FOLD CHANGE /p-valor Metabolito T\laéoTr
iz Te (min) Comparacéo 1 Comparacéo 2 Comparacgédo 3 Comparacéo 4
AF-AF vs AF-CS CS-AF vs CS-CS AF-AF vs CS-AF AF-CS vs CS-CS
86 8.3 10.87/0.004 Isoleucina 85
147 9.18 1 0.96/ 0.004 1 1.13/0.008 1 1.80/0.009 Uréia 99
158 9.7 1 1.81/0.004 Leucina 86
102 10.0 1 1.85/0.004 1 1.87/0.004 Acido gama aminobutirico (GABA) 90
247 10.2 1 0.82/ 0.004 1 0.80/ 0.004 Acido succinico 93
245 10.7 1 0.83/0.004 1 0.80/0.004 Acido fumarico 93
116 9.47 1 0.87/0.004 1 1.85/0.004 1 0.84/0.004 1 1.88/0.004 Serina 95
218 11.3 1 0.88/0.004 1 1.02/ 0.004 Treonina 93
115 13.5 1 1.86/0.004 1 1.89/0.004 Creatinina 93
246 14.2 1 0.84/0.004 1 0.80/ 0.004 Acido glutamico 93
68 14.8 1 0.80/0.004 1 0.78/0.004 Acido acetilaspartico 90
357 15.9 1 0.80/ 0.004 1 0.76/0.004 Glicerol -1- fosfato 96
332 17.8 1 0.81/0.004 1 1.80/0.004 1 0.77/ 0.004 1 1.71/0.004 Acido ascorbico 88
280 17.7 1 0.86/0.004 1 0.84/0.004 Tirosina 89
273 16.5 1 0.79/0.004 1 1.80/0.004 1 0.79/0.004 1 1.73/0.004 Acido citrico 93
264 16.9 1 0.81/0.004 1 1.39/0.004 1 0.79/0.004 Adenina 87
265 16.3 1 0.81/0.004 1 0.78/0.004 1 1.75/0.004 Hipoxantina 93
245 23.3 1 0.85/0.004 1 0.81/0.004 Inosina 93
241 10.6 | 0.81/0.004 | 0.85/0.004 Uracila 85

Nota: (|-) diminui nas amostras teste (exposto), ou est aumentado no controle (ndo exposto), e (1) aumenta nas amostras teste (exposto), ou estd diminuido no controle (ndo exposto).
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A partir dos resultados encontrados (Tabela 9), observa-se que houve alteragcdo dos
metabdlitos na prole apds exposicdo da mae, demonstrado pela Comparacédo 3 (Figura 24)
grupo AF-AF vs CS-AF, onde ocorreu somente exposi¢do a Cannabis durante a gestagdo. Os
metabdlitos diminuidos foram, acido succinico, &cido fumarico, serina, acido glutamico, acido
acetilaspartico, glicerol 1-fosfato, acido ascérbico, tirosina, acido citrico, adenina, hipoxantina,
inosina e uracila, e aumentado, a treonina. Quando se analisa a Comparacao 1 (Figura 24), o
grupo AF-AF vs AF-CS, onde s6 ocorreu exposi¢cdo apds a gestacao, ou seja, fase adolescente,
o0s metabdlitos diminuidos sdo isoleucina, uréia, &cido succinico, acido fumarico, serina, acido
glutdmico, &cido acetilaspartico, glicerol 1-fosfato, acido ascérbico, tirosina, acido citrico,
adenina, hipoxantina, inosina, uracila e treonina. Os resultados parecem indicar que tanto a
exposi¢do a maconha na gestacdo, quanto ap6s a gestacdo altera o metabolismo.

O acido glutamico ou glutamato é o aminoacido com maior concentracdo no cérebro e
atua como neurotransmissor excitatdrio, participando do metabolismo mitocondrial, sendo
sintetizado a partir da glutamina. Atua em receptores N-metil-p-aspartato (NMDA-R), alfa-
amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPA) e receptores metabotrépicos. O
glutamato atua no ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), responsavel pela respiracdo celular
(HUDSPITH, 1997; MELDRUM, 2000). Uma reacdo de transaminacao na qual o glutamato é
0 doador de nitrogénio produz a 3-fosfoserina e o alfa-cetoglutarato. A hidrélise do grupo
fosfato origina a serina, que por sua vez, € frequente precursora em outras rotas biossintéticas,
como a glicina e cisteina (CAMPBELL; FARRELL, 2011). Treonina estd conectada ao
metabolismo da glicina e serina para a biossintese de aminoacidos de cadeia ramificada, assim
a deficiéncia deste aminodcido pode estar correlacionada com perturbagfes nos niveis de
glicina, serina e valina (GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2014), demonstrado na Figura 25.
Metabolitos como ureia sdo marcadores da integridade do sistema nervoso central, a reducao
ou aumento dos niveis de uréia podem indicar uma anormalidade da homeostasia da amdnia no
cérebro, que pode ter efeitos deletérios para o sistema nervoso central. Dopamina é um
neurotransmissor derivado do aminoacido tirosina, comumente ligado a doencga de Parkinson
(XUAN et al., 2011; GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2014). A concentracdo de tirosina
diminui proporcionalmente ao dano celular, como em diferentes tipos de tumores cerebrais,
esclerose multipla, fases crénicas de acidente vascular cerebral (AVC), indicando perda ou
disfuncéo neuronal da regido afetada (GRAAF, 2007).
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Figura 25. Representacéo esquemética dos metabolitos significativos envolvidos na via do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), metabolismo do glutamato e sintese de aminoécidos.
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O é&cido succinico atua tanto no metabolismo do glutamato quanto no TCA (Figura 25),
além de ser precursor para a producdo de acido fumarico. Nos resultados obtidos, o acido
fumarico esta diminuido, sugerindo que a diminuicdo deste pode estar relacionada com a
diminuigdo de acido succinico. Pesquisa realizada por Zaitsu et al. (2016), apds exposi¢cdo
aguda ao canabindide sintético MAM-2201, revelou diminuicdo de glutamato cerebral
comparado com o grupo controle, resultando na disfuncdo do metabolismo energético e do
sistema nervoso glutamatérgico, houve também diminuicdo de acido succinico, corroborando
com os achados deste estudo. As alterac6es do sistema energético induzidos pelos canabindides
sintéticos parecem estar relacionadas com cancer pancreatico (DANDO et al., 2013).

