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RESUMO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) ¢ um distirbio genético grave, ligada ao cromossomo
X, que causa degeneragdo progressiva da musculatura esquelética. O canabidiol (CBD) exerce
diversos efeitos benéficos, incluindo propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes. Diante do
potencial agdao benéfica do CBD, neste estudo verificamos o efeito in vitro do 6leo de CBD full
spectrum na viabilidade da fibra muscular distrofica e do efeito in vivo na hepatoxicicidade,
mionecrose, inflamagao e estresse oxidativo do modelo de DMD. Para andlise in vitro, utilizou-
se c¢lulas distroficas de camundongos mdx, tratadas com CBD full spectrum e foi avaliada a
viabilidade celular por MTT. Na andlise in vivo utilizou-se duas linhagens de camundongos
sendo uma C57BL/10 (BL10) e a outra linhagem de camundongo mdx, esta Gltima dividida em
trés grupos, sendo o primeiro grupo tratado com salina (mdxSAL; n=7), o segundo grupo tratado
com 6leo de semente de uva (mdxOU; n=7) e o terceiro grupo tratado com 6leo de CBD full
spectrum (mdxCBD; n=7) 10mg/Kg durante 14 dias. Apds o tratamento, foi analisado o
biomarcador Creatina quinase (CK) pelo sangue, a histomorfometria dos hepatdcitos e os niveis
de glicogénio hepatico, além da histopatologia dos musculos diafragma (DIA) e quadriceps
(QUA), analisando fibras mionecroéticas, processos inflamatorios e o estresse oxidativo. No
estudo in vitro, 6leo de CBD full spectrum produziu efeito citotoxico de maneira dose-
dependente nas células musculares de camundongos distroficos. No estudo in vivo, o tratamento
com 6leo de CBD full spectrum aumentou o glicogénio hepatico produzindo melhorias do
fenotipo distrofico do camundongo mdx. Na analise dos musculos DIA e QUA, o tratamento
com 6leo de CBD full spectrum, preveniu o processo da mionecrose, reduzindo os niveis séricos
de CK, a presenca de nucleos centrais e marcacdo positiva ao IgG no tecido muscular distrofico.
Preveniu a inflamacgdo, reduzindo a 4rea inflamatoria, a presenga de macréfagos e os niveis de
NF-«kB. Além disso, preveniu o estresse oxidativo, aumentando a acdo antioxidante das
moléculas CAT e GSH e evitou a instalacao e exacerbagdo precoce do estresse oxidativo ainda
em estdgios iniciais da doenca, com a diminui¢do da lipofuscina no musculo distréfico dos
camundongos mdx. O tratamento com de 6leo de CBD full spectrum demonstrou ser seguro e
eficaz na redugdo dos parametros diretos e indiretos de avaliagdo da miopatia da DMD em
estagio iniciais da doenga. Os resultados indicam que o 6leo de CBD full spectrum pode

representar uma nova abordagem promissora para tratamento da DMD.

Palavras-Chave: Canabidiol; Distrofia muscular de Duchenne; Camundongo mdyx;

Mionecrose; Musculo esquelético.



ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a serious genetic disorder, linked to the X
chromosome, that causes progressive degeneration of skeletal muscles. Cannabidiol (CBD)
exerts several beneficial effects, including anti-inflammatory and antioxidant properties. Given
the potential beneficial action of CBD, in this study we verified the in vitro effect of full
spectrum CBD oil on the viability of dystrophic muscle fiber and the in vivo effect on
hepatoxicity, myonecrosis, inflammation and oxidative stress in the DMD model. For in vitro
analysis, dystrophic cells from mdx mice were used, treated with full spectrum CBD and cell
viability was assessed by MTT. In the in vivo analysis, two mouse strains were used, one being
C57BL/10 (BL10) and the other mdx mouse strain, the latter divided into three groups, the first
group being treated with saline (mdxSAL; n=7), the second group treated with grape seed oil
(mdxOU; n=7) and the third group treated with full spectrum CBD oil (mdxCBD; n=7)
10mg/Kg for 14 days. After treatment, the biomarker Creatine kinase (CK) was analyzed in the
blood, histomorphometry of hepatocytes and hepatic glycogen levels, in addition to the
histopathology of the diaphragm (DIA) and quadriceps (QUA) muscles, analyzing myonecrotic
fibers, inflammatory processes and the oxidative stress. In the in vitro study, full spectrum CBD
oil produced a cytotoxic effect in a dose-dependent manner in the muscle cells of dystrophic
mice. In the in vivo study, treatment with full spectrum CBD oil increased liver glycogen,
producing improvements in the dystrophic phenotype of mdx mice. In the analysis of DIA and
QUA muscles, treatment with full spectrum CBD oil prevented the myonecrosis process,
reducing serum CK levels, the presence of central nuclei and positive IgG staining in dystrophic
muscle tissue. It prevented inflammation, reducing the inflammatory area, the presence of
macrophages and NF-kB levels. Furthermore, it prevented oxidative stress, increasing the
antioxidant action of CAT and GSH molecules and prevented the onset and early exacerbation
of oxidative stress even in the early stages of the disease, with a decrease in lipofuscin in the
dystrophic muscle of mdx mice. Treatment with full spectrum CBD oil has been shown to be
safe and effective in reducing the direct and indirect assessment parameters of DMD myopathy
in the early stages of the disease. The results indicate that full spectrum CBD oil may represent

a promising new approach to treating DMD.

Keywords: Cannabidiol; Duchenne muscular dystrophy; mdx mouse; Myonecrosis; Skeletal

muscle.
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1 INTRODUCAO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) ¢ um distarbio genético grave, ligada ao
cromossomo X, que causa degeneragdo progressiva da musculatura esquelética e afeta
principalmente recém-nascidos do sexo masculino, com prevaléncia de 1 a cada 3.500-6000
meninos nascidos em todo o mundo (Duan ef al., 2021). O processo de diagndstico geralmente
comegca na primeira infancia, apds a observagao de sinais e sintomas sugestivos, como fraqueza,
sinal de Gowers, dificuldade para subir escadas ou andar (Mercuri; Bonnemann; Muntoni,
2019). A progressao da doenga pode ser rapida, tornando o individuo dependente de cadeiras
de rodas e necessitando de ventilagdo assistida, devido a insuficiéncia respiratdria ou cardiaca
e Obito entre 20 e 40 anos de idade (Duan, 2021; Moxley et al., 2010).

Na DMD ocorre mutagdo do gene que codifica a distrofina, que ¢ uma proteina-chave
que fornece estabilidade estrutural e integridade as membranas das fibras musculares. A falta
dessa proteina produz maior suscetibilidade a lesdes durante a contragdo, resultando em ciclos
interminaveis de necrose e regeneracao das miofibras, levando a fibrose, adipogénese e
fraqueza muscular (Gao; Mcnally, 2015; Tulangekar ef al., 2021). Assim, tais danos podem
favorecer o influxo descontrolado de calcio intracelular, inflamagao cronica, estresse oxidativo
e a degeneragdo progressiva das miofibras (Klingler ef al., 2012).

Abordagens terapé€uticas utilizadas estdo voltadas para melhora da qualidade de vida
com uma equipe multiprofissional, como fisioterapeutas, terapeutas ocupacional,
fonoaudidlogos e entre outros. Além disso, o principal tratamento medicamentoso que retarda
a progressao da doenga ¢ o uso de glicocorticoides (Guglieri et al., 2022). No entanto, o uso
prolongado desses medicamentos pode levar a diversos efeitos colaterais como o ganho de peso,
retardo de crescimento, osteoporose, distirbios de humor, insuficiéncia adrenal e outras
preocupacdes de seguranca que levam a baixa adesdo as diretrizes praticas (Bello et al., 2015;
Bushby et al., 2010; Macedo et al. 2020).

A investigagdo da fisiopatologia da DMD normalmente ¢ utilizada o modelo
experimental da linhagem de camundongos C57BL/10-DMDmdx, na qual possui mutagao
espontanea no gene da distrofina e ¢ comparavel a forma humana na DMD, sendo amplamente
aceito pela literatura, principalmente para novas estratégias terapéuticas (Guiraud et al., 2017).

