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RESUMO 

O sistema endocanabinóide é composto pelos receptores CB1 e CB2 e, pelas 
enzimas de síntese e degradação dos mediadores endógenos anandamida e 2-
araquidonoilglicerol. Esse sistema parece estar super ativado em animais e humanos 
obesos e é responsável por controlar processos metabólicos, como o controle central 
da ingestão de alimentos e o funcionamento do tecido adiposo (TA). Esse sistema 
também modifica respostas inflamatórias através da ativação de receptores CB2 em 
células do sistema imune. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi investigar se a 
expressão do sistema endocanabinóide é alterada no TA e em macrófagos isolados do 
TA durante a obesidade e, analisar a ação de agonistas de receptores canabinóides em 
modelos in vitro que simulam a inflamação no TA associada à obesidade.   

Para isso, camundongos Swiss foram mantidos em dieta hiperlipídica (DH) ou 
dieta padrão (C) durante 12 ou 24 semanas. Foi avaliado o peso corporal e parâmetros 
metabólicos (glicose basal e resistência periférica a insulina). A expressão gênica de 
CB1, CB2, NAPE, FAAH e DAGL foi avaliada no TA epididimal e em macrófagos 
isolados. As linhagens de adipócitos 3T3-L1 e macrófagos Raw 264.7 foram utilizadas 
em ensaios de co-cultura na presença ou ausência do agonista de CB1 WIN55212-2 e 
de CB2 JWH-015. A produção de TNF-α, IL-10 e adiponectina no sobrenadante das co-
culturas estimuladas ou não por lipopolissacarídeo (LPS) foi avaliada por ELISA. 
Ensaios de migração celular utilizando Raw 264.7 foram realizados em Câmara de 
Boyden modificada frente ao estímulo MCP-1. Intervenções no processo de 
adipogênese foram realizados com 3T3-L1 e avaliados pelo ensaio de Oil-red. Lipólise 
basal foi avaliada em culturas de 3T3-L1 bem como de adipócitos isolados de 
camundongos magros ou obesos.  

Camundongos mantidos em DH apresentam aumento no peso corporal, 
resistência a insulina e níveis glicêmicos elevados associado a uma maior expressão 
gênica do receptor CB2 no TA. No entanto, a expressão gênica nos macrófagos 
isolados do TA não diferiu entre os grupos. O nível basal de TNF-α no sobrenadante 
das co-culturas foi aumentado na presença de WIN55212-2 e de JWH015, mas 
reduzido quando as co-culturas foram estimuladas com LPS. O WIN55212-2 foi capaz 
de reduzir os níveis basais de adiponectina. O pré-tratamento com WIN55212-2 e 
JWH015 aumenta a migração espontânea in vitro de macrófagos, bem como os 
mesmos agonistas são capazes de induzir a migração celular. Não foi observado efeito 
dos agonistas sobre a atividade lipolítica em 3T3-L1 ou em adipócitos de camundongos. 
A adipogênese parece ser inibida somente pelo agonista CB2.   

Nossos resultados sugerem que o aumento da expressão de CB2, observado no 
TA de camundongos obesos está relacionado ao aumento do infiltrado de macrófagos e 
não decorrente de uma expressão aumentada deste receptor nestas células. A 
estimulação de receptores canabinóides resulta em efeitos pró-inflamatórios nos 
modelos in vitro que mimetizam a interação entre adipócitos e macrófagos. 
Adicionalmente, os agonistas apresentam a capacidade de induzir a migração de 
macrófagos in vitro, o que poderia contribuir para piorar do quadro de inflamação TA.  
 
Palavras-chave: SISTEMA ENDOCANABINÓIDE, OBESIDADE, RECEPTOR CB1, 
RECEPTOR CB2, MACRÓFAGOS, ADIPÓCITOS. 
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ABSTRACT 

Endocannabionoid system comprises CB1 and CB2 receptors and, synthesis or 
metabolism enzymes for anandamide and 2-arachidonoylglycerol endogenous 
mediators. Obese animals and humans seem to over activate this system that control 
metabolic process such as central food intake control and adipose tissue (AT) functions. 
The endocannabinoid system also modulates inflammatory responses through CB2 
activation in immune cells. Thus, the aim of this work was investigate if endocannabinoid 
system expression is altered in AT and in macrophages isolated from AT during obesity 
and, analyzed cannabinoids agonists action in in vitro inflammation models associated 
to obesity.    

Swiss mice were feed with high-fat diet (HFD) or standard diet (N) during 12 or 24 
weeks. Body weight and metabolic parameters (basal glucose and peripherical insulin 
resistance) were evaluated. Gene expression of CB1, CB2, NAPE, FAAH and DAGL 
was analyzed in epididymal AT or isolated macrophages.  3T3-L1 adipocytes and RAW 
264.7 macrophages were co-cultured in presence or absence of CB1 agonist WIN 

55212-2 or CB2 agonist JWH-015. TNF- , IL-10 and adiponectin were measured by 
ELISA in co-cultures stimulated or not by lipopolysaccharide (LPS). Cell migration assay 
were performed in modified Boyden Chamber with RAW 264.7 using MCP-1 as 
stimulus. Adipogenesis studies were performed with 3T3-L1 and assessed with Oil-red 
assay. Basal lipolysis was evaluated using 3T3-L1 as well as isolated adipocyte from 
lean and obese mice.  

HFD mice present high body weight, insulin resistance and elevated blood 
glucose levels associated to an increased CB2 receptor gene expression in AT. 
However, gene expression in isolated macrophages was not different between 
experimental groups. The basal level of TNF-α was increases due WIN55212-2 and 
JWH 015 presence in co-cultures and reduced when co-cultures were stimulated with 
LPS. WIN55212-2 was able to reduce the basal adiponectin level in co-cultures. In the 
presence of WIN55212-2 and JWH015 at the levels of macrophage spontaneous 
migration was increased, as well as the agonists induced macrophage migration in vitro. 
There were no effects of agonists in 3T3-L1 or adipocyte basal lipolysis. Adipogenesis 
was only inhibited by CB2 agonist.    

Our results suggest that the CB2 gene expression increase in AT is due 
macrophage infiltration. The cannabinoid receptor stimulation seems to result in an pro-
inflammatory activity in in vitro model of macrophage and adipocyte interaction. 
Additionally, cannabinoid agonist were able to induce macrophage migration which 
could contribute to worsening the AT inflammation during obesity. 
 
 

Keywords: ENDOCANNABINOID SYSTEM, OBESITY, CB1 RECEPTOR, CB2 

RECEPTOR, MACROPHAGES, ADIPOCYTES. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Sistema endocanabinóide  

 

Cultivada a mais de cinco mil anos, a Cannabis sativa era utilizada como 

medicina alternativa pelas antigas civilizações orientais no tratamento de algumas dores 

e doenças como cólicas, reumatismo  e outras doenças inflamatórias (Tibiriça, 2010; 

Zuardi, 2006). Embora conhecida a milhares de anos, a caracterização química do 

principal princípio ativo da Cannabis, o ∆-9 tetrahidrocanabinol (THC), foi descrito 

somente na década de 1960 (Francischetti e Abreu, 2006; Di Marzo, 2006).  

O sistema endocanabinóide começou a ser caracterizado com a descoberta dos 

receptores canabinóides (CB) tipo 1 e 2, receptores esses que estão acoplados a 

protéina G e, pertencem a uma grande e diversificada família de proteínas acopladas a 

membrana. A sua ativação modula a adenil-ciclase, canais de cálcio e potássio e 

fatores de transcrição (Pan et al. 2010; Francischetti e Abreu, 2006). Além dos 

receptores CB1 e CB2, o sistema endocanabinóide é composto por receptores 

adicionais ainda não identificados, ligantes endógenos e por enzimas que catalisam sua 

biossíntese e degradação (Pacher, 2009; Di Marzo, 2006). 

O receptor CB1 é basicamente expresso no sistema nervoso central e em órgãos 

periféricos como fígado, músculo, pâncreas, tecido adiposo, coração, pulmão, próstata, 

útero, ovário, testículo, timo e medula óssea (Guindon e Hohmann 2009, Motaghedi e 

McGraw, 2008). Há evidências de que a inibição prolongada do receptor CB1 por 

antagonistas seletivos, como o composto rimonabant (SR141716), poderia atuar 

centralmente no apetite e no metabolismo energético periférico, promovendo perda de 

peso e melhora na sensibilidade à insulina (Bensaid et al., 2003).  

 Já o receptor CB2, está abundantemente expresso em células do sistema 

imunológico e hematopoiético, células da microglia e em baixos níveis nos neurônios do 

tronco encefálico (Cabral et al., 2008). O CB2 apresenta uma atividade 

imunomoduladora muito significativa. Inúmeros relatos indicam que a ativação de CB2 

resulta em analgesia, pois suprimem a resposta aguda de dor em alguns modelos de 

experimentação animal. Os níveis de receptores CB2 podem aumentar em 
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determinadas condições e patologias tornado-o ainda mais atrativo como um possível 

alvo terapêutico (Atwood e Ken Mackie, 2010). 