A interacdo dos canabindides enddgenos com o receptor CB; esta criticamente envolvida
na maturacdo do cérebro através do seu papel regulador na liberacdo de glutamato. Através da
sua acdo nos receptores CB1, o AS-THC pode interferir com este processo fisioldgico normal,
resultando na liberacdo perturbada do glutamato, efeitos neurotoxicos e subsequentes alteracoes
estruturais (BOSSONG; NIESINK, 2010). Também foi relatado que os agonistas de receptores
CB1 podem suprimir a liberacdo de glutamato na fenda sinaptica do terminal pré-sinaptico
(KATONA et al., 2001; TAKAHASHI; CASTILLO, 2006). Hebert-Chatelain et al. (2014),
mostraram que agonistas de receptores CB1 diminuem a respiracdo mitocondrial cerebral.

Acido acetil aspartico (NAA) é sintetizado a partir do aspartato e acetil-coenzima A nas
mitocdndrias, sendo o segundo maior metabolito encontrado no cérebro, desempenhando um
papel potencial na producdo de energia a partir do aminoacido glutamato nas mitocondrias
neuronais. Durante o desenvolvimento pds-natal do sistema nervoso central (SNC), a expressao
de NAA estd aumentada. Uma vez concluida a mielinizagdo pds-natal, o NAA pode continuar
a estar envolvido na renovacdo lipidica da mielina em adultos, mas parece também adotar outros
papeis, incluindo um papel bioenergético nas mitocéndrias neuronais. Evidéncias sugerem que
NAA apresenta maltiplos papeis neuronais, como funcdo metabdlica neural na mitocondria,
mielinogénese, osmorregulacgéo e sinalizagdo axonio-glial (KREIS et al., 2002). Nos resultados
apresentados, 0 NAA esta diminuido em relacdo ao grupo controle. Essa diminuicdo pode estar
associada com neuropatologias e disfun¢Bes neuronais ou mitocondriais, como isquemia e
danos cerebrais (MOFFETT et al., 2007).

Estudo realizado por Prescot et al. (2011) por imagem 3D, em cérebros de adolescentes
usuarios crénicos de Cannabis, demonstrou que glutamato e NAA estavam diminuidos em
comparagao com o grupo controle no cortex anterior do cingulo, importante regido nas funcdes

executivas, que englobam uma série de competéncias inter-relacionadas e de alto nivel de
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processamento cognitivo, cujo impacto se reflete em todos os aspectos afetivo-emocionais,
motivacionais, comportamentais e sociais (UEHARA; CHARCHAT-FICHMAN;
LANDEIRA-FERNANDEZ, 2013).

O glicerol-3-fosfato é um intermediério quimico da via metabolica da glicolise. E um
componente de fosfolipideos, participa da glicélise, que sera introduzido na cadeia respiratoria.
Os resultados indicam que esse metabdlito esta diminuido, possivelmente contribuindo para a
alteracdo na rota da glicolise e respiracao.

Na Comparacéo 2 e Comparacao 4 (Figura 23), os grupos CS-AF vs CS-CS e AF-CS
vs CS-CS, respectivamente, foram analisados. Observa-se aumento de uréia, GABA, serina,
creatinina, acido ascérbico e acido citrico na exposicao gestacional e exposi¢do na adolescéncia.

A creatinina aumentada estd relacionada com o aumento do estresse oxidativo. O
estresse oxidativo decorre do desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a
capacidade de defesa antioxidante do organismo, gerando radicais livres ou espécies reativas
ndo radicais, resultante do metabolismo de oxigénio. A mitocondria, por meio da cadeia
transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora. (BARBOSA et al., 2010).