O canabidiol (CBD) surge com um dos principais fitocanabindides farmacologicamente
ativos da Cannabis sativa que exerce diversos efeitos benéficos, incluindo propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes (Atalay; Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2019). Um dos

produtos mais comuns sdo os 6leos de CBD, que estdo disponiveis como produtos isolados de
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CBD, de amplo espectro [incluindo todos os terpenos e canabindides menores, exceto A-9-
tetrahidrocanabinol (THC)] ou de espectro total ou full spectrum (todos os terpenos e
canabindides menores com THC <0,3% do peso seco) (Odieka et al., 2022). Segundo Berthold
et al. (2023), a presenga de 0,3% de THC aumenta a biodisponibilidade oral do CBD em ratos
machos e fémeas, indicando que produtos de full spectrum produzem maior eficacia do CBD
devido a uma maior exposi¢ao disponivel sistemicamente. Além disso, o CBD full spectrum
vem demonstrando ser seguro em sua aplicagdo clinica (Patikorn et al., 2023; Thurgur at al.,
2023). Iannotti e seus colaboradores (2019), realizaram o tratamento com CBD isolado em
camundongos mdx e houve melhoras na atividade locomotora, reduziu a inflamagao e restaurou
a autofagia do musculo gastrocnémio. Diante dessa potencial a¢do benéfica do CBD, neste
estudo verificamos o efeito in vitro do 6leo de CBD full spectrum na viabilidade da fibra

muscular distréfica e o efeito in vivo na hepatoxicicidade e mionecrose do modelo de DMD.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 MANIFESTACOES CLINICAS NA DMD

Os seus primeiros sintomas clinicos aparecem entre 3 e 4 anos com dificuldades para
correr, saltar, levantar-se do chao (sinal de Gowers), dificuldade para pular ou subir escadas,
quedas ou tropegdes frequentes, marcha anormal (bamboleante ou andar com os dedos dos pés)
e juntamente com hipertrofia da panturrilha (pseudo hipertrofia muscular, Figura 1). A
progressdo da doenga pode ser rapida, tornando dependente de cadeiras de rodas entre 7-13
anos (Mercuri; Bonnemann; Muntoni, 2019). O estagio terminal da doenga comeca quando os
pacientes necessitam de ventilacdo assistida e geralmente morrem na segunda ou terceira
década por insuficiéncia respiratoria ou cardiaca (Moxley ef al., 2010).

O encaminhamento imediato a um especialista neuromuscular, com a colaboragdo de
um geneticista ou conselheiro genético, pode evitar atrasos no diagnéstico (Mirski; Crawford,
2014). O diagndstico pode ser baseado no atraso do desenvolvimento e aumento das
concentragdes de enzimas séricas, como alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH) ou creatina quinase (CK) (Ciafaloni et
al., 2009). Ocasionalmente, um aumento na concentragdo de ALT, AST e LDH, leva a um foco

inadequado na disfuncao hepatica, atrasando o diagnostico de DMD (Birnkrant et al., 2018).

Figura 1- Manifestacdes clinicas na DMD
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Fonte: adaptado de Van Dommelen et al., (2020).



17

Apesar dos grandes avancgos terapéuticos nos ultimos 30 anos, ndo ha cura para a DMD
(Duan et al., 2021). Embora a DMD afete principalmente os musculos cardiacos e esqueléticos,
ha também uma infinidade de manifestacdes e consequéncias secundarias, que requerem uma
abordagem coordenada, multidisciplinar e centrada no paciente ao longo das diferentes fases
da doenca (Eagle et al., 2007). Além de uma equipe principal de médicos com experiéncia em
pacientes com DMD, enfermeiros, fisioterapeutas, fonoaudidlogos e nutricionistas sao
parceiros essenciais na prevengao e tratamento dos sintomas de pacientes com DMD. Além
disso, psicélogos, terapeutas ocupacionais € assistentes sociais devem prestar assisténcia para
abordar questdes psicossociais, melhorar a participacdo e apoiar a realizagdo dos objetivos de

vida (Saito et al., 2017).

2.2 ALTERACOES GENICAS E FISIOPATOLOGIA DA DMD

A anormalidade genética da DMD ¢ detectada no brago curto do cromossomo X (16cus
Xp21), responsavel pela expressdo de uma proteina composta por 3685 aminoacidos que integra
o sarcolema da fibra muscular denominada distrofina (Dp427m, Monaco et al., 1985; Yiu;
Kornberg, 2015). O gene responsavel pela produgdo da isoforma da proteina distrofina é o
maior do genoma humano contendo 79 exons (Deconinck; Dan, 2007). Existem diferentes
mutacoes que podem ocorrer no gene, sendo que em torno de 60 a 70% das mutacdes sdao
delegdes, de 5 a 15% sdo duplicagdes e 20% sdo mutagdes pontuais, pequenas delecdes ou
inserc¢des (Bladen et al., 2015). Os éxons deletados tendem a ser agrupados na regido do éxon
43 ao 55. Mutacgdes nesses locais de foco ocorrem em aproximadamente 60-65% dos pacientes.
Exon 51 (taxa de mutagdo de 14%), éxon 53 (10,1%), éxon 45 (9%), éxon 43 (7,5%) e éxon 44
(7,1%) sdo os cinco principais éxons afetados (Bladen et al., 2015).

O cddigo de sequéncia para a expressdo de distrofina é comandada pela atuacdo de
diversos promotores presentes em alguns tipos celulares, como as células musculares, as células
gliais, as células de Purkinje e as celulas de Schwann. O promotor muscular para a distrofina é
bastante ativo nos musculos esqueléticos e cardiacos (Naidoo; Anthony, 2020). A expressao da
distrofina muscular é regulada de acordo com as etapas do desenvolvimento. Nos musculos
fetais, a distrofina é detectada no sarcolema depois da nona semana de gestacdo, aumentando
progressivamente sua expressdo nas juncdes neuromusculares e miotendinosas, na superficie
das membranas dos tabulos T e junto a diversas juncdes celulares (Clerk; Strong; Sewry, 1992).

Quanto a organizacdo molecular, a distrofina (427 kDa) ¢ um dimero antiparalelo

encontrada na face citoplasmatica do sarcolema e associada a outras proteinas estruturais do
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sarcolema (Ervasti, 2007). A distrofina possui quatro dominios sendo o primeiro relacionado
com a a-actina, o segundo ligado a espectrina, o terceiro a ancarina e o ultimo a um complexo
de proteinas unidas a laminina (Le et al., 2018). A distrofina ¢ uma proteina que faz parte do
complexo Distrofina-Glicoproteinas (CDG, Figura 2) e interage com o sarcolema, citoesqueleto
(microfilamentos de actina, filamentos intermediarios, microtubulos e outras proteinas
estruturais relacionadas), além disso ela interage com proteinas de canal e proteinas de
sinalizagdo ou andaimes direta ou indiretamente (Gao; Mcnally, 2015).

O CDG ¢ responsavel pela estabilizagdao do citoesqueleto das fibras musculares com a
matriz extracelular e seus componentes podem ser divididos em trés grupos: o extracelular (o-
Distroglicano), a transmembrana (B-Distroglicano, Sarcoglicano e Sarcospan) e o
citoplasmatico (Distrofina, Distrobrevina, Sintrofina e Oxido nitricosintase neuronal) (Lapidos;
Kakkar; Mcnally, 2004). No musculo saudavel, a integridade do sarcolema ¢ mantida através
das ligagdes entre o citoesqueleto, o sarcolema e a matriz extracelular através do CDG e do
complexo de integrina. Na DMD, a desmontagem do CDG enfraquece o sarcolema, que se torna
altamente suscetivel a danos por contracao (Duan et al., 2021).

A deficiéncia da distrofina resulta na perda da interagdo entre a actina e a matriz
extracelular, que possuem fungdes mecanicas importantes ¢ podem levar a amplas
consequéncias nas funcdes das células musculares (Mokri; Engel, 1975; Deconinck; Dan,
2007), como a necrose intrinseca das miofibras (ou mionecrose), que por sua vez estimula a
regeneragdo da fibra (Artsma-Rus; Putten, 2014). A ruptura do sarcolema também pode ser
detectada pelo vazamento passivo de proteinas ou corantes circulantes, como albumina,
imunoglobulina G (IgG), azul de Evans e vazamento de enzimas musculares, como CK do
musculo para o sangue (Artsma-Rus; Putten, 2014; Tidball; Welc; Wehling-Henricks, 2018).

A progressdo e o agravamento da DMD estdo relacionados a fragilidade do sarcolema,
assim como a eventos fisiopatoldgicos como o influxo anormal de célcio (Ca*?), a mionecrose,
a inflamacdo crdnica, estresse oxidativo € o comprometimento da regeneragdo (Espinosa;

Henriquez-Olguin; Jaimovich, 2016).

2.2.1 Instabilidade da membrana

A inexisténcia da ligagdo entre os meios intra e extracelular, decorrente da auséncia da
distrofina e das demais proteinas do CDG, torna o sarcolema mecanicamente instavel (Mokri;
Engel, 1998). A instabilidade mecanica faz com que os musculos se tornem susceptiveis a lesao

durante os ciclos de contracdo e relaxamento. Em virtude desta fragilidade, ocorrem areas de
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descontinuidade do sarcolema permitindo a passagem de substancias do meio extracelular para
o meio intracelular, como o fon Ca™, e de substancias do meio intracelular para o meio
extracelular, como a enzima CK (Artsma-Rus; Putten, 2014). Com o aumento da
permeabilidade do sarcolema ocorre um aumento nos niveis de Ca*? intracelular e a alteragdo
da sua homeostase dentro do musculo (Culligan; Ohlendieck, 2002). Esta sobrecarga ¢ também
parcialmente causada pela entrada anormal de Ca*? no sarcolema através dos canais de cilcio
(canais ativados por estiramento, operados por armazenamento, controlados por voltagem e
operados por receptores), bomba ATPase de Ca™ da membrana plasmatica (PMCA), trocador
de sddio-calcio e microrupturas no sarcolema (Culligan; Ohlendieck, 2002; Mercuri;

Bonnemann; Muntoni, 2019).