A anandamida (N-araquidonoil etanolamina - AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-

AG) são os dois principais endocanabinóides já descritos. Eles são compostos 

formados principalmente a partir da hidrólise de ácidos graxos poliinsaturados de cadeia 

longa (AGPICL), especificamente o ácido araquidônico (Figura 1). A anandamida e o 2-

AG são formados por vias dependentes de fosfolipídios, sendo sintetizados, 

respectivamente, pelas enzimas N-acilfosfatidiletanolamida-fosfolipase D seletiva 

(NAPE-PLD) e a sn-1-diacilglicerol lipase seletiva (DAG Lipase), ambos são 

sintetizados sob demanda de estímulos e respostas fisiológicas ou patológicas (Liu et 

al., 2006; Okamoto et al., 2004; Bizogno et al., 2002). Os endocanabinóides são, 

respectivamente, metabolizados e hidrolisados em compostos inativos pela FAAH (do 

inglês “fatty acid amide hydrolase”) e pela MAG (monoacil glicerol) lipase (Kunos et al., 

2008; Bizogno et al., 2002). A deficiência da expressão ou atividade da enzima FAAH 

está correlacionada com a obesidade e sobrepeso em humanos (Sipe et al., 2005). 

 

 

Figura 1. Formação e inativação dos endocanabinóides anandamida e o 2-araquidonoiglicerol. 

Francischetti e Abreu, 2006. 

 



3 
 

O AEA possui uma alta afinidade aos receptores CB1 centrais e apresentam 

ações e comportamentos muito semelhantes ao canabinóide exógeno THC. Já o 2-AG 

possui uma afinidade semelhante para ambos receptores canabinóides (Nagarkatti et 

al., 2009). Ambos endocanabinóides são encontrados em regiões periféricas e, 

principalmente, na região do hipotálamo, responsáveis por controlar a ingestão de 

alimentos (Leite et al., 2009). 

O sistema endocanabinóide é um sistema de sinalização endógena envolvido em 

várias funções fisiológicas, entre as quais, é um importante regulador da homeostase 

energética e funções endócrinas, que vão da regulação do apetite por mecanismos 

centrais ao controle do metabolismo de gordura periférica (Cunha et al., 2011; Pagotto 

et al. 2006; Hyiaman et al. 2006). Além disso, o sistema endocanabinóide está 

envolvido com o controle de emoções, percepção de dor, sono, controle de movimentos 

e memória  (Siegmund et al., 2007; Di Marzo et al., 1998). 

Dados sugerem que a hiperativação do sistema endocanabinóide não só vai 

resultar no aumento de peso corporal, como também pode induzir fenótipos de 

dislipidemia e disglicemia, característicos da obesidade (Motaghedi e McGraw, 2008; 

Francischetti e Abreu, 2006). Essa hiperativação já foi relatada no hipotálamo e nos 

tecidos periféricos, incluindo o fígado, pâncreas e tecido adiposo de animais 

alimentados com dieta rica em gordura e, no sangue e gordura visceral de pacientes 

obesos (Starowicz et al., 2008). 

 

 

1.2 Obesidade e Inflamação 

 

A obesidade é um fenômeno mundial que representa um dos principais desafios 

a saúde e bem-estar da sociedade e dados revelam que o número de pessoas obesas 

ou com sobrepeso está aumentando em proporções epidêmicas em todo mundo. A 

predisposição à obesidade é um processo influenciado por fatores genéticos e 

ambientais, em especial, a mudança de estilos de vida e hábitos alimentares (Samaan, 

2011; Pan et al., 2010; Gary-Bobo et al., 2006; Sipe et al., 2005).  
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 Por muito tempo a obesidade foi caracterizada somente pelo despósito de 

gordura inerte. Atualmente é cada vez mais aceito que a obesidade contribui para o 

estabelecimento de um quadro inflamatório sistêmico, que gera desordem metabólica, 

desequilíbrio da homeostase energética, expansão adicional do tecido adiposo e 

desequilíbrio na produção e secreção de hormônios e de citocinas com ações pró- e 

antiinflamatórias. Esse desequilíbrio vai contribuir para o estabelecimento de alterações 

metabólicas e cardiovasculares, das doenças do fígado gorduroso e para a progressão 

do diabetes do tipo 2 (Rocha e Folco, 2011; Robbins, 1999).  

O tecido adiposo humano é divido em tecido adiposo marrom, envolvido na 

atividade termogênica, e tecido adiposo branco considerado atualmente como um órgão 

endócrino. O tecido adiposo branco é composto por um grande número de células 

adiposas (adipócitos) e células do estroma (fibroblastos, pré-adipócitos, macrófagos, 

outros leucócitos e componentes vasculares). Durante a obesidade há um aumento do 

número de adipócitos (hiperplasia) ou do próprio volume da célula (hipertrofia) e na 

maioria das vezes ocorre uma modificação no perfil de células estromais (Fernández-

Sánchez et al., 2011).  

Considerado um órgão endócrino, o tecido adiposo tem capacidade de produzir e 

secretar substâncias que vão participar de inúmeros processos, dentre estes, o 

processo inflamatório. Estudos mostram que durante a obesidade ocorre a produção 

desregulada dessas substâncias, tais como citocinas, adipocinas, quimiocinas, 

hormônios e outros mediadores inflamatórios que vão contribuir ainda mais para a 

fisiopatologia das doenças associadas à obesidade (Aprahamian e Sam, 2011; Zeyda e 

Stulnig, 2007).  

O processo inflamatório que se estabelece em decorrência da obesidade é 

caracterizado principalmente pelo aumento dos níveis circulantes e teciduais de 

substâncias pró-inflamatórias, redução da produção de substâncias antiinflamatórias e 

aumento do infiltrado de células inflamatórias, principalmente de macrófagos no tecido 

adiposo (Samaan, 2011; Gregor e Hotamisligil, 2011).  

As adipocinas, citocinas produzidas e secretadas pelo tecido adiposo, possuem a 

capacidade de modificar processos inflamatórios e metabólicos na obesidade. O tecido 

adiposo de indivíduos obesos produz mais proteínas pró-inflamatórias tais como leptina, 
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fator de necrose tumoral α (TNF-α), proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) e 

interleucinas IL-1β, IL-6 IL-8 e níveis reduzidos das antiinflamatórias, como a 

adiponectina e IL-10 quando comparados a indivíduos magros, o que torna a 

capacidade de controlar o processo inflamatório limitada (Aprahamian e Sam, 2011; 

Weisberg et al., 2003).  

Receptores da leptina foram identificados em vários tecidos do organismo e o 

principal local de expressão da leptina é o tecido adiposo. A leptina é considerada um 

hormônio pleiotrópico envolvido com várias funções incluindo o controle de crescimento, 

reprodução, controle metabólico e regulação do sistema imune. No entanto, seu principal 

papel está na regulação de peso. A leptina é um regulador chefe do eixo “intestino-

cérebro”, que fornece sinais de saciedade através de sua ação sobre receptores 

hipotalâmicos. Os níveis da leptina estão elevados em obesos, e com a redução de peso 

também há uma queda desses níveis (Singla et al., 2010). 

A adiponectina é exclusivamente expressa por adipócitos maduros, suas funções 

metabólicas no organismo estão relacionadas com a regulação da glicemia, ação da 

insulina sobre o fígado e com o catabolismo de ácidos graxos. Durante um quadro de 

obesidade, a adiponectina se encontra em níveis diminuidos (Aprahamian e Sam, 2011; 

Singla et al., 2010). A adiponectina inibe a expressão e secreção de TNF-α e IL-6, 

assim como ambos inibem a expressão da adiponectina. Portanto, dados sugerem que 

altos níveis de TNF-α podem ser parcialmente responsáveis pela diminuição da 

produção de adiponectina na obesidade (Aprahamian e Sam, 2011; Fasshauer et al., 

2002).  

O TNF-α é uma das citocinas mais importantes implicadas no estabelecimento 

da resistência à insulina. Pesquisas já demonstraram que a expressão de TNF-α no 

tecido de roedores obesos é aumentada e, após a neutralização desta, há uma melhora 

do quadro inflamatório e da resistência a insulina no animal (Rocha e Folco, 2011).  

Estas adipocinas, transcritas tanto pelos adipócitos como pelos macrófagos, 

podem modificar a função dos adipócitos e atuar como um fator importante para a 

redução da sensibilidade tecidual à insulina e contribuir para a expansão do próprio 

tecido adiposo (Zeyda e Stulnig, 2007). A desregulação das adipocinas com 

conseqüentes disfunções metabólicas e comportamentais podem ser a principal causa 
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de obesidade e doenças associadas, incluindo diabetes, dislipidemia, doenças 

cardiovasculares e inflamação (Gary-Bobo et al., 2006). 

Durante a obesidade, a hipóxia é um fator importante para expansão do tecido 

adiposo. Em resposta a hipóxia o tecido adiposo produz citocinas e fatores, como 

leptina, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e TNF-α que em conjunto vão 

regular a angiogênese e a vasculogênese. Além disso, o recrutamento de células 

inflamatórias vai contribuir significativamente para a neovascularização do tecido 

adiposo, pois os macrófagos ativados são células produtoras de fatores angiogênicos, 

como o VEGF (Cao, 2007). 