O é&cido citrico aumentado, sugere que o ciclo TCA pode estar alterado, levando a
alteracBes na respiracdo celular. O &cido ascorbico (AA) € um metabdlito encontrado em
grandes gquantidades no cérebro e esta relacionado com o processo antioxidante. No periodo
gestacional, no rato, o teor de AA chega a duplicar, sugerindo sua atuacdo na diferenciacdo de
células embrionérias, e no aumento da expressao dos genes ligados a neurogénese, a maturacdo
e a neurotransmissao (KRATZING; KRATZING, 1985; JI-YEON et al., 2003; LEE et al.,
2003). Estudos experimentais em ratos descreveram que o AA em altas concentragdes pode ser
pré-oxidante induzindo a morte celular (GUEDES, 2011). Pelos resultados apresentados,
observa-se que o aumento do acido ascorbico pode estar relacionado com efeitos pré-oxidantes
- necessita estudos de quantificacdo desse metabolito no cérebro, ou com o aumento do estresse
oxidativo, sendo este ultimo mais condizente levando em consideragdo o aumento da creatinina.

O acido y-aminobutirico (GABA, do inglés y-aminobutyric acid) é o principal
neurotransmissor inibitdrio do sistema nervoso central (SNC) e esta envolvido na proliferagéo,
migracdo e promoc¢do da sobrevivéncia das celulas. Embora o GABA seja amplamente
conhecido por ser o principal neurotransmissor inibitorio no cérebro adulto, ele é excitatorio na
maioria das estruturas cerebrais durante o desenvolvimento inicial (CHERUBINI; GAIARSA;
BEN-ARI, 1991), e atua em sinergia com o glutamato no inicio da vida (McLEAN et al.,1996;
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LEINEKUGEL et al., 2002). GABA esta envolvido com estresse oxidativo e desregulagdo
mitocondrial, interferindo no ciclo do TCA.

Uma das limitacdes do estudo esta relacionada com a hipoxia que os animais podem ter
sido acometidos com a exposicéo da Cannabis. Tem sido demonstrado que a hipoxia aumenta
a concentracdo de GABA nos tecidos cerebrais, dependendo da gravidade e duragdo da hipdxia,
em geral, considera-se 2 h (WOOD; WATSON; DRUCKER, 1968; IVERSEN; HEDNER,;
LUNDBERG, 1983). Além disso, a deplecdo de ATP devido a hipoxia grave causa um aumento
nos niveis de GABA no cérebro (MAD; ROYER, 2000; YELMEN, 2004). Neste estudo, a
exposicao dos animais a Cannabis foi por 5 min, dessa forma, provavelmente o aumento de

GABA ndo esta relacionado com a hipoxia.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, pode-se observar, gque tanto a exposicao
gestacional a Cannabis quanto da prole na fase adolescente, promove alteracdes metabdlicas.
Os dados sugerem que o fato de haver somente exposi¢cdo gestacional ou somente exposi¢do na
adolescéncia, demonstra diminuicdo dos metabolitos, e quando ocorre exposi¢do tanto na
gestacdo quanto na adolescéncia, 0s metabolitos estdo aumentados. Isso confirma que a
exposicao gestacional altera significativamente os metabolitos, e possiveis danos que possam
desencadear no cérebro pela exposi¢do a maconha.

Os metabdlitos significativamente alterados estdo envolvidos no ciclo do &cido
tricarboxilico, responsavel pela respiracdo mitocondrial, producdo de energia, atuam na
biossintese de aminoacidos, glicélise, estresse oxidativo, podendo alterar o desenvolvimento e
maturacdo do cérebro.

A partir dos dados analisados, os metabolitos que estavam diminuidos na Comparagdo
1 e 3, podem estar alterados por duas maneiras, a) como eles estdo relacionados entre si nas
rotas bioquimicas, um metabdlito pode ter influenciado na diminuicdo do outro, por estar em
menor quantidade como precursor, ou b) o sistema metabolico realmente esta diminuido.
Quando analisamos a Comparacgéo 4, os metabdlitos estavam aumentados, sugerindo que 1) o
sistema metabolico estd aumentado, ou c¢) esta ocorrendo alteracdes metabolicas que podem
desencadear um dano cerebral e que por retroalimentacao, o sistema esta tentando compensar
0s possiveis danos ou d) a superexposicdo a Cannabis na gestacéo e ap0s gestacdo pode estar

desencadeando producdo aumentada desses metabdlitos.
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6.1 Limitag6es Do Estudo

- Para melhor compreensdo dos dados, seria interessante aplicar os estudos de
metabolomica em outras plataformas, como CE-MS e HILIC-MS para obtencdo de
informagOes complementares; seria interessante também a analise dirigida dos
metabdlitos significativos para avaliacdo da alteracdo quantitativamente.

- Outra limitacdo do estudo é que foram realizados experimentos somente em machos,
necessitando avaliacdo da prole fémea.

- A alteracdo dos metabolitos pode ter ocorrido devido a hipoxia, dessa forma, seria

interessante avaliar essa exposicgao.

6.2 Pessoal envolvido na execucéo do projeto

Profa. Dra. Mariana Matera Veras, Laboratorio de Poluicdo Atmosférica Experimental
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

Prof. Dr. José Luiz da Costa, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Campinas (UNICAMP) — Campinas/SP
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