Figura 2- Complexo Distrofina-Glicoproteinas (CDQ)

Matriz
Extracelular
Complexo

Sarcoglicano Complexo

Distroglicano

Sacoplasma

Distrofina ‘ : «— Sintrofinas
.

+ Distrobrevina

’ Sintrofinas
" Citoesqueleto de Actina
Filamentos Contrateis

Fonte: Adapatado Kapan; Morgan (2022).

Legenda: Complexo Distrofina-Glicoproteinas (CDG). Extracelular: a-Distroglicano (o DG); transmembrana: f3-
Distroglicano (B DG), Sarcoglicano e Sarcospan; citoplasmatico: Distrofina, Distrobrevina, Sintrofina
e Oxido nitricosintase neuronal (nNOS)

A progressdo e o agravamento da DMD estdo relacionados a fragilidade do sarcolema,
assim como a eventos fisiopatologicos como o influxo anormal de célcio (Ca*?), a mionecrose,
a inflamacdo crdnica, estresse oxidativo € o comprometimento da regeneragdao (Espinosa;

Henriquez-Olguin; Jaimovich, 2016).



20

O comportamento anormal do Ca*? é observado na DMD em cultura de células distréficas
de humanos e em modelo animal, na qual observa-se o excesso de Ca*? nos miottbulos, nas
mitocondrias e no reticulo sarcoplasmatico, sendo os dois Ultimos os locais com maiores
concentragdes de Ca*? no sarcoplasma (Whitehead; Yeung; Allen, 2006). A concentracio
elevada de Ca*? no musculo distréfico, ocorre disfungio mitocondrial, o que resulta em defeitos
metabolicos e contribui diretamente para a morte muscular, desencadeando vias degradativas,
como calpaina protease, fosfolipase A2 dependentes de Ca™ e necrose dependente de
mitocondria (Mareedu et al., 2021; Culligan; Ohlendieck, 2002). O que pode promover a perda

de massa muscular através do aumento da protedlise (Tidball; Spencer, 2000).

2.2.3 Mionecrose

Apbs a lesdo de fibra muscular integra, pode ocorrer a degeneracdo localmente nas
proximidades do dano, sendo denominado como necrose segmentar (Ciciliot; Schiaffino, 2010;
Carpenter; Karpati, 1989). A necrose segmentar normalmente ¢ resolvida através da agdo de
células satélites (células-tronco), residentes nos musculos que se fundem para regenerar a
porcao danificada da miofibra (Ciciliot; Schiaffino, 2010). As fibras musculares distroficas
eventualmente perdem grande parte de sua capacidade regenerativa, possivelmente devido ao
esgotamento do nimero de células satélites (Sacco et al., 2010). Com os sucessivos ciclos de
degeneragdo/regeneracdo na DMD, ocorrem geralmente as alteracdes na estrutura muscular
com variagdo no tamanho das miofibras devido a fusdo incompleta de miotubos em
regeneragdo, levando a bifurcacdo das fibras, esgotamento progressivo da capacidade
regenerativa de células satélites e substitui¢cdo de tecido muscular por tecido fibroso e tecido
adiposo, levando a fraqueza muscular (Ciciliot; Schiaffino, 2010).

Nos musculos saudaveis, as fibras tém tamanho aproximadamente semelhante, nicleos
localizados perifericamente e quase nenhum tecido conjuntivo no perimisio € no endomisio, ja
os musculos de pacientes com DMD e modelos animais da doenca, apresentam didmetros
altamente variaveis de suas miofibras com presenc¢a de nucleagdo central nas células musculares
(Dubowitz; Sewry; Oldfors, 2013). Dependendo da idade e do grau de atividade fisica do
individuo, algumas caracteristicas sdo evidentes nos musculos como o aglomerados de fibras
necréticas com células inflamatérias basofilicas em seu interior, sarcoplasma fragmentado,
fibras hipercontraidas densamente coradas, infiltragdo celular leve ou grave, grupos de
pequenas fibras musculares arredondadas em estagio inicial de regenera¢do ou normalmente

espalhadas por fibras saudédveis de tamanho médio e hipertréficas (Morgan ef al., 2018).
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As caracteristicas primarias da mionecrose sdo identificados em tecido muscular e
amostras de biofluidos como sangue e urina (Grounds et al., 2020). No musculo, um dos
métodos utilizados para caracterizacao da morte necroética € a captagao de IgG, devido a perda
da integridade da membrana plasmatica, que influenciam também a liberacao de padrdes
moleculares associados a danos e a captacdo de proteinas plasmaticas (Bencze ef al., 2019).
Biomarcador classico no sangue (plasma), amplamente utilizado para DMD ¢ a enzima CK,
que estd elevada em pacientes e em modelos experimentais na DMD (roedores e caes), no

entanto pode ser altamente variavel (Dowling et al., 2019).

2.2.4 Inflamacao cronica

A inflamagao, em condigdes normais, ¢ necessaria para a recuperacao do tecido apos a
lesdo. No entanto, na DMD, onde ha lesdo cronica devido @8 membrana muscular instavel, a
inflamacgao torna-se cronica e superativada em todo o musculo (Chen et al., 2005).

A instabilidade da membrana causada pela deficiéncia de distrofina leva a liberacao
continua de conteudo citoplasmatico, em particular, padroes moleculares associados a danos,
Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPs) que sdo ligantes de receptores foll-like
(TLRs), purinoceptores (P2RX7) e outros receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) em
células musculares e imunoldgicas (Henriques-Pons ef al., 2014). Apds a ativagdo dos ligantes,
as cascatas de sinaliza¢do do PRR iniciam a resposta imune e isto leva a infiltracdo de uma
ampla gama de células imunes, incluindo linfécitos T auxiliares (CD4+) e citotdxicas (CD8+),
macrofagos, neutrofilos e eosinofilos, que posteriormente medeiam a degradagdo sequencial e
a regeneracao fibréotica do musculo (Evans ef al., 2009).

A liberagdo continua de DAMPs, incluindo proteina 1 de caixa de grupo de alta
mobilidade (HMGB1), adenosina trifosfato (ATP), 4cido ribonucléico (RNA) de fita simples
ssRNA, acido hialurdnico e proteinas de choque térmico (HSPs), em resposta aos ciclos
continuos de dano e regeneracao em musculos distroficos, prolonga a ativagdo e recrutamento
de células imunoldgicas, induzindo um estado inflamatério cronico e isso leva a formacao de
tecido adiposo e conjuntivo, limitando permanentemente a contragao muscular (Kharraz et al.,
2014).

Os macrofagos desempenham um papel fundamental na progressdao da doenga na DMD
(Rosenberg et al., 2015). Existem dois tipos de classes de macroéfagos no musculo, M1 (pro-
inflamatoria) e M2 (anti-inflamatoéria). Os macrofagos M1 sdo estimulados por citocinas pro-

inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e Interferon gamma (IFNy) e
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contribuem para a lise muscular aumentando a produgdo de 6xido nitrico (Evans et al., 2009).
Macréfagos M2, que sdo estimulados por citocinas produzidas por células Th2, como
interleucina (IL) IL-4 e IL-10, promovem o reparo tecidual inibindo a inflamacdo ¢ a
citotoxicidade do M1 e induzindo a proliferagao de células satélites (Evans et al., 2009 ). Ha
um nimero maior de macréfagos M1 na DMD inicial, provavelmente contribuindo para o dano
muscular e para o ambiente pro-inflamatorio, enquanto os macréfagos M2 sdo abundantes na
fase de regeneragao da DMD (Duan ef al., 2021).

Na DMD, diversas vias de sinalizacdo estdo desreguladas, promovendo a inflamacao. Os
principais impulsionadores da inflamagao cronica na DMD incluem a via do fator nuclear kappa
B (NF-kB), a quinase c-Jun NH2-terminal (JNK) e os fatores reguladores do interferon (IRFs)
(Tulangekar; Sztal, 2021). Estes sdo ativados por citocinas como o TNF-a e a IL-6, que
subsequentemente iniciam a via dependente da resposta primaria de diferenciagdo mieloide a
jusante 88 (MyD88). Isso, por sua vez, ativa as quinases [kB (IKKs) e as quinases ativadas por
mitogeno (MAPKSs) e, em ultima analise, regula positivamente as vias de sinalizacdo do NF-
kB (Herbelet et al., 2020). O NF-xB ¢ uma familia de fatores de transcri¢cdo nuclear que atuam
na inflamag¢do, na imunidade, proliferagdo celular e diferenciacdo do tecido (Oeckinghaus;
Ghosh, 2009). O aumento da atividade do NF-«kB, através do estresse mecanico, ¢ um fator
chave para a degeneragdo muscular e supressao da regeneragdo muscular na DMD, que ocorrem
no inicio do processo da doenca e precedem a perda da fungdo muscular, além disso, podem
apresentar inflamagdo desproporcional e influenciar no bloqueio da diferenciacdo dos

mioblastos em miotibulos (Forbes, 2014; Hu; Blemker, 2015).