 

 

1.3 Macrófagos na obesidade 

 

Os macrófagos são células mononucleares que residem em diferentes tecidos, 

possuem como principais funções fagocitar microorganismos patogênicos e/ou 

substâncias que desencadeiam respostas inflamatórias, produzir e secretar moléculas 

que atraem outras células imunes para a área de infecção e atuam como células 

produtoras de mediadores que participam da resposta imunológica inata (Samaan, 

2011; Janeway et al., 2002).  

A obesidade em alguns casos está relacionada ao acúmulo de macrófagos no 

tecido adiposo e, consequentemente, os produtos liberados por esses macrófagos 

infiltrados participam da inflamação desse tecido. A proteína quimiotáxica de monócito 1 

(MCP-1) e seus receptores tem papel chave no desenvolvimento de respostas 

inflamatórias e no recrutamento de monócitos da circulação sanguínea para se tornar 

macrófagos teciduais (Rull et al., 2010; Bastarrachea et al., 2007). Macrófagos do tecido 

adiposo podem ser derivados de monócitos que migraram para o tecido ou de pré-

adipócitos (Dupasquier et al., 2006). Os macrófagos podem apresentar variações 

fenotípicas em resposta a diferentes fatores produzidos no microambiente em que se 

insere (Rocha e Folco, 2011; Zeyda e Stulnig, 2007).  

Diferentes estímulos ativam os macrófagos para expressarem padrões distintos 

de quimiocinas, marcadores de superfície e enzimas metabólicas. A ativação dos 
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macrófagos resulta em fenótipos clássicos de M1 e M2 definidos in vitro. Macrófagos 

M1 são basicamente induzidos pelo lipopolissacarídeo (LPS) e mediadores pró-

inflamatórios, como INF-γ, e reforçam a produção de citocinas como TNF-α, IL-6, IL-12 

e de iNOS. Já os M2 são macrófagos gerado pela exposição à IL-4 e IL-13, produzem 

citocinas pró-inflamatórias em menor quantidade e têm a capacidade de produzir 

algumas citocinas antiinflamatórias, tais como IL-10 e o antagonista de receptor de IL-1 

(IL-1ra) (Zhang et al., 2011; Lumeng et al., 2007). 

Macrófagos do tecido adiposo parecem mesclar as características de M1 e M2, 

sendo capazes de produzir citocinas como os clássicos M1, tais como TNF-α e iNOS, 

mas expressam vários marcadores de superfície comuns ao macrófagos  M2 (Rocha e 

Folco, 2011; Zhang et al., 2011; Zeyda e Stulnig, 2007; Lumeng et al., 2007). Além de 

macrófagos, no tecido adiposo também são encontrados outras células do sistema 

imunológico que vão desempenhar importantes funções durante a obesidade, entre 

essa células estão neutrófilos, linfócitos, mastócitos e células NK (Natural Killer) 

(Caspar-Bauguil et al., 2009; Berg e Scherer, 2005).  

 

1.4 O sistema endocanabinóide na obesidade e inflamação 

 

Como já citado anteriormente, o sistema endocanabinóide é apontado como um 

sistema que exerce controle sobre a homeostase energética, função endócrina e 

imunológica (Pagotto et al., 2006). Sua hiperativação está relacionada com o aumento 

do peso corpóreo e alteração metabólicas.  

Estudos com animais e humanos, demonstraram que os endocanabinóides AEA 

e 2-AG desempenham um papel muito importante no controle de ingestão de alimentos 

e de peso corporal. A ação de ambos endocanabinóides ocorre através de mecanismos 

centrais e periféricos, onde centralmente eles parecem desempenhar uma interação 

nas vias do sistema mesolímbico e no hipotálamo, ativado “sob demanda” após um 

curto período de privação de comida. (Spoto et al., 2006; Francischetti e Abreu, 2006). 

No hipotálamo, as mudanças dos níveis de endocanabinóides correlacionam-se 

inversamente com as concentrações plasmáticas da leptina. Camundongos obesos com 

deficiência na via de sinalização da leptina exibem elevadas concentrações de 

http://circres.ahajournals.org/search?author1=Anders+H.+Berg&sortspec=date&submit=Submit
http://circres.ahajournals.org/search?author1=Philipp+E.+Scherer&sortspec=date&submit=Submit
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endocanabinóides, reafirmando a hipótese de que a leptina diminui os níveis do 

endocanabinóides nas vias centrais (Di Marzo et al., 2001). A expressão dos receptores 

CB1 e CB2, bem como os níveis dos ligantes endocanabinóides encontram-se 

aumentados durante a obesidade (Deveaux et al., 2009).  

Apesar de atuarem “sob demanda”, o sistema endocanabinóide apresenta uma 

hiperatividade durante a obesidade, a hipótese de que isso ocorre, também, pode estar 

associada a dietas de alto conteúdo calórico e o próprio estoque de gordura que 

disponibiliza ácidos graxos poliinsaturados para a biosíntese dos endocanabinóides 

(Bizogno et al., 2002). Autores relatam que pacientes com obesidade ou diabetes do 

tipo 2 e doenças relacionadas, apresentam elevadas concentrações de 

endocanabinódes em gordura visceral e soro, confirmando que o sistema 

endocanabinóide é desregulado na obesidade e em múltiplos fatores de risco 

cardiovascular (Matias et al., 2006; Engeli et al., 2005). 

Deveaux e colaboradores (2009) demonstram em seus estudos que durante a 

progressão da obesidade, a expressão gênica do receptor CB2 (Cnr2) sofre um forte 

aumento em paralelo com o desenvolvimento da inflamação no tecido adiposo. A 

ativação do receptor CB2 vai aprimorar a inflamação no tecido adiposo, contribuir para 

o desenvolvimento de resistência à insulina e no estabelecimento da esteatose hepática 

na fase inicial da obesidade.  

Assim como o receptor CB2, a superexpressão de CB1 também está relacionada 

com a progressão do peso corpóreo, resistência a insulina e esteatose hepática, 

embora sua principal atuação esteja na indução da ingestão de alimentos, redução 

periférica de gastos de energia e aumento da lipogênese hepática via receptores CB1 

expressos pelos hepatócitos (Deveaux et al., 2009; Di marzo, 2008; Gary-Bobo et al., 

2007). 

A ativação do receptor CB1 pelo endocanabinóide endógeno 2-AG promove o 

agravamento à sensibilidade a insulina, enquanto que o antagonismo de CB1 com 

rimonabant reduz a resistência à insulina (Motaghedi e McGraw, 2008).  

O rimonabant demonstrou ter potentes efeitos anti-obesidade e controlar a 

progressão das patologias associadas à obesidade. Estudos mostram que o rimonabant 

atua sobre a inibição da proliferação celular e sobre marcadores de diferenciação de 
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pré-adipócitos de ratos (Spoto et al., 2006). Outros relatos ainda acrescentam que o 

rimonabant reduz a ingestão alimentar, peso corpóreo, massa gorda e hiperinsulinenia 

e, melhora à sensibilidade a insulina em humanos e roedores obesos (Gary-Bobo et al., 

2007). Benefícios do bloqueio do receptor CB1 sobre fatores de riscos cardiovasculares 

parecem estar relacionados ao aumento da secreção de adiponectina pelos adipócitos 

(Jbilo et al., 2005). 

O sistema endocanabinóide tem um importante papel na modulação das funções 

imunológicas, assim, acredita-se que ele tenha um grande potencial terapêutico no 

tratamento de doenças inflamatórias (Montecucco et al, 2008). Inúmeras publicações 

têm mostrado os efeitos imunossupressivos e antiinflamatórios dos canabinóides 

exógenos, mas o papel dos endocanabinóides enquanto modulador de respostas 

imunológicas ainda é controverso (Booz et al., 2011; Greineisen & Turner, 2010; 

Nagarkatti et al., 2009). 

 O bloqueio com rimonabant em macrófagos humanos in vitro, resulta em um 

benéfico efeito antiinflamatório, com redução na produção de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-6, IL-8 e TNF-α. Este mesmo estudo demonstra que durante a 

diferenciação de macrófagos há um aumento da enzima de biosíntese de 

endocanabinóides e uma diminuição da enzima de degradação (Sugamura et al., 2009).  

 Kishimoto e colaboradores (2004) observaram em seus resultados que a adição 

de 2-AG e de canabinóide sintético, o CP55940, na cultura celular de uma linhagem 

leucêmica (HL-60), induz a produção de IL-8 e MCP-1. Quando adicionado o 

antagonista de CB2 SR144528, a produção dessas citocinas foram inibidas.  A cultura 

celular quando estimulada com LPS, produziu um aumento de IL-8 e MCP-1, sugerindo 

que 2-AG pode ter um papel essencial no recrutamento de células inflamatórias por 

induzir a produção MCP-1, além de induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias. 

 Outros autores investigaram o efeito da ativação do receptor canabinóide CB2 

sobre a resposta quimiotáxica de monócitos humanos, eles observaram que os agonista 

JWH 015 e JWH 133 modulam o recrutamento de monócitos humanos, quando 

incubado as células por um longo período (12 à 18 horas), reduzindo a migração frente 

à quimiocinas CCL2 e CCL3 (Montecucco et al., 2008). 
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 Vários autores sugerem que uma das funções dos endocanabinóides no sistema 

imunológico é regular a migração de células imune (Nilsson et al., 2006; Klein et al., 

2003). Embora, ainda haja uma grande controversia quanto ao efeito dos 

endocanabinóides sobre a modulação da resposta migratória (Raborn e Cabral, 2010). 

 Sacerdote e colaboradores (2005) investigaram o efeito do canabidiol sobre a 

migração de macrófagos murinos in vitro, e demonstraram que na presença deste 

canabinóide há uma redução na migração de macrófagos frente ao estímulo com o N-

formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMPL). Assim como, o THC também inibiu a migração 

de macrófagos frente a vários estímulos químicos como CCL2, CCL3 e CCL5 (Raborn e 

Cabral, 2010). 

Em contrapartida, outros autores descrevem o 2-AG possui efeito quimiotáxico 

sobre células da migroglia, macrófagos e monócitos (Montecucco et al., 2008; 

Kishimoto et al.,2003, Walter et al., 2003). Deste modo os estudos sugerem que os 

canabinódes exógenos exercem efeitos inibitórios sobre a quimiotaxia de células, 

enquanto que os endocanabinóides provocam efeito oposto. 

Deste modo, esse trabalho teve como objetivo avançar na compreensão do 

papel da ativação dos receptores canabinóides como moduladores dos eventos 

inflamatórios resultantes da interação entre macrófagos e adipócitos, bem como das 

alterações do sistema endocanabinóide no tecido adiposo decorrente da obesidade. 
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OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Estudar o sistema endocanabinóide, bem como sua modulação por agentes 

farmacológicos em macrófagos em cultura, em co-cultura com adipócitos e isolados do 

tecido adiposo de animais obesos e não obesos. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a expressão de receptores CB1 e CB2, bem como a expressão das 

enzimas envolvidas na síntese e degradação dos endocanabinóides no tecido adiposo 

e em macrófagos isolados do tecido adiposo de animais obesos comparando-a com 

animais não obesos. 

 

 Avaliar a ação de agonistas CB1 e CB2: 

o na quimiotaxia de macrófagos induzida por MCP-1; 

o na diferenciação de adipócitos; 

o na atividade lipolítica de adipócitos;  

o nas respostas decorrentes da interação entre macrófagos e adipócitos, como a 

produção de citocinas e outros marcadores inflamatórios (TNF-α, IL-10, 

Adiponectina). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Modelo de obesidade 

Foram utilizados camundongos Swiss com 6 semanas de idade adquiridos do 

Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas 

(CEMIB/UNICAMP). Os animais foram acondicionados em gaiolas plásticas individuais 

e mantidos no Biotério da UNIFAG, com ciclos artificiais de 12 horas claro e escuro e 

temperatura controlada. Os animais se serviram ad libitum de água e ração. Os animais 

foram divididos em quatro grupos, onde dois receberam ração comercial para roedores 

(Labina®) contendo 20% Kcal de proteína, 70% Kcal de carboidrato e 10% Kcal de 

lipídeos (n=12) e, outros dois foram alimentados com uma dieta hiperlipídica (DH) 

contendo 20% Kcal de proteína, 20% Kcal de carboidrato e 60% Kcal de lipídeos 

(n=12), conforme Tabela 1. Dois grupos foram mantidos em dieta por 12 semanas e os 

demais, por 24 semanas. 

 

3.2 Avaliação metabólica: Glicemia basal e Teste de tolerância à Insulina (ITT)  

Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas e foram anestesiados com 

uma mistura 1:1 de ketamina 100 mg/ml e xilasina a 2% no volume de 0,1 ul para cada 

100 g de peso corpóreo. Após o procedimento anestésico foi feita uma pequena incisão 

na cauda de cada animal para a coleta de uma pequena gota de sangue e 

determinação da glicemia basal utilizando glicosímetro. Para o ITT, os animais 

receberam via i.p. 1,5 U/kg de insulina e os níveis glicêmicos foram avaliados após 5, 

10, 15 e 30 minutos. Os valores glicêmicos foram plotados e a inclinação das curvas 

avaliada usando o programa GraphPad Instat, para avaliar a constante do teste de 

tolerância a insulina (kITT). 
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Tabela 1. Composição de macronutrientes da dieta (Pauli et al., 2008). 

 Dieta Padrão Dieta Hiperlipídica 

 g/kg Kcal/kg g/kg Kcal/kg 

Amido de Milho 397,5 1590 115,5 462 

Caseína 200 800 200 800 

Sacarose 100 400 100 400 

Maltodextrina 132 528 132 528 

Banha de Porco - - 312 2808 

Oleo de Soja 70 630 40 360 

Celulose 50 - 50 - 

Mix de Minerais 35 - 35 - 

Mix de Vitaminas 10 - 10 - 

L-Cistina 3 - 3 - 

Colina 2,5 - 2,5 - 

Total 1000 3948 1000 5358 

 

 

3.3  Avaliação da obesidade: Determinação do peso corpóreo e dos estoque de 

tecido adiposo 

Os animais foram pesados semanalmente durante a vigência da dieta e ao final 

do período de 12 semanas e 24 semanas tiveram seus estoques de tecido adiposo 

epididimal dissecados e pesados.  
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3.4 Obtenção de macrófagos do tecido adiposo 

Fragmentos de tecido adiposo epididimal foram obtidos e digeridos utilizando 

colagenase 0,2 mg/ml (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) em tampão Krebs-Henseleit 

(pH 7,4). O tecido digerido foi filtrado em filtro com malha de 70 μm e centrifugado para 

obtenção da fração de células estromais vasculares (SVC). A SVC foi contada e 

submetida à separação imunomagnética utilizando microbeads ligados à anti-CD11b e 

colunas MS (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). A viabilidade das 

células isoladas foi avaliada e estas foram estocadas em RNAlater para posterior 

análise da expressão gênica por q-PCR em tempo real. 

 

3.5 Avaliação da expressão gênica por q-PCR  

A expressão de CB1, CB2, DAG Lipase, NAPE Lipase e FAAH em estoque de 

tecido adiposo visceral e nos macrófagos isolados foi realizada por PCR em tempo real 

(q-PCR). Amostras de tecido adiposo foram armazenadas em RNAlater (QIAGEN, 

Valencia, CA, USA) a -80ºC até o momento da extração do RNA. A extração foi 

realizada utilizando o RNeasy® tissue kit (QIAGEN). Após a extração, ~50 g de RNA 

foram usados para a síntese do cDNA usando o High Capacity cDNA Archive Kit 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A análise de expressão dos genes e do 

gene constitutivo GAPDH foram feitas por meio da PCR em tempo real, utilizando-se o 

Platinum® qPCR Supermix UDG (Invitrogen). As amostras foram cicladas no 

equipamento 7300 Real-Time PCR System e analisadas com o auxílio do RQ Study 

Software (Applied Biosystems). Os experimentos foram feitos em triplicata, e as 

amostras foram normalizadas com os valores do gene constitutivo. Os primers 

utilizados estão descritos na Tabela 2. 
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Tabela 2: Primers utilizados para análise das expressões gênicas do sistema 

endocanabinóides. 

Gene Primers Sequência (5’3’) 

Cnr1 CB1 mouse F acagggcagtaccccttctt 

Cnr1 CB1 mouse R agcccctggtggtattctct 

Cnr2 CB2 mouse F tcattgccatcctcttttcc 

Cnr2 CB2 mouse R gaaccagcatatgagcagca 

Dagla DAGLA alpha F ctcctggacgacaacaaggt 

Dagla DAGLA alpha R gggtctgcatgctggtattt 

Nape NAPE-PLD F ctcctggacgacaacaaggt 

Nape NAPE-PLD R gggtctgcatgctggtattt 

Faah FAAH F catgtcactctcctgctcca 

Faah FAAH R agccagggctacacagagaa 

 

 

3.6 Culturas celulares 

Foram utilizadas as linhagens de macrófagos RAW 264.7 e de adipócitos 3T3-L1 

adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro e da ATCC (USA), respectivamente 

e, estabelecidas em nosso laboratório. A linhagem RAW 264.7 foi cultivada em 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) suplementada com 10% de soro fetal 

bovino, 10 ml/L de penicilina/estreptomicina (Gibco BRL, NY, USA), a 37°C, em 

atmosfera contendo 5% de CO2. A linhagem de pré adipócitos 3T3-L1 foi cultivada em 

meio basal de DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 ml/L de 

penicilina/estreptomicina, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO2. Após 48 horas 

de atingirem a confluência, as células foram incubadas com o meio de diferenciação 

(0,25 μM de dexametasona, 10 μg/ml de insulina e 0,5 mM de IBMX em meio basal). 