2.2.5 Estresse Oxidativo

Outra condigdo importante que influencia na evolugdo da DMD ¢ o estresse oxidativo,
gerado pela grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Terrill et al., 2013).
Normalmente, quando a producdo de EROs ¢ exacerbada, o organismo dispde de um eficiente
sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio, no entanto, em
condicoes de exaustdo, ¢ criado um estado de estresse oxidativo, levando a danos no sistema
biologico (Kim et al.,2013).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) representam um grupo de radicais de oxigénio
instaveis e moléculas com fortes propriedades oxidantes. Uma vez formadas, as EROs podem
ser convertidas em outras espécies oxidativas, sendo os mais comuns o radical superoxido (Oz"),

o peroxido de hidrogénio (H20:) e o radical hidroxila (OH") (Sareila et al., 2011; Zorov et al.,
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2014). A forma reduzida do oxigénio molecular o O>™ ¢ a primeira classe das EROs, formada
a partir da transferéncia incompleta de elétrons do complexo I e I1I da cadeia transportadora de
elétrons da mitocondria (Trachootham et al., 2008). Esta molécula ndo consegue atravessar
facilmente as membranas celulares, ficando normalmente confinada na matriz mitocondrial, o
que pode sofrer dismutac¢ao espontaneamente ou por acdo da enzimadtica Superdxido dismutase
(SOD), levando a formacao do H>0O:> que ao contrario do O>", possui a capacidade de atravessar
facilmente as membranas biologicas (Ward; Prosser; Lederer, 2014). Uma vez o H>O» formado,
¢ também potencialmente perigoso, pois a partir da oxidacdo de metais de transicdo que se
encontram livremente disponiveis na célula, como o ferro (Fe*2), pode produzir os OHe (Reacio
de Fenton) (Barreiros; David, 2006). O O, pode reduzir ferro férrico (Fe*®) para Fe*?, o que
sugere desempenhar dois papéis na producao de OH" (reacdo de Haber-Weiss, Barreiros; David,
2006). O OH’ causa danos ao acido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA), as
proteinas e membranas celulares do nicleo ¢ mitocondria, além disso os lipidios podem ser
oxidados por ele e podem iniciar uma reagdo em cadeia com radicais livres que danificam a
membrana gerando no final um perdxido lipidico (LOOH), causando um dano a membrana e a
producao de subprodutos, tais como 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (Barreiros; David, 2006;
Forman; Zhang; Rinna, 2009).

O sistema antioxidante ¢ composto por enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) e substancias protetoras ndo enzimaticas, algumas atuam
reduzindo a velocidade de inicia¢do dos processos radiculares, suprimindo a geragao de radicais
livres, ou eliminando-os (Powers, 2014). A acdo antioxidante pode acontecer em varias etapas,
0 H>0» ¢é convertido pela enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) (Choi et al.2016) e
¢ entdo reduzido a dgua (H>O) pela glutationa peroxidase (GPx) ou CAT. A GPx reduz H>» O> e
outros hidroperdxidos a dgua pela oxidagdo da glutationa reduzida (GSH) a forma Glutationa
Oxidase (GSSG). A CAT ¢ uma proteina expressa ubiquamente localizada nos peroxissomos e
¢ capaz de reduzir o H,O; eficientemente (Nordgren et al., 2014). Esta reacdo ¢ catalisada pela
enzima Glutationa Redutase (GR), que utiliza a Nicotinamida Adenina-dinucleo6tido Fosfato na
sua forma reduzida (NADPH) como cofator, transformando a GSSG novamente em GSH
(Wang; Ballatori, 1998).

No musculo distrofico, o estresse oxidativo tem sido considerado um dos mecanismos
primarios da degeneracdo muscular, ao invés de ser um efeito secundario deste processo
(Espinosa-Diez et al.,2015). Além disso, a producdo elevada de EROs nos musculos pode

contribuir fortemente para a progressao da doenca e pode levar a capacidade de exaustdo das
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c¢lulas miogénicas da DMD, potencializando o processo de danos celular (Whitehead et al.,
2006).

Abordagens terapéuticas, portanto, focam nas diferentes etapas da fisiopatologia da DMD
e essas abordagens podem ser amplamente divididas entre aquelas que visam a restauragdo da
producdo da distrofina e aquelas que tentam reduzir as consequéncias secundarias da deficiéncia

da distrofina, principalmente o estresse oxidativo (Bushby et al., 2010; Macedo et al., 2020).

2.3 ESTRATEGICAS TEREPEUTICAS

Apesar dos grandes avangos terapéuticos nos ultimos 30 anos, ndo existe tratamento
curativo para a DMD. No entanto, uma abordagem médica, cirurgica e de reabilitacdo
multidisciplinar direcionada aos sintomas da DMD pode alterar o curso natural da doenca,
melhorando a longevidade e a qualidade de vida (Mercuri; Bonnemann; Muntoni, 2019). O
manejo musculoesquelético requer abordagens na manutengdo da amplitude de movimento,
extensibilidade muscular, mobilidade toracica, manuten¢do da deambulagdo, prevenir
contraturas e deformidades fixas, otimizar a funcdo respiratoria e manter a integridade da pele
(Birnkrant et al., 2018).

Os glicocorticosterdides, como o deflazacort ou a prednisona, sdo o padrdo atual de
tratamento e o mais utilizado para pacientes com DMD (Bushby et al., 2004). O mecanismo
exato pelo qual os glicocorticosteroides retardam a progressdao da doenga na DMD nio esta
totalmente elucidado, uma vez que a ativacdo do receptor de glicocorticoide tem efeitos
pleiotropicos (Quattrocelli et al, 2021). No entanto, tem sido sugerido que os
glicocorticosterdides diminuem a inflamacao e aumentam a massa muscular total e a for¢a em
pacientes com DMD através da estimulagdo de fatores de crescimento semelhantes a insulina,
diminuicdo da produg¢do de citocinas, diminuicdo da reagdo linfocitaria, aumento da
proliferacdo de mioblastos e regulagdao positiva de moléculas sinérgicas (Angelini; Peterle,
2012). Além disso, os glicocorticosterdides desempenham um papel numa vasta gama de efeitos
adversos associados a este tratamento, incluindo hipertensao, retencao de liquidos, ganho de
peso e atrofia da pele (Jaisser; Farman, 2016).

Nesse sentido, a busca por novas abordagens de medicina complementar e alternativa,
que possam contribuir para a melhora do fenotipo distrofico, sdo necessarias e entre estas,
destacam-se as terapias que apresentam propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes
(Verhaart; Aartsma-Rus 2019). Vdrios produtos naturais tém potencial farmacolégico,

especialmente no tratamento de inflamacdo e estresse oxidativo como de origem vegetal os
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flavonoides, terpenos, quinonas, catequinas e alcaloides, atuando em varios moduladores
inflamatorios e oxidativos (Suntar ef al., 2020).

Atualmente, abordagens terapéuticas emergentes incluindo terapia de transferéncia
génica usando vetores de virus adeno-associados e agentes de salto de exon também estao sendo
utilizadas (Patterson et al. 2023). Ambas as abordagens demonstraram ser relativamente
seguras, entretanto, além de serem terapias de alto custo, estudos ainda devem ser realizados
para determinar o grau de imunogenicidade e validar potenciais efeitos adversos significativos
(Elangkovan et al., 2021; Patterson et al., 2023; Bez Batti Angulski et al., 2023).

Delandistrogene moxeparvovec (SRP-9001) ou Elevidys ¢ uma terapia de transferéncia
genética experimental projetada para expressao direcionada da proteina distrofina SRP-9001,
uma distrofina encurtada que retém dominios funcionais importantes da proteina do tipo
selvagem (Mendell et al., 2023). Segundo Mendell et al (2024) o Delandistrogene
moxeparvovec esta sendo bem tolerada, com um perfil de seguranga favoravel, promovendo as

melhorias funcionais e sustentadas por 4 anos, no entanto, ainda encontra-se na fase de estudos.

2.3.1 Canabidiol

O canabidiol (CBD) ¢ um dos principais fitocanabinoides farmacologicamente ativos da
Cannabis sativa, que exerce uma série de efeitos benéficos, incluindo propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes (Atalay; Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2019). O CBD ¢ um
dos extratos mais abundantes de Canabis sativa, que possui multiplos bioativos e amplo
beneficios a saude sem propriedades psicoativas. Um dos produtos mais comuns ¢ o oleo de
CBD, que esta disponivel como produto isolado de CBD, de amplo espectro (incluindo todos
os terpenos e canabindides menores, exceto A-9-tetrahidrocanabinol (THC)) ou de espectro
total ou full spectrum (todos os terpenos e canabindides menores com THC <0,3% do peso
seco) (Odieka et al., 2022). Segundo Berthold ef al. (2023), a presenga de 0,2% de THC
aumenta a biodisponibilidade oral do CBD em ratos machos e fémeas, indicando que produtos
de full spectrum apresentam maior eficacia do CBD devido a uma maior exposi¢do disponivel
sistemicamente. Além disso, o CBD full spectrum vem demonstrando ser seguro em sua
aplicacdo clinica (Patikorn et al., 2023; Thurgur at al., 2023).

Estudos sugerem que o mecanismo molecular do CBD est4d amplamente relacionado ao
sistema endocanabinoide humano (Mouslech; Valla, 2009). O sistema endocanabinoide
humano possui dois receptores canabindides principais, sendo eles o tipo 1 (CB1) e o tipo 2

(CB2). Os ligantes endogenos desses receptores sdo chamados de endocanabinodides
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anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG), ambos derivam do acido araquidonico
(Fagundo et al., 2013). A concentragdo de endocanabinoides ¢ regulada pelas enzimas amida
hidrolase de acidos graxos (FAAH) e monoacilglicerol lipase (MAGL), que atuam degradando
AEA e 2-AG, respectivamente (Luchicchi et al., 2012).

O CBD pode atuar por meio de mecanismos dependentes e independentes de receptores
canabindides e demonstra atividade agonista minima (e afinidade muito baixa) para CB1 e CB2
(Pertwee, 2008). Além disso, mecanismos de ag¢ao independentes de CB1 e CB2 para CBD
também foram identificados, incluindo o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama (PPAR-y) (Hind; England; O'Sullivan., 2016; Esposito ef al.,2011), receptor de potencial
transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV1) (De Petrocellis et al., 2011), receptor 55 acoplado a
proteina G (GPRS55) (Ryberg ef al., receptores 5-Hidroxitriptamina (5-HT) (Ledgerwood et al.,
2011) e receptores opidides mu (p) e delta (8) (Kathmann et al., 2006).

Muitos dados recentes sugerem que o CBD desempenha eficiente capacidade
antioxidante (Baeeri et al. 2020; Mabou Tagne et al. 2019; Chen et al. 2016). O CBD
demonstrou reduzir o metabolismo oxidativo em leucécitos polimorfonucleares (Mabou Tagne
et al. 2019) e células do nucleo pulposo tratadas com H>O; (Chen et al. 2016) e, além disso,
reduz os parametros de estresse oxidativo em células pancreaticas envelhecidas (Baeeri et al.
2020). O CBD atenua a produgao neural de EROs apos o tratamento com cloreto de cadmio, de
maneira semelhante a vitamina E (acetato de a-tocoferol) (Branca et al., 2019), e as evidéncias
também sugerem que ¢ mais neuroprotetor do que o ascorbato e o a-tocoferol contra a
toxicidade do glutamato (Hampson et al., 1998).

No musculo esquelético a administragdo cronica de CBD causa um aumento
consideravel nos niveis de SOD> nos ratos submetidos a dieta rica em gordura, associado a
prevengdo da geragdo de produtos de peroxidagdo lipidica (Bielawiec ef al., 2021). Da mesma
maneira, o tratamento com CBD foi capaz de atenuar o estresse oxidativo-nitrosativo no tecido
miocardico e restaurar o conteido de GSH e a atividade de SOD em camundongos diabéticos
(Rajesh et al., 2010). O CBD também demonstrou reduzir o estresse nitrosativo no tecido
cardiaco ap0s lesdo cardiaca induzida por doxorrubicina em ratos, promovendo uma reducao
no NF-kB, ligante Fas, caspase-3 e TNF-a) no tecido cardiaco apds administracdo de
doxorrubucina (Fouad et al., 2013). No estudo de lannotti et al. (2019), evidenciou o potencial
efeito do CBD nas caracteristicas patoldgicas da DMD, reduzindo inflamagao, restaurando a
autofagia funcional e melhorando positivamente a fungdo muscular de camundongos mdXx.

Considerando que o estresse oxidativo estd presente ainda nos estdgios iniciais da

doenca em pacientes e camundongo distroficos (Nakae et al. 2004), o uso do CBD pode ser



27

uma tentativa viavel de atenuar o impacto da producao excessiva de EROs no tecido muscular
distrofico e melhorar outros marcadores de lesdao muscular como a mionecrose ¢ a inflamagao

dos camundongos mdx.

2.4 MODELO EXPERIMENTAL DA DMD

Para investigar a fisiopatologia e testar métodos terapéuticos na DMD, considerando as
questdes financeiras, €ticas e fenotipicas, o0 modelo experimental que melhor se enquadra nas
investigacdes pré-clinicas para a DMD ¢ o camundongo mdx, da linhagem C57BL/10-
DMDmdx (Manning; O’Malley, 2015). O camundongo mdx possui mutacdo pontutal
espontanea no exon 23, que interrompe a producdo de distrofina de comprimento total no gene
da distrofina, o que pode ser comparavel a forma humana da DMD e vem sendo amplamente
aceita pela literatura, principalmente para novas estratégias terapéuticas (Guiraud et al., 2017).

Morfologicamente, os musculos do camundongo mdx n3o apresentam alteracdo
imediatamente apOs 0 nascimento. A patologia muscular ¢ identificada no mdx apds o desmame,
durante a terceira semana de vida, e o pico a doenga varia entre 8-16 semanas de idade, um
periodo caracterizado pela presenca de focos de necrose, fibras recém-regeneradas com nucleo
central e altas concentragdes plasmaticas da enzima CK (Evans ef al., 2009), aproximadamente
80% das miofibras em camundongos mdx adultos sdo fibras regeneradas (Grounds et al., 2008).
Em camundongos mdx, ambos os sexos sdo afetados e as fibras musculares sdo capazes de se
regenerar sucessivamente apos a degeneragdo durante a maior parte da vida do animal (Turk et
al., 2005).

Os musculos do mdx carecem de expressao de distrofina e apresentam caracteristicas
histopatologicas semelhantes 8 DMD, no entanto, ao contrario dos pacientes com DMD, os
camundongos mdx tém um fenotipo mais brando, uma expectativa de vida quase normal, apenas
deficits motores minimos e com pouca fibrose muscular, com exce¢do do musculo diafragma
(DIA) (Grounds et al. 2008). O musculo DIA mostra uma patologia severa com extensa
substitui¢do de fibras musculares por tecido conjuntivo fibroso, assemelhando-se mais a
patologia grave da DMD (Grounds et al. 2008). Em relacdo aos musculos dos membros desses
animais, o intenso ciclo de necrose miofibrilar comeca por volta dos 21 dias de vida, embora
no musculo quadriceps (QUA) seja ainda mais precoce, entorno dos 16 de dias de vida (Grounds
et al. 2008). Segundo Howard et al. (2021), os niveis de expressdo génica de quimiocinas e
receptores de quimiocinas aumentaram dramaticamente nos musculos QUA com 4 semanas de

idade e no DIA possuem aumento pequeno com 8 a 20 semanas.
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Sendo assim, o musculo DIA e musculos QUA s3o mais susceptiveis ao dano,
apresentando maior infiltrado inflamatorio, grande nimero de fibras com nucleo central,
extensa mionecrose € aumento no estresse oxidativo, sendo este fator preponderante na
determinagdo dos musculos e das estratégias experimentais que envolvem o camundongo mdx

(Kim et al., 2013; Grounds et al., 2008; Haslett et al. 2005; Lucas; Galettis; Schneider, 2013).

2.5 JUSTIFICATIVA

A DMD ¢ uma doenga grave, progressiva e de perda muscular que leva a dificuldades
de movimentos. Apesar dos grandes avangos terapéuticos, ndo ha cura para a DMD. No entanto,
abordagens terapé€uticas vém sendo investigadas para alterar o curso natural da doenga,
melhorando a qualidade de vida e a longevidade. O CBD ¢ um fitocanabinoides que vem
demonstrando diversos beneficios anti-inflamatorio e antioxidante, além disso o CBD isolado,
j& demonstrou redugao significativa nos marcadores de lesdo do musculo distréfico e melhora
positiva na funcdo muscular de camundongos mdx. Entretanto, ainda ndo ha estudos
demonstrando a acdo do CBD full Spetrum no processo de mionecrose, na inflamagdo e no
estresse oxidativo em camundongo mdx, em periodos iniciais da doenga. O CBD full Spectrum
produz maior eficicia devido a uma maior exposicao disponivel sistemicamente, pois a
presenca do THC aumenta a biodisponibilidade. Sendo assim, se faz necessario esta

investigacgao.

2.6 OBJETIVOS

2.6.1 Objetivo geral

Avaliar a possivel agao benéfica do CBD full spectrum no tecido muscular distrofico de

camundongos mdx.

2.6.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sdo:

a) avaliar a dose-resposta in vitro do tratamento de CBD full spectrum em células

musculares distroficas;



b)

d)
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investigar o possivel efeito toxico do tratamento com CBD full spectrum no tecido
hepatico de camundongos mdx (reserva de glicogénio e hepatotoxicidade);

analisar o efeito do CBD full spectrum na mionecrose de camundongos mdx, através
de marcadores diretos (IgG-intracelular e células com ntcleo centralizado no tecido
muscular) e indiretos (nivel sérico de CK e glicogénio hepatico);

analisar efeito do CBD full spectrum no processo inflamatério no tecido muscular
de camundongos mdx (niveis totais de NF- kB, determina¢ao de area inflamatoria e
quantificacdo de macréfagos);

analisar o efeito do CBD full spectrum no estresse oxidativo no tecido muscular de
camundongos mdx (niveis totais 4-HNE e Catalase, contagem de granulos de

lipofuscina e determinagdo do GSH total).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos das linhagens mdx(C57BL/10-DMDmdx) e
C57BL/10ScSnJ (linhagem precursora dos mdx) (Collins; Morgan, 2003). Durante todo o
experimento, os animais foram mantidos em caixas plasticas no biotério do Departamento de
Anatomia da UNIFAL-MG com 12 horas de ciclo claro/escuro, racdo Nuvilab CR-1 e agua. Os
protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios éticos na
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), e foi desenvolvido apds ser aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA#0035/2022-UNIFAL-MG) (ANEXO 1).