Após 48 horas, as células foram expostas ao meio de maturação (5 μg/ml de insulina 

em meio basal).  
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3.7 Avaliação da citotoxicidade dos agonistas de CB1 e CB2 

Para a avaliação de uma possível ação citotóxica dos agonistas utilizados foi 

realizado o ensaio de MTT. Foram semeadas em placas de 96 poços 1x106 

células/poço da linhagem de macrófago murino RAW 264.7, em seguida a placa foi 

mantida em condições estéreis com meio de cultivo DMEM a 37°C, em atmosfera 

contendo 5% de CO2 por 24 horas. Após o período de incubação as células foram 

expostas a diferentes concentrações (1, 3 e 10 µM) dos agonistas CB1 (WIN 55212-2) e 

CB2 (JWH 015) ambos da Cayman Chemical (Michigan, USA) por 6 e 48 horas. Após 

os respectivos períodos de exposição as placas foram centrifugadas à 22ºC, a 1200 

rpm por 10 minutos, em seguida foi descartado todo o sobrenadante e foi adicionado 

90µl de PBS com mais 10µl da solução de MTT 5mg/ml (Sigma-Aldrich) em cada poço, 

as células foram incubadas por mais 3 horas. Passado esse período, foram adicionados 

sobre as células 100µl da solução de SDS 10% em 0,01M HCl para lise celular. Após a 

incubação por 18 horas a reação foi quantificada por espectrofotometria a 540 nm. 

 

3.8 Ensaio de Migração celular 

Os ensaios de migração celular foram realizados em Câmara de Boyden 

modificada, onde 50μL de suspensão celular de macrófagos RAW 264.7 (3x106 cel/ml), 

expostas ou não a presença de agonistas CB1 WIN 55212-2 e CB2 JWH 015 (1µM, 

3µM 10µM), foram adicionadas ao compartimento superior e 26μL do meio de cultura 

(migração espontânea) ou do agente quimiotáxico MCP-1 (25ng/ml) foram adicionados 

ao compartimento inferior, sendo estes separados por um filtro contendo poros de 8-μm 

pré-tratado com soro de camundongo na proporção 1:100. Após 6 horas, a 37ºC, em 

atmosfera contendo 5% de CO2, as células não-migradas foram raspadas e as células 

migradas fixadas e coradas com Diff-Quik (Merck Corp, Darmstadt,Germany). Foram 

contados 5 campos aleatórios em cada ponto de migração celular utilizando 

microscópio ótico. Em outro protocolo, os agonistas de CB1 e CB2 foram utilizados na 

parte inferior da câmara como agentes quimiotáxicos.  
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3.9 Ensaios de co-cultura e tratamento com agonistas de CB1 e CB2 

As Co-culturas de adipócitos e macrófagos foram realizadas utilizando "transwell 

inserts” com poros de 0,45 μm (Millipore, Ireland) para separar os dois tipos celulares. 

Os adipócitos foram utilizados neste ensaio após 10 dias de manutenção em meio de 

maturação.  Após 48h de cultura, os sobrenadantes de ambos os poços foram 

coletados para análise. As co-culturas foram tratadas com o agonista seletivo WIN 

55212-2 (1 e 3 µM) e de CB2 JWH 015 (1, 3 e 10 µM). Avaliou-se também a atividade 

dos agonistas em co-culturas estimuladas com Lipopolissacarídeo (LPS) 1 ng/ml. Os 

sobrenadantes coletados foram estocados em -20ºC. 

 

3.10 Determinação da produção de citocina no ensaio de co-cultura 

A análise da produção de TNF-α, IL-10 e adiponectina do sobrenadante das 

culturas foi realizada utilizando-se kit comercial de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, 

MN, USA) seguindo as instruções do fabricante.  

 

3.11 Ensaios de diferenciação e lipólise basal em 3T3-L1 e adipócitos isolados 

de camundongos. 

A lipólise basal na ausência e presença dos agonistas canabinóides JWH 015 e 

WIN 55212-2 foi avaliada em cultura de 3T3-L1 (adipócitos maduros) e em adipócitos 

isolados do tecido adiposo de camundongos. Conforme descrito anteriormente, após os 

10 dias de maturação das 3T3-L1 foram aplicados nos respectivos poços as diferentes 

concentrações: 0,3; 1; 3 e 10µM dos agonistas, sendo que depois de 48 horas 

incubadas na estufa, a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO2, foram coletados os 

sobrenadantes das culturas para quantificação de glicerol utilizando kit comercial 

(LABORLAB, Guarulhos – SP, Brasil).  

Para a análise da lipólise de adipócitos isolados de camundongos, foi coletado 

tecido adiposo epididimal de animais obesos e normais mantidos em dieta de 12 

semanas. Os tecidos coletados foram fragmentos e digeridos utilizando colagenase 0,2 

mg/ml (Sigma-Aldrich) em tampão Krebs-Henseleit (pH 7,4). O tecido digerido foi filtrado 

em malha de 70 μm e centrifugado a 22º C em 1000 RPM por 10 minutos. Após a 

centrifugação coletamos o halo superior de adipócitos e em seguida lavamos os 
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adipócitos com Krebs para retirada total da colagenase. Os adipócitos foram semeados 

em placas de 96 poços com meio de cultivo 199 (Gibco BRL, NY, USA) e em seguida 

foram aplicadas as diferentes concentrações dos agonistas, incubadas e realizada a 

coleta do sobrenadante, conforme citado acima para posterior análise de glicerol no kit 

comercial. 

Já a adipogênese foi observada 15 dias após a indução da diferenciação dos 

pré-adipócitos (3T3-L1), período no qual as células também receberam os agonistas. A 

análise do grau de diferenciação dos adipócitos foi feita pela determinação do acúmulo 

de vesículas lipídicas intracelulares coradas pelo OilRed-O (Sigma-Aldrich). As células 

foram lavadas com PBS, fixadas em paraformaldeído 4 % por 30 minutos e incubadas 

por 1 hora com solução de OilRed-O. As células coradas foram então lavadas com 

água, secas a 37°C e visualizadas por microscopia óptica. Em seguida o corante foi 

extraído com isopropanol 100 % e quantificado por espectrofotometria a 540 nm. 

  

3.12 Análise Estatística 

Os resultados foram expressos como média, acompanhado do respectivo erro 

padrão da média (EPM). Diferenças estatisticamente significante foram determinadas 

utilizando-se análise de variância (ANOVA) seguida de teste de Dunnett para 

comparações múltiplas e Teste T. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Determinação do peso corporal  

 

 No período de 12 semanas de dieta hiperlipídica, foi observado um aumento no 

peso corpóreo dos animais mantidos na dieta hiperlipídica quando comparados ao peso 

dos animais mantidos na dieta padrão. O mesmo foi observado nos animais mantidos 

em dieta hiperlipídica por 24 semanas (Figura 2).  
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Figura 2. Peso corporal de animais controles (CN) e mantidos em dieta hiperlipídica 

(DH) no período de 12 (Painel A) e 24 (Painel B) semanas. Os valores estão 

apresentados na forma de média e erro padrão da média (EPM) de 06 animais por 

grupo. ** p<0,01 quando comparado ao controle. 
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4.2 Avaliação do estoque de tecido adiposo epididimal 

   

 A avaliação do estoque de tecido adiposo epididimal demonstra um aumento da 

adiposidade nos animais mantidos na dieta hiperlipídica (DH) por 12 semanas e 24 

semanas quando comparados ao grupo controle (Figura 3). 
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Figura 3. Avaliação do estoque de tecido adiposo epididimal dos animais controle e DH 

dos grupos de 12 (Painel A) e 24 (Painel B) semanas. Os valores estão expressos na 

forma de média e erro padrão da média (EPM) de 06 animais por grupo. *p<0,05 

quando comparado ao controle. 
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4.3 Avaliação dos níveis Glicêmicos 

  

 A avaliação dos níveis glicêmicos foi realizada ao final da 12ª e 24ª semana dos 

respectivos grupos de dieta hiperlipídica (DH). Comparando os níveis do grupo DH com 

o controle observa-se um aumento do nível de glicose de jejum nos animais obesos 

(Figura 4). 
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Figura 4. Níveis glicêmicos dos animais controle e DH dos grupos de 12 (Painel A) e 24 

(Painel B) semanas. Os valores estão expressos na forma de média e erro padrão da 

média (EPM). *p<0,05 e ***p<0,001 quando comparado ao controle. 
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4.4 Teste de Tolerância a insulina 

 

 A administração de insulina nos animais controle promoveu uma queda nos 

níveis glicêmicos e resultou em curvas glicêmicas com grande inclinação. Quando se 

administrou a insulina aos animais em dieta hiperlipídica (DH) esta queda acentuada 

não é observada, promovendo curvas com inclinação menor (kITT) tanto no grupo de 

12 quanto de 24 semanas (Figura 5).  
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Figura 5. Teste de tolerância a insulina dos animais controle e DH dos grupos de 12 

(Painel A) e 24 (Painel B) semanas. Os valores estão expressos na forma de média e 

erro padrão da média (EPM). *p<0,05 quando comparado ao controle. 
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4.5  Avaliação da expressão do sistema endocanabinóide no tecido adiposo e 

em macrófagos 

 

 A análise por PCR em tempo real da expressão gênica no tecido adiposo 

epididimal, revelou que a expressão do receptor CB2 é aumentada no grupo de animais 

mantidos na dieta hiperlipídica (DH) em 12 e 24 semanas, já a expressão do receptor 

CB1 foi aumentada somente nos animais de 24 semanas. A expressão das enzimas do 

sistema endocanabinóide não demonstra diferenças significativas em seus valores nos 

grupos de 12 semanas, embora haja uma tendência de queda da expressão da enzima 

NAPE em animais mantidos em dieta hiperlipídica quando se compara com o grupo de 

animais controle. No entanto, após 24 semanas a expressão da enzima NAPE foi 

reduzida em animais DH (Tabela 3). 