3.2 ESTUDO IN VITRO

Para o cultivo celular utilizou-se musculos do membro pélvico de 10 camundongos da
linhagem mdx, com 28 dias de vida. Os animais foram submetidos & eutanésia por sobredose
de isoflurano 3% em oxigénio 100%. Os musculos foram prontamente isolados e transportados
em meio de cultivo DMEM (Meio Minimo de Eagle modificado por Dulbecco, Sigma, CA,
USA), complementado com glicose e bicarbonato de s6dio em concentracBes especificas de
3,6mg/ml (solucdo A).

Apos a retirada dos tecidos musculares, eles foram dissociados no fluxo laminar. A
suspensdo resultante, contendo fragmentos musculares, foi adicionada a solugdo A acrescida de
penicilina (60 pg/ml) e colagenase IV (1,73mg/ml) (solucdo B). Esta suspensdo foi mantida sob
agitacdo continua por 1 hora e 30 minutos a 37°C. Concluida a etapa de agitacdo, a suspensao
foi centrifugada a 4°C por 20 minutos a 200g.

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e a solugdo B acrescentou-se
tripsina (25mg/ml) e DNAse (0,1%). A suspensdo foi mantida sob agitagéo por 1 hora e 30
minutos a 37°C, seguida por nova centrifugacéo a 4°C por 20 minutos a 200g. Ao término da
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi suspenso na solugédo A, acrescido de
10% de soro bovino fetal, 10% de soro equino fetal, penicilina (60 pug/ml) e glutamina (1 mg/ml)
(Choi et al., 2021).

As células resultantes foram inoculada em placas de 96 poc¢os, previamente revestidas
com gelatina 2% (CAS 900-70-8 G9391), com uma densidade de 150 células por 100 pl. O
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desenvolvimento e a diferenciagao dos mioblastos foram monitorados ao longo de 6 dias, sendo
fotografados a cada 3 dias por meio do sistema de captura de imagens Axio Cam MRc (Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha), acoplado a um microscépio invertido (Opton) utilizando a

objetiva de 4x. As imagens foram analisadas através do software AxioVision 3.1 (Carl Zeiss).

3.2.1 Andlise da viabilidade celular

Com o objetivo de avaliar a viabilidade celular do mioblasto diferenciado frente ao
tratamento com CBD full spectrum (ANEXO 2), foi utilizada a metodologia de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). Para isso, as células ja plaqueadas e
diferenciadas foram tratadas com CBD na concentracao de 18,75 — 300 M por um periodo de
24 horas. Etanol 0,1% foi utilizado como veiculo de diluicdo do CBD full spectrum e como
controle para diminuigdo de viabilidade (Etanol 25%). Juntamente foi estudado também a
viabilidade celular frente ao tratamento de dleo de semente de uva (OU), na concentracdo de
0,3125 - 2,5 % (v/v). O grupo controle (Ctrl) sem tratamento também foi analisado. Para ambas
as avaliacdes, decorrido o tempo de 24 horas, o tratamento foi retirado e adicionado a solucao
de MTT (em uma concentracdo final de 0.45 mg/ml), por um periodo de 4 horas. Terminado o
periodo de incubacdo com MTT, a solucdo foi retirada e os cristais de formazan foram diluidos
em DMSO. A leitura foi realizada por espectrofotdmetro, medindo absorbancia em 570 nm,
utilizando o equipamento Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy H1M (Bio-Tek

Instruments).

3.3 ESTUDO IN VIVO

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/10 (BL10; n=7) e da linhagem mdx
divididos em 3 grupos: grupo tratado com salina (mdxSAL; n=7), o grupo tratado com 6leo de
semente de uva (mdxOU; n=7) e o grupo tratado com 6leo de CBD full spectrum (mdxCBD;
n=7).

No décimo quarto dia de vida pos-natal, antes de iniciar os ciclos de
degeneracgédo/regeneracdo muscular nos camundongos mdx, eles foram pesados e tratados
diariamente por 14 dias com 10mg/Kg de CBD full spectrum (Certificate Code: AR-21-CC-
590562; CCBD1-Eurofins, Portugal) (ANEXO 2) diluido em OU (CAS:8024-22-4, SM
Empreendimentos Farmacéuticos LTDA) (ANEXO 3) e aplicado 50ul por meio de inje¢des via

intraperitoneal (IP) (Campos; Guimaraes, 2008).
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Apb6s 24 horas do ultimo tratamento os animais foram anestesiados através da
administracdo por via IP de uma solucdo na proporcdo de 0,2 ml de cetamina (92mg/kg)
(Ketamina®) para 0,1ml de xilasina (9,2mg/kg) (Dopaser®) e em seguida foram coletados o
sangue atraves da puncdo cardiaca e perfundidos com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) 0,1 M com pH 7,4. Além disso, foram coletados os figados e os musculos DIA e QUA

para analise morfologica.

3.3.1 Analise da creatina quinase sérica (CK)

As amostras de sangue foram coletadas por pun¢ao cardiaca no ventriculo esquerdo, em
seguida foram centrifugadas (Centrifuga Refrigerada Multifuge X1R) a 3.000 rpm por 10
minutos. O soro obtido foi utilizado para determinar a atividade da CK. O kit Bioclin Crystal
Kinetic CK, foi utilizado para analise das absorbancias das amostras, que foram lidas a 25°C
utilizando o Espectofotdometro Thermo Scientific GENESYS 10 UV Scanning UV/Visible com

comprimento de onda de 340 nm (Matsumura et al., 2009).

3.3.2 Analise histopatoldogica do figado

Os figados foram coletados e fixados em paraformaldeido tamponado a 10% por um
periodo de 48 horas. Apos esse periodo, as amostras foram desidratadas em alcool etilico,
diafanizadas em xilol e incluidas em polimero. Em seguida, foram feitos cortes com 7um de
espessura e foram montadas as ldminas. Para a analise utilizou-se 2 cortes de cada animal.

A histomorfometria dos hepatdcitos foi analisada por imagens feitas pelo microscopio
de luz com objetiva 40x da marca ZEIZZ- Scope A1 no software AxioVision V4.8.2.0., através
de laminas coradas por Hematoxilina e Eosina (HE). A quantificagcdo da area dos hepatdcitos
foi realizada pelo software Image-Pro Plus 6.3® (Novaes et al., 2012).

A andlise quantitativa do glicogénio hepatico foi analisada por imagens obtidas pelo
microscopio de luz com objetiva 20x da marca ZEIZZ- Scope Al no software AxioVision
V4.8.2.0., através de laminas coradas pelo método do Acido Periddico-Schiff (PAS) (Fu;
Campbell-Thompson, 2017). A quantificagdo da distribuicdo de glicogénio hepatico foi
analisada a partir de um método computacional baseado na segmentagao por cores, utilizando
o software Image-Pro Plus 6.3®. Os resultados foram reportados em percentual de hepatdcitos

PAS+.
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3.3.3 Analise histopatoldgica dos misculos QUA e DIA

ApOs a eutanasia, os musculos QUA e DIA foram retirados, congelados em nitrogénio,
sendo randomicamente direcionados, um lado para sec¢do (obtengao de cortes histoldogicos em
criostato (Leica CM1520), para montagem de laminas (8 pm de espessura) e utilizadas para
coloragcdo com HE e imunofluorescéncia) e o outro lado direcionado para o Western Blotting e

dosagem de GSH Total.

3.3.3.1 Andlise de nucleo central e area de inflamag¢ao dos musculos por HE

Para anélise das fibras musculares regeneradas (fibras com nucleos centrais, Torres;
Duchen, 1987) e das fibras normais (fibras nucleadas periféricas) dos musculos QUA e DIA, as
laminas foram coradas por HE e analisada por imagens obtidas pelo microscopio ZEIZZ- Scope
Al no software AxioVision V4.8.2.0. A contagem de niimero de fibras com nucleo central e
com nucleo periférico foi utilizando o programa ImageJ 1.54d e posteriormente foi expresso
em porcentagem em relacdo ao nimero total de fibras. Foram delimitadas também, as areas de

infiltrados inflamatorios em relagdo a area total do musculo.