 Na análise da expressão do sistema endocanabinóide nos macrófagos isolados 

do tecido adiposo epididimal, observamos uma queda significativa na expressão de 

CB1 nos macrófagos de animais obesos de 12 semanas quando comparados ao 

controle. Os demais valores avaliados não apresentaram diferenças estatísticas (Tabela 

4). 
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Tabela 3: Expressão gênica dos receptores CB1 e CB2, enzimas de síntese NAPE e 

DAGLA e a enzima de degradação FAAH no tecido adiposo epididimal de animais 

controle (CN) e mantidos em dieta hiperlipídica (DH). Os valores estão expressos na 

forma de média seguido do erro padrão da média (EPM). *p<0,05 e ** p<0,01 quando 

comparado ao controle. 

 

12 semanas 

Gene CN DH 

CB1 10.16±2.32 11.03±1.56 

CB2 3.32±0.45 14.04±3.39* 

NAPE 21.02±3.52 13.7±4.08 

DAGLA 0.13±0.05 0.13±0.02 

FAAH 2.36±0.51 3.26±0.48 

 
 

24 semanas 

Gene CN DH 

CB1 12.80±2.53 17.50±0.90* 

CB2 11.31±2.89 23.66±0.50* 

NAPE 38.8±8.3 15.55±6.03** 

DAGLA 2.47±0.9 3.83±2.15 

FAAH 20.77±1.1 22.33±4.76 
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Tabela 4: Expressão gênica dos receptores CB1 e CB2, enzimas de síntese NAPE e 

DAGLA e a enzima de degradação FAAH em macrófagos isolados do tecido adiposo 

epididimal de animais CN e DH. Os valores estão expressos na forma de média seguido 

do erro padrão da média (EPM). *p<0,05 quando comparados ao controle. # valores 

não identificados 

 

12 semanas 

Gene  CN  DH 

CB1  0.40±0.23 0.016±0.006* 

CB2  0.90±0,11  0.69±0.07  

NAPE  29.87±21.12 3.91±0.45  

DAGLA  #  0.18±0.02  

 

24 semanas  

Gene  CN  DH  

CB1  0.14±0.08  0.07±0.02  

CB2  0.78±0.11  1.61±0.64  

NAPE  5.58±1.50  2.87±0.40  

DAGLA  0.46±0.20  0.21±0.013  
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4.6 Avaliação da citotoxicidade dos agonistas canabinóides WIN 55212-2 e 

JWH 015 

 

No ensaio de citotoxicidade in vitro com as células RAW 264.7, com 6 horas de 

incubação na presença dos agonista, não observamos efeitos citotóxicos dos 

compostos (Figura 6 A e B). Porém, ao incubar as células por 48 horas na presença de 

10µM do agonista de CB1 WIN 55212-2, observamos que esta concentração é tóxica 

para as células, deste modo a concentração máxima utilizada nos experimentos com 

tempo prolongado de incubação com este agonista foi de 3µM (Figura 6C). 
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Figura 6. Níveis de citotoxicidade dos agonistas canabinóides em Raw 264.7; A. 

Células incubadas por 6 horas com o agonista seletivo WIN 55212-2; B. Células 

incubadas por 6 horas com o agonista de CB2 JWH015; C. Células incubadas por 48 

horas com o agonista seletivo WIN 55212-2; D. Células incubadas por 48 horas com o 

agonista de CB2 JWH015. Os valores estão expressos na forma de média seguido do 

erro padrão da média (EPM) de triplicatas. ***p<0,001 quando comparado ao controle 

não tratado com os agonista. 
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Na análise dos ensaios de migração celular in vitro, observamos que ao tratar as 

células RAW 264.7, brevemente antes do ensaio, com diferentes concentrações do 

agonista WIN 55212-2, o nível de migração celular espontânea (Figura 7A) aumenta de 

forma significativa na concentração mais baixa do agonista, embora na concentração 

mais alta do agonista foi observado uma redução significativa da migração frente ao 

agente quimiotáxico MCP-1 (Figura 7B).  

Um perfil semelhante foi observado na presença do agonista de CB2 JWH 015, 

cujo pré-tratamento das células resulta em aumento da migração celular espontânea 

(Figura 8A). Não se observou a redução significativa da migração frente o agente MCP-

1 com este agonista (Figura 8B).  

O agonista WIN 55212-2 e o JWH 015 também atuaram como potentes agentes 

quimiotáxicos, induzindo por si a migração de macrófagos in vitro (Figura 9). 
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Figura 7. Migração in vitro de RAW 264.7 pré-tratadas com agonista sintético WIN 

55212-2 na concentração de 1, 3 e 10 µM; A. Migração espontânea de células; B. 

Migração induzida por MCP-1. Os valores estão expressos na forma de média seguido 

do erro padrão da média (EPM) de triplicatas. *p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado 

com o controle não tratado com os agonistas. 

 



31 
 

0 1 M 3 M 10 M
0

5

10

15

20

25

30

35
A

*

Espontânea

c
é
lu

la
s
/c

a
m

p
o

0 1 M 3 M 10 M
0

5

10

15

20

25

30

35

B

MCP-1 [25ng/ml]

c
é
lu

la
s
/c

a
m

p
o

 

 

 

 

 

Figura 8. Migração in vitro de RAW 264.7 pré-tratadas com agonista de CB2 JWH 015 

na concentração de 1, 3 e 10 µM; A. Migração espontânea de células; B. Migração 

induzida por MCP-1. Os valores estão expressos na forma de média seguido do erro 

padrão da média (EPM) de triplicatas. *p<0,05 quando comparado com o controle não 

tratado com o agonista. 
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Figura 9. Migração in vitro de RAW 264.7; A. Migração induzida com o agonista WIN 

55212-2 nas concentrações de 1, 3 e 10 µM; B. Migração induzida com o agonista JWH 

015 nas concentrações de 1, 3 e 10 µM. Os valores estão expressos na forma de média 

seguido do erro padrão da média (EPM) de triplicatas. *p<0,05 quando comparado com 

o controle. 
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4.8 Determinação da produção de citocinas in vitro  

 

 Foram determinados os níveis de TNF-α, IL-10 e adiponectina in vitro a partir do 

sobrenadante da co-cultura de macrófagos (RAW 264.7) com adipócitos maduros (3T3-

L1). Avaliamos a atividade do agonista do receptor CB1 e CB2 na liberação de citocinas 

basal e estimulada com LPS. As células que foram estimuladas com LPS produzem 

mais TNF-α quando comparada a liberação basal (Figura 10A e B), que não recebeu 

nenhum tipo de tratamento ou estímulo. Os níveis de TNF-α nas culturas onde houve a 

adição do WIN 55212-2 (Figura 10A) e do JWH 015 (Figura 10B) nas diferentes 

concentrações encontram-se mais elevados quando comparados as células não-

tratadas. No entanto, células estimuladas com LPS apresentam níveis reduzidos desta 

citocina quando estão na presença dos agonistas. 

 Quanto à produção de IL-10, a adição dos agonistas não modificou a produção 

basal ou a induzida pelo LPS (Figura 11). 

 A produção de adiponectina in vitro encontra-se reduzida na maior dose (3µM) 

de WIN 55212-2 na liberação basal (Figura 12A). 
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Figura 10. Níveis de TNF-α liberado in vitro na co-cultura de RAW 264.7 e 3T3-L1, na 

forma basal (0) e estimulada com LPS, na presença do agonista WIN 55212-2 (Painel 

A) e do JHW 015 (Painel B). Os valores estão expressos em média e erro padrão da 

média (EPM) de triplicatas. *p<0,05 e **p<0,01 quando comparados ao controle, 

#p<0,05 e ##p<0,01 quando comparados ao controle LPS. 
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Figura 11. Níveis de IL-10 liberado in vitro na co-cultura de RAW 264.7 e 3T3-L1, na 

forma basal (0) e estimulada com LPS, na presença do agonista WIN 55212-2 (Painel 

A) e do JHW 015 (Painel B). Os valores estão expressos em média e erro padrão da 

média (EPM) de triplicatas.  
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Figura 12. Níveis de Adiponectina liberada in vitro na co-cultura de RAW 264.7 e 3T3-

L1, na forma basal (0) e estimulada com LPS, na presença do agonista WIN 55212-2 

(Painel A) e do JHW 015 (Painel B). Os valores estão expressos em média e erro 

padrão da média (EPM) de triplicatas. *p<0,05 quando comparados ao controle da 

forma basal. 
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4.9 Determinação da diferenciação e lipólise basal em adipócitos isolados 

 

Avaliamos a diferenciação dos adipócitos na presença dos agonistas de 

receptores CB1 e CB2 pelo ensaio de OilRed-O. Foi possível observar que na presença 

de 3µM do agonista JWH 015 há um aumento significativo da adipogênese, porém na 

maior dose do agonista (10µM) foi avaliado uma diminuição estatisticamente 

significativa quando comparada aos controles. Quanto à presença do agonista WIN 

55212-2, não se observou alterações sobre a adipogênese in vitro (Figura 13). 