3.3.3.2 Analise da degeneracao celular por Imunofluorescéncia

A analise do processo de degeneragdo dos musculos QUA e DIA foi realizada com a
incubacdo da IgG por imunofluorescéncia. Os cortes foram pré-incubados por 30 min com 5%
de albumina de soro bovino em PBS, seguida por uma incubagdo de 1 hora com anticorpo
conjugado de isotiocianato de fluoresceina IgG (Goat anti-mouse IgG, FITC conjugated; E-
AB-101, Elabscience, Hermes et al., 2016). Posteriormente, os cortes foram lavados com PBS
3x por 5 minutos e as laminas montadas TBST + Glicerol (1:4). O niimero de fibras musculares
positivas para IgG foi expresso como uma porcentagem do numero total de fibras musculares
contadas em cada se¢do de todos os grupos experimentais. Os cortes foram analisados em
microscopio optico de fluorescéncia ZEIZZ Scope Al conectado a uma camera de video Axion

503 Color.

3.3.3.3 Andlise de macréfagos por Imunofluorescéncia
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As laminas foram incubadas com anticorpo F4/80 para detec¢do de macrofagos. Os
musculos foram fixados em formalina 9% por 20 segundos, lavados com TBS-T 0,1M 3x por
5 minutos e bloqueados com BSA 3% diluido em TBS-T por 1 h. Em seguida, os cortes foram
lavados e incubados por 30 minutos com anti-F4/80 (ab90247, Abcam) 1:400, overnight, a 4
°C. Posteriormente lavados em TBS-T 0,1M 3x por 5 minutos e incubados com o anticorpo
secundario Texas Red-conjugado anti-rat (1:1000, ab119986, Abcam) por 1 hora, em
temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em TBS-T 0,1 M 3x por 5 minutos e as laminas
montadas TBST + Glicerol (1:4).

As laminas foram visualizadas em microscopio invertido de fluorescéncia e realizadas
a contagem das areas em um?2, contendo a marcacdo do F4/80 com o auxilio do software

ImageJ®.

3.3.3.4 Andlise da Lipofuscina

A lipofuscina ¢ auto fluorescente e as secgdes transversais dos musculos QUA e DIA
foram montadas diretamente em meio de montagem TBST + Glicerol (1:4), para fluorescéncia,
sob laminula. Os cortes foram analisados em microscéopio dptico de fluorescéncia ZEIZZ Scopq
Al conectado a uma camera de video Axion 503 Color. O numero total de granulos de
lipofuscina foi determinado em relacdao a area total do corte pela sua espessura (nimero de

lipofucina/pum?).

3.3.3.5 Analise dos niveis de NF-KB, CAT e 4-HNE por Western Blotting

Para a quantificacdo das proteinas pelo método de Western Blotting, os animais dos
grupos experimentais foram eutanasiados como descrito previamente. Os musculos QUA e DIA
removidos e cortados em pequenos pedagos, homogeneizados imediatamente em 2ml de
tampdo para homogeneizacao (Triton X-100 1%, tris-HCI 100mM (ph 7,4), pirofosfato de sodio
100mM, fluoreto de s6dio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de s6dio 10 mM, PMSF 2 mM
e 0,Img/ml de aprotinina) a 4°C usando homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT
10/35; Kinematica Ag) operado em velocidade maxima por 30 segundos.

Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20 minutos e os sobrenadantes
foram utilizados para analise do extrato total. A determinagdo de proteina foi realizada pelo
método de Bradford. As amostras do extrato proteico foram tratadas com tampao Laemmli (azul

de bromofenol 0,1% e fosfato de sddio 1 M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de
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ditiotreitol 100mM, aquecidas em agua fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto.
Em seguida, 30 pg de proteina foram aplicadas em gel SDS-poliacrilamida a 12% em aparelho
para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA).

A eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90
minutos a 120V (constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As membranas foram
incubadas com solu¢do basal (Trisma base 10mM, cloreto de s6dio 150mM e Tween-20 0,02%)
contendo 3% de leite desnatado, por 2 horas em temperatura ambiente para reduzir a ligagdo
nao especifica de proteinas. Posteriormente, foram incubadas com 10ug de anticorpo primario:
anticorpo  NF-KB (SAB5700046, Sigma-Aldrich); e/ou monoclonal antiCatalase
(SAB5700937, Sigma-Aldrich); e/ou anticorpo policlonal anti-4HNE (AB46545, Abcam),
diluido em 10ml de solugdo basal contendo 3% de leite desnatado a 4°C durante a noite.

No dia seguinte, as membranas foram lavadas por 30 minutos com solucdo basal e
incubadas em 10ml de solucdo basal contendo 1% de leite desnatado e 2,5ug de anticorpo
secundario (anti-rabbit IgG Peroxidase, AB6721, Abcam) por duas horas em temperatura
ambiente. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com
solucao basal. Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas a solugao
de quimioluminescéncia (XB340773, Thermo Fisher Scientific) por 5 minutos, ¢ o sinal
fluorescente foi capturado pelo sistema GeneGnome XRQ (Syngene, Frederick) e o software
Imagel foi usado para quantificar as intensidades das bandas

Para a normalizagao dos dados obtidos foi realizado o controle interno através da
incubacdo das amostras com o anticorpo policlonoal gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(anti-GAPDH, SAB4300645, Sigma-Aldrich). O protocolo consiste na reutilizagdo das
membranas utilizadas para deteccao das demais marcagdes. Para tanto, as referidas membranas
foram lavadas com TBS-T (solugdo basal) 3 vezes, por 10 minutos. Em seguida, foram
incubadas com 10 mL de Stripping Buffer (10mM Tris-HCI pH 7.5; B-Mercaptoethanol 0.1M;
Uréia 8M) durante 1 hora, a 60°C. Apds esse periodo, as membranas foram reequilibradas e
lavadas com TBS-T. A seguir foram incubadas com 10pug do anticorpo primario GAPDH e
2,5ug do anticorpo secundario (goat anti-rabbit IgG Peroxidase labeled), seguindo o protocolo
acima descrito. A quantificagdo da densitometria Optica foi verificada por meio do software

GeneSys.

3.3.3.6 Dosagem de grupamentos sulfidrila — GSH
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As amostras homogeneizadas do QUA e DIA utilizadas para o método de Western
Blotting foram utilizadas para dosagem do GSH. Foi realizada a leitura da absorbancia pelo
espectrofotometro, utilizando-se o equipamento espectrofotometro Thermo Scientific
GENESYS 10 UV Scanning UV/Visible. Na analise utilizou-se 100 uL da amostra, acrescidos
de 100 pL de solugdo de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 mM), em seguida foi realizada a primeira
leitura a 412 nm (Al). Apos esta leitura foi adicionado 20 mL de 4cido 5,5 ditiobis (2-
nitrobenzoico) diluido em metanol (DTNB — 0,01mM) e entdo realizada uma nova leitura (A2),
a 412 nm, apos 15 minutos de reagdo, para determinagdo de grupamentos sulfidrila ndo
protéicos (GSH). A concentracdao de grupamentos sulfidrila (tiol) foi dada por (A1-A2) x 1,57.
A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com método descrito por Bradford

(1976) utilizando albumina do soro bovino para estabelecimento.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados sdao expressos como média + desvio padrao (DP). A analise estatistica
para comparac¢ao direta entre médias dos grupos foi realizada por ANOVA, seguida do teste de
comparagdes estatisticas multiplas entre grupos, sendo o Bonferroni para as analises do estudo
in vitro e teste Tukey para o estudo in vivo. P<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DO EFEITO DOSE-DEPENDENTE DO OLEO DE CBD FULL SPECTRUM
NA PROLIFERACAO, DIFERENCIACAO E VIABILIDADE CELULAR DE FIBRAS
MUSCULARES DISTROFICAS.

As células musculares distroficas de camundongos mdx apresentaram uma progressao
tipica de proliferagdo para diferenciagao e fusdo em miotubos espessos e ramificados (Figura 3
A). A viabilidade celular avaliada por MTT das células distréficas mostrou que o grupo Etanol
25% (60,9%), Veiculo (15,3%) e os grupos de tratamento com CBD de 37,5uM (34,9%), 75
uM (58,0%), 150 uM (69,6%) e 300 uM (84,0%), foi capaz de diminuir significativamente a
viabilidade celular comparado ao Ctrl (Figura 3 B). O grupo CBD full spectrum demonstrou ter
efeito citotoxico nas células musculares distroficas de maneira dose-dependente, sendo
18,75uM (10,9%), 37,.5uM (23,1%), 75uM (50,4%), 150uM (64,1%) e 300uM (81,2%)
comparado ao Veiculo, significativamente (Figura 1B). A dose de CBD 18,75 pM, demonstrou
ser a melhor dose e houve diferenca significativa em relacdo as demais doses 37,5uM (30,7%),
75uM (55,3%), 150uM (67,6%) e 300uM (83,0%).

O tratamento com OU ndo demonstrou ter efeito citotoxico nas células musculares
distroficas comparado ao Ctrl e ao Veiculo (Figura 3 C). O grupo de controle de morte como
Etanol 25% houve reduc¢do significativa da viabilidade celular comparado ao Ctrl (60,91%),
Veiculo (53,85%), OU 0,3125% (61,70%), OU 0,625% (60,42%), OU 1,25% (60,98%) e OU
2,5% (60,98%).