Quando analisamos os resultados da atividade lipolítica basal in vitro das culturas 

celulares de adipócitos maduros na presença do JWH 015 e do WIN 55212-2 não 

observamos diferenças nos valores obtidos (Figura 14). O mesmo ocorreu quando a 

atividade lipolítica foi avaliada utilizando adipócitos isolados de camundongos controles 

ou obesos (Figura 15). 
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Figura 13. Determinação da adipogênese in vitro pelo ensaio de OilRed-O em cultura 

de adipócitos maduros na presença ou ausência dos agonistas WIN 55212-2 (Painel A) 

e JWH 015 (Painel B). Os valores estão expressos em absorbância (540 nm) sendo 

apresentados em média e erro padrão da média (EPM) de triplicatas. *p<0,05 quando 

comparado com controle. 
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Figura 14. Lipólise basal em cultura celular de 3T3-L1 maduros na presença ou 

ausência dos agonistas WIN 55212-2 (Painel A) e JWH 015 (Painel B). Os valores 

estão expressos em média seguido do erro padrão da média (EPM) de triplicatas. 
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Figura 15. Lipólise basal em cultura celular de adipócitos isolados de camundongos. A. 

Adipócitos de camundongos controle incubados na ausência ou presença do agonista 

sintético WIN 55 212-2; B. Adipócitos de camundongos controle incubados na ausência 

ou presença do agonista de CB2 JWH 015; C. Adipócitos de camundongos obesos 

incubados na ausência ou presença do agonista sintético WIN 55 212-2; D. Adipócitos 

de camundongos obesos incubados na ausência ou presença do agonista de CB2 JWH 

015. Os valores estão expressos em média seguido do erro padrão da média (EPM) de 

triplicatas. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A obesidade e o sobrepeso vêm se tornando um fenômeno global que está 

aumentando em proporções epidêmicas. Isso se deve em especial a mudança de 

estilos de vida e hábitos alimentares que resultam numa desordem metabólica, 

desequilíbrio da homeostase energética, crescimento e desequilíbrio dos hormônios e 

citocinas produzidos pelo tecido adiposo (Pan et al, 2010). 

 Camundongos mantidos em dieta hiperlipídica constituem um eficiente modelo 

de obesidade, onde se pode observar um aumento significativo do tecido adiposo e 

alterações metabólicas associadas à presença da resistência periférica à insulina bem 

como alterações no perfil de produção de citocinas pró- e antiinflamatórias (De Souza et 

al, 2005). De fato, nos experimentos realizados com a introdução da dieta hiperlipídica 

aos camundongos durante 12 ou 24 semanas foi possível observar um ganho de peso 

corpóreo associado a um aumento da adiposidade visceral. Este aumento da 

adiposidade também foi acompanhado de alterações metabólicas caracterizadas pelo 

aumento da glicemia basal e resistência periférica à insulina.  

 Uma combinação de mecanismos centrais e periféricos está envolvida na 

modulação da ingestão alimentar e no consumo de energético de mamíferos (Cota et 

al., 2003). Há crescentes evidências de que o sistema endocanabinóide desempenha 

um importante papel no controle do apetite e do balanço energético, tanto em nível 

periférico quanto central (Nodari et al., 2007, Stopo et al., 2006). A descoberta dos 

receptores canabinóides 1 e 2, a caracterização dos ligantes endógenos 

(endocanabinóides) e das vias de biossíntese e de degradação dos mesmos, forneceu 

uma base molecular para investigar os efeitos do sistema endocanabinóide sobre 

diversas funções fisiológicas (Lutz, 2002). Devido a sua natureza lipofílica, os 

endocanabinóides não podem ser armazenados em vesículas e, assim, são 

sintetizados e liberados “sob demanda” em resposta a diversos estímulos fisiológicos e 

patológicos (Piomelli, 2003). 

 Estudos com animais sugerem que o sistema endocanabinóide é importante na 

indução da ingestão alimentar, sendo ativado transitoriamente após um curto prazo de 

jejum e/ou na exposição a alimentos palatáveis, induzindo apetite, saciedade e, 
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finalmente, reduz a lipogênese e estimula a diminuição do gasto energético (Di Marzo e 

Matias, 2005). 

 Há evidências crescentes de que ocorra uma atividade aumentada do sistema 

endocanabinóide (em termos de regulação positiva do receptor CB1 e dos níveis dos 

endocanabinóides) durante condições de desbalanço da homeostase energética como 

na obesidade (Matias e Di Marzo, 2006; Di Marzo e Matias, 2005). Esta super atividade 

ocorreria no hipotálamo, mas também em tecidos periféricos, como o tecido adiposo, 

como já relatado experimentalmente em camundongos mantidos em dieta hiperlipídica 

e pacientes obesos (Blüher et al., 2006; Matias et al., 2006). A redução da 

expressão/atividade da enzima FAAH parece estar presente na obesidade o que 

explicaria o aumento dos níveis de endocanabinóides, embora haja resultados 

discrepantes (Jensen et al., 2007; Sipe et al., 2005). A expressão aumentada de 

receptores CB1 no tecido adiposo durante a obesidade também apresenta resultados 

conflitantes na literatura, sendo que alguns trabalhos reportaram que não há alteração, 

enquanto outros relataram inibição desta expressão (Yan et al., 2007; Matias et al., 

2006; Engeli et al., 2005).  

 Deveaux e colaboradores (2009) demonstraram que durante a progressão da 

obesidade a expressão dos receptores CB2 sofre um forte aumento em paralelo ao 

desenvolvimento do tecido adiposo e da inflamação, e sugerem que o aumento da 

expressão de CB2 esteja relacionado com o aumento do número de macrófagos no 

tecido adiposo. Nos nossos experimentos com animais obesos pudemos observar o 

significativo aumento da expressão do receptor CB1 e CB2 no tecido adiposo quando 

comparamos ao grupo controle, reforçando a hipótese de uma desregulação do sistema 

endocanabinóide durante a progressão da obesidade. Por outro lado, quando 

analisamos a expressão do sistema endocanabinóide nos macrófagos isolados do 

tecido adiposo não detectamos diferenças na expressão dos receptores CB nos animais 

obesos quando comparados ao controle, reforçando a hipótese proposta por Deveaux e 

colaboradores, que o aumento de CB2 no tecido adiposo pode estar relacionado 

somente ao aumento do infiltrado de macrófagos durante a obesidade e não com um 

aumento da expressão destes receptores nestas células ou nos adipócitos.  
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 Starowicz e colaboradores em 2008 também analisaram a expressão das 

enzimas responsáveis pela síntese e degradação dos endocanabinóides como a NAPE, 

DAG lipase e a FAAH, MAGL em camundongos mantidos em dieta hiperlipídica e não 

encontraram diferenças significativas na expressão destas no tecido adiposo visceral 

após 14 semanas de dieta hiperlipídica. Nossos experimentos detectaram uma redução 

na expressão gênica da NAPE-lipase no grupo avaliado após 24 semanas, sugerindo 

que esta alteração possa ser tardia e reflexo de uma resposta de feedback negativo em 

relação à produção de endocanabinóides, embora mais experimentos sejam 

necessários para a confirmação desta hipótese.   

 A bem descrita ação orexígena dos canabinóides associada à proeminente 

expressão do receptor CB1 no sistema nervoso central, bem como as ações 

terapêuticas anorexígenas do antagonista SR141716 (rimonabante) determinaram que 

o foco de grande parte dos estudos do sistema endocanabinóide fosse sobre suas 

ações centrais (Quarta et al., 2011). Dados mais recentes, no entanto, apontam funções 

periféricas importantes do sistema endocanabinóide, sendo o tecido adiposo um dos 

alvos mais estudados (Quarta et al., 2011). Deste modo, decidimos contribuir com este 

conhecimento utilizando agonistas CB1 (WIN 55212-2) e CB2 (JWH 015) em modelos 

in vitro que simulam situações relacionadas à expansão (adipogênese), à função 

fisiológica (atividade lipolítica) e ao estabelecimento da inflamação no tecido adiposo, 

úteis na compreensão das funções desempenhadas pelo tecido adiposo durante a 

obesidade.  

 A atividade dos macrófagos no início do processo inflamatório é exercida pela 

capacidade de migração de monócitos em resposta a estímulos específicos que 

induzem quimiocinese ou quimiotaxia. A quimiocinese é um processo pelo qual as 

células apresentam um movimento aleatório induzido por uma substância quimio-

estimulante. Já a quimiotaxia resulta em movimentos celulares direcionados a um 

gradiente de concentração de estímulos quimiotáxicos (Raborn et al., 2008). O sistema 

endocanabinóide tem um importante efeito sobre as funções imunológicas, modulando 

a produção de citocinas inflamatórias, a ativação células do sistema imune por 

estímulos inflamatórios, bem como a migração de células por quimiotaxia (Pandey et 

al., 2009). Song e Zhong (2000) realizaram um estudo com células embrionárias renais 
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293 transfectadas com o gene humano CB1 e mostraram que os agonistas 

canabinóides HU-210, WIN55212-2 e anandamida utilizados como quimiotáxicos foram 

capazes de induzir de forma significativa a migração celular. Entretanto, outros 

experimentos com células T e linhagens de células de câncer de mama (NT2,5) 

demonstraram que ao tratar as células previamente com o agonistas sintéticos JWH 

015, WIN55212-2, CP55 e AEA, observa-se uma inibição significativa da migração 

celular in vitro frente ao estímulo induzido por CXCL12 (Nasser et al., 2011; Ghosh et 

al., 2006). Linhagens de macrófagos, como a U937 e THP-, bem como monócitos de 

sangue humano migram em resposta à estimulação com o agonista 2-

araquidonoilglicerol atuando em receptores CB2 (Kishimoto et al., 2003).  

 Ao tratar macrófagos da linhagem RAW 264.7 previamente com os agonistas 

sintéticos, pudemos observar um efeito inibitório somente do WIN 55212-2, na maior 

dose, sobre a migração celular frente ao estímulo da proteína quimiotática de monócitos 

(MCP-1). Durante a obesidade o tecido adiposo produz MCP-1 em grandes quantidades 

e esta tem sido apontada como uma quimiocina importante no recrutamento de 

macrófagos para o tecido adiposo (Bremer et al., 2011).  No entanto, o mesmo pré-

tratamento com os agonistas CB1 e CB2 em baixas doses foi capaz de aumentar a 

migração espontânea dos macrófagos, sugerindo uma possível ação estimulatória. 

Deste modo, analisamos a resposta quimiotáxica colocando os agonista sintéticos no 

inferior da câmara de quimiotaxia, o que resultou na indução da migração celular frente 

às diferentes concentrações dos agonistas. Nossos resultados sugerem que ambos 

receptores CB1 e CB2 possam mediar efeitos quimiotáxicos dos endocanabinóides e 

contribuir desta forma para um maior recrutamento de monócitos do sangue periférico 

para o tecido adiposo. 

 Segundo Hotamisligil (2006), a obesidade contribui para o estabelecimento de 

um quadro moderado e sistêmico de inflamação, que é caracterizado principalmente 

pelo aumento dos níveis circulantes e teciduais de substâncias pró-inflamatórias, 

redução das antiinflamatórias e pelo infiltrado de células inflamatórias, macrófagos, no 

tecido adiposo.  Alguns autores relatam que o sistema endocanabinóide modula 

funções imunes e, portanto têm um grande potencial terapêutico para o tratamento de 

doenças inflamatórias (Montecucco et al., 2008). Experimentos com monócitos 
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humanos revelam que tanto os canabinóides sintéticos CP55, 940 e WIN55 212-2, bem 

como os agonistas CB2 seletivo JWH-015, causam uma significativa inibição na 

produção da quimiocinas como o fator derivado do estroma (SDF-1), importante 

quimiotáxico de linfócitos T (Ghosh et al., 2006). O agonista WIN 55212-2 também inibiu 

a produção de TNF-α em macrófagos estimulados por LDL oxidada (Hao et al., 2010). 

Outros relatos sugerem que receptores CB2, principalmente, possam mediar atividades 

anti-inflamatórias pois ligantes como (+)-HU-211 e DMH-11C inibem a produção e ação 

do TNF-α e outras citocinas da fase aguda (Klein et al., 2000) e, na fisiopatologia da 

doença hepática alcoólica, em especial nas células de Kupffer, o agonista JWH-133 foi 

capaz de diminuir a expressão gênica de marcadores clássicos pró-inflamatórios (tipo 

M1) e de reduzir a esteatose (Louvet et al., 2011); .  

 No entanto, quando se trata de estudos relacionados à inflamação associada ao 

tecido adiposo, os dados não são coerentes com estes relatos anteriores. O tratamento 

com o agonista CB2 JWH-133 foi capaz de potenciar a inflamação no tecido adiposo in 

vivo, em camundongos tratados com dieta hiperlipídica. Tecido adiposo de 

camundongos cultivado ex-vitro também aumentou a expressão gênica de TNF-alfa e 

da quimiocina Ccl2 após tratamento com JWH-133 (Deveaux et al., 2009). Na interação 

entre macrófagos e adipócitos onde se observa uma redução da sinalização da insulina, 

a utilização do rimonabant foi capaz de reverter este efeito, sugerindo um papel 

negativo dos receptores CB1 nesta interação (Miranville et al., 2010). Nos nossos 

experimentos pudemos observar que o agonista sintético (WIN 55 313-2) e o agonista 

de CB2 (JWH 015) foram capazes de inibir a produção de TNF-α em co-culturas de 

adipócitos maduros/macrófagos na presença de estímulos como LPS, modelo 

experimental in vitro que mimetiza vários aspectos da inflamação no tecido adiposo 

durante a obesidade (Toyoda et al., 2008). No entanto, a produção basal foi aumentada 

em co-culturas de macrófagos e adipócitos quando tratadas com os mesmos agonistas. 

Os macrófagos são os principais alvos de LPS e essa interação ativa múltiplas vias de 

sinalização inflamatória. O LPS induz a expressão e liberação de citocinas como TNF-α, 

IL-1, Il-6 e IL-8 e também induz a produção de diferentes mediadores lipídicos como 

prostaglandinas, leucotrienos e AEA (Liu et al., 2003).  
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 A adiponectina, um hormônio produzido pelo tecido adiposo, desempenha um 

papel importante na modulação do metabolismo de gordura e glicose, pois inibe a 

gliconeogênese hepática e controla a produção de ácidos graxos livres, através da 

supressão da lipogênese e ativação da oxidação dos ácidos graxos. A hiperativação do 

sistema endocanabinóide induz em cultura de adipócitos a redução nos níveis de 

adiponectina e um aumento nos níveis de visfatina, uma adipocina com efeito oposto a 

adiponectina (Nodari et al., 2007).  Segundo os dados obtidos no presente estudo, 

pudemos observar que houve uma redução na produção de adiponectina na 

concentração de 3µM do agonista WIN 55212-2, e conforme a literatura é o bloqueio do 

receptor CB1 que parece estar relacionado a uma produção maior de adiponectina 

(Bensaid et al., 2003). 

 Devido às dificuldades em estudar adipogênese in vivo, vários modelos in vitro 

vem sendo estabelecidos para estudos celulares e moleculares, dentre esses modelos 

a linhagem celular 3T3-L1 é a mais utilizada. Essa linhagem de fibroblastos 

quando cultivada em meio adequado pode se diferenciar em pré-adipócitos e depois 

adquirir um fenótipo de adipócito maduro, depositando triglicerídeos em vesículas 

lipídicas no seu citoplasma e expressando genes que também são expressos por 

adipócitos maduros in vivo (Atiar et al, 2008).  

 Estudos demonstram que AEA e THC é capaz de aumentar a expressão de 

PPAR-γ, um marcador de adipogênese em 3T3-F442A e em 3T3-L1, respectivamente 

(Pagano et al., 2007; Teixeira et al., 2010). Segundo relatos da literatura a ativação de 

CB1 é responsável pelo aumento da expressão de genes relacionados à adipogênese 

e, níveis elevados de AEA em obesos induzem ainda mais a diferenciação de 

fibroblastos em adipócitos através da ativação de PPAR-γ. Ao estimular a linhagem de 

pré-adipócitos 3T3-L1 com agonista de CB1 WIN 55212-2 observou-se um aumento na 

expressão de PPAR-γ e do acúmulo de lipídeos, avaliado pelo ensaio de Oil-red 

(Bellocchio et al., 2008). O tratamento de 3T3-L1 com THC também estimulou a 

adipogênese avaliada pelo ensaio de OilRed-O (Teixeira et al., 2010). Em nossos 

resultados somente a maior dose do agonista de CB2 JWH 015 foi capaz de inibir a 

diferenciação adipócitos in vitro. Não há relatos prévios da utilização de agonista CB2 
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em ensaios de diferenciação de adipócitos e estudos futuros serão necessários para 

confirmar uma possível ação anti-adipogênica mediada por receptores CB2.  

 E, finalmente, há um único relato na literatura mostrando que o WIN 55212-2 

exerce atividade lipolítica em adipócitos isolados de rato, mas por mecanismos 

independentes de sua ação em CB1 e CB2, enquanto que o JWH 015 não possui 

atividade (Nieri et al., 2003). Nos ensaios de lipólise com adipócitos isolados de 

camundongos obesos e de 3T3-L1 não observamos nenhuma atividade lipolítica destes 

compostos.  
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6 CONCLUSÃO 

 

Podemos concluir, com base nos resultados obtidos, que embora o tecido 

adiposo dos animais mantidos em dieta hiperlipídica apresente uma maior expressão 

dos receptores canabinóides, esse aumento pode ser decorrente do intenso infiltrado de 

macrófagos neste tecido, mas a expressão dos receptores nestas células e nos 

adipócitos é normal. Os agonista de receptores canabinóides WIN 55212-2 e JWH 015 

modificam a produção de citocinas decorrente da interação entre macrófagos e 

adipócitos, resultando em efeitos pró-inflamatórios, como o aumento basal da produção 

de TNF-  e redução da produção basal de adiponectina. Adicionalmente, estes 

agonistas mostraram atuar como agentes quimiotáxicos para macrófagos in vitro o que 

poderia contribuir para o recrutamento de macrófagos para o tecido adiposo, caso este 

esteja produzindo/liberando endocanabinóides durante a obesidade, contribuindo para 

o estabelecimento da inflamação associada á obesidade.  
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