4.2 EFEITO DO OLEO DE CBD FULL SPECTRUM NO TECIDO HEPATICO DOS
CAMUNDONGO MDX

Verificou-se que nao houve alteragao das areas dos hepatdcitos dos grupos avaliados
(Figura 4 A e B), o que ndo demonstrou efeito citotéxico mudando a morfologia do hepatdcito.
A quantitativa do glicogénio hepatico por PAS+ reduziu significativamente no grupo mdxSAL
(49,2%) em relagdo ao grupo BL10 (Figura 4 A e C). O grupo mdx tratado com CBD full
spectrum demonstrou aumento significativo de glicogénio hepatico em relagdo ao grupo
mdxSAL (39,1%). Nao houve diferenga significativa do glicogénio hepatico no grupo mdxCBD
em relacao ao grupo mdxOU. O CBD Full Spectrum demonstrou restaurar o armazenamento de

glicogénio no figado.
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4.3 EFEITO DO OLEO DE CBD FULL SPECTRUM NA MIONECROSE DO MUSCULO
DISTROFICO DOS CAMUNDONGOS MDX

A andlise de nucleos centrais demonstrou que o grupo mdxSAL aumentou
significativamente comparado ao BL10 tanto no DIA (98,1%; Figura 5 A e C) quanto no QUA
(98,9%; Figura 5 B e D). O grupo mdxOU apresentou diminuicdo significativa de nucleos
centrais somente no musculo DIA (58,4%), comparado ao grupo mdxSAL. O grupo mdx tratado
com CBD full spectrum reduziu significativamente o total nucleos centrais nos musculos DIA
(Figura 3 A e C) e no QUA (Figura 3 B e C) comparado aos grupos mdxSAL (92,1% e 65,3%,
respectivamente) e mdxOU (58,4% e 24,7%, respectivamente).

A anélise de IgG-positivas nas fibras musculares apresentou aumento significativo dos
grupos mdxSAL quando comparado ao grupo BL10, tanto no DIA (99,2%; Figura 6 A e C)
quanto no QUA (98,7%; Figura 6 B e D). O grupo mdxOU demonstrou redugdo significativa
das miofibras necréticas positivas a marcacao de IgG somente no musculo QUA comparado ao
grupo mdxSAL (67,2%). Apo6s o tratamento com CBD full spectrum no camundongos mdx,
observou-se reducdo significativa da marcagdo positiva de IgG no muasculo DIA e no QUA em
relacdo aos grupos, mdxSAL (91,7% e 87,3%, respectivamente) ¢ mdxOU (88,5% e 61,5%,
respectivamente).

Os niveis de CK sérico foram estatisticamente maiores no grupo mdxSAL (92,5%) em
relagdo ao grupo BL10 (Figura 6 E). O grupo mdxCBD demonstrou redugdo significativa em
relacdo ao grupo mdxSAL (61,8%). Nao foram encontradas alteragdes significativas no grupo
mdxOU em comparacao aos grupos grupo mdxSAL e mdxCBD.

O CBD Full Spectrum demonstrou prevenir o processo de mionecrose nos musculos

DIA e QUA.

4.4 EFEITO DO OLEO CBD FULL SPECTRUM NO PROCESSO INFLAMATORIO DO
MUSCULO DISTROFICO DOS CAMUNDONGOS MDX

A analise de macréfagos mostrou um aumento significativo do grupo mdxSAL no DIA
(99,9%, Figura 7 A e C) e QUA (99,9%, Figura 7 B e D) em comparagao com o grupo BL10.
O grupo mdxCBD apresentou area de macrofagos significativamente reduzida no musculo DIA
e no QUA em comparagdo com o grupo mdxSAL (99,0% e 89,5%, respectivamente) e no

musculo QUA quando comparado com o grupo mdxOU (85,8%).
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Na analise da area inflamatdria, o grupo mdxSAL apresentou aumento significativo na
area inflamatoéria do musculo DIA (97,8%, Figura 5 A e E) e do QUA (98,0%, Figura 5 B e F)
em comparacao com o grupo BL10. No entanto, o grupo mdxCBD teve a area inflamatoria
significativamente reduzida no musculo DIA e no QUA em comparag¢ao com o grupo mdxSAL
(59,1% e 63,8%, respectivamente) e o grupo mdxOU (49,2% e 62,8%, respectivamente).

O nivel de NF-kB no grupo mdxSAL aumentou no DIA (69,7%, Figura 8 A) e no QUA
(72,4%, Figura 8 B) em comparacdo com o grupo BL10. O grupo mdxOU apresentou
diminuicdo significativa nos niveis de NF-kB apenas no DIA (53,4%) em comparagdo com o
grupo mdxSAL. O grupo mdxCBD apresentou uma redug¢ao significativa no nivel de NF-xB no
musculo DIA e no QUA em comparagdo com o grupo mdxSAL (63,7% e 65,7%,
respectivamente).

O CBD Full Spectrum demonstrou prevenir o processo inflamatorio nos musculos DIA

e QUA.

4.5 EFEITO DO OLEO CBD FULL SPECTRUM NO ESTRESSE OXIDATIVO DO
MUSCULO DISTROFICO DOS CAMUNDONGOS MDX

A anélise dos niveis da CAT no grupo mdxSAL nao demonstrou diferenca significativa
no musculo DIA (Figura 9 A) e no QUA (Figura 9 B) comparado ao grupo BL10. O grupo
mdxOU apresentou aumento significativo dos niveis de CAT apenas no QUA em comparacao
com o grupo BL10 (72,8%) e mdxSAL (68,8%). O grupo mdxCBD apresentou aumento
significativo nos niveis da CAT no DIA em comparacao com o grupo BL10 (87,3%), mdxSAL
(70,1%) e mdxOU (72,8%). Além disso, o grupo mdxCBD apresentou aumento significativo
nos niveis da CAT no QUA em comparag@o com o grupo BL10 (71,5%) e mdxSAL (67,4%).

A analise dos niveis de GSH no grupo mdxSAL nao demonstrou diferenca significativa
nos musculos DIA (Figura 9 C) e QUA (Figura 9 D) comparado ao grupo BL10. O grupo
mdxCBD apresentou aumento significativo no nivel de GSH no QUA em compara¢ao com o
grupo BL10 (87,3%) e mdxSAL (70,1%).

Os granulos de lipofuscina autofluorescentes no grupo mdxSAL apresentaram um
aumento significativo no musculo DIA (95,6%, Figura 10 A e C) e no QUA (97,1%, Figura 10
B e D) comparado ao grupo BL10. O grupo mdxOU apresentou diminui¢do significativa nos
granulos de lipofuscina apenas no DIA (54,7%) em comparagdo com o grupo mdxSAL. O grupo

mdxCBD apresentou reducdo significativa nos granulos de lipofuscina no DIA e no QUA em
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comparagdo com o grupo mdxSAL (84,5% e 41,0%) e mdxOU (65,7% e 52,5%),
respectivamente.

Os niveis de 4-HNE nao apresentaram diferengas significativas entre os grupos dos
musculos do DIA e do QUA (Figura 11 A e B, respectivamente).

O CBD Full Spectrum demonstrou prevenir o estresse oxidativo nos musculos DIA e

QUA.

Figura 3 - Proliferacdo, diferenciagdo e viabilidade celular de fibras musculares distréficas
tratadas com CBD Full Spectrum e OU
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Fonte: Autora (2024).

Legenda: A: Desenvolvimento de células musculares distroficas de camundongos mdx por 6 dias; B: Viabilidade
celular por ensaio MTT em células de camundongos mdx tratados com CBD; C: Viabilidade celular
por MTT em células de camundongos mdx tratados com OU. Os valores sdo expressos como média +
DP. *: diferenca do grupo Ctrl; #: diferenca do grupo Veiculo; &: diferenca em relagdo ao Etanol 25%;
@: diferenca do CBD 18,75 um. A barra de escala € 100um.
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Figura 4 - Analise dos hepatocitos e niveis de glicogénio em camundongos mdx
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Fonte: Autora (2024)

Legenda: A: Seccdes transversais do figado para analise da area dos hepatocitos coradas por HE; B: Analise
quantitativa da area total dos Hepatdcitos; C: Analise quantitativa do glicogénio hepatico corado por
PAS+. BL10: tipo selvagem C57BL/10; mdxSAL: grupo tratado com solugdo salina; mdxOU: grupo
tratado com OU; e o mdxCBD: grupo tratado com 6leo CBD Full Spectrum. Os valores sdo expressos

como média + DP. *: diferenca do grupo BL10. #: diferenga do grupo mdxSAL. A barra de escala ¢
100pum.
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Figura 5 - Analise de nucleo central e area inflamatoria dos musculos DIA e QUA
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Fonte: Autora (2024)

Legenda: A: Cortes transversais do mtisculo DIA coradas por HE, mostrando fibras com nticleos centrais (cabeca
de seta), nucleos periféricos (seta) e area inflamatoria (asterisco); B: Cortes transversais do musculo
QUA coradas por HE, mostrando fibras com nucleos centrais (cabega de seta), nucleos periféricos
(seta) e area inflamatoria (asterisco); C: Analise quantitativo de nucleo central do miisculo DIA; D:
Analise quantitativo de nucleo central do muisculo QUA. E: Analise quantitativo area inflamatoria do
musculo DIA; F: Andlise quantitativo area inflamatoria do musculo QUA. BL10: tipo selvagem
C57BL/10; mdxSAL: grupo tratado com solug@o salina; mdxOU: grupo tratado com OU; e o mdxCBD:
grupo tratado com 6leo CBD Full Spectrum. Os valores sdo expressos como média = DP. *: diferenca
do grupo BL10. #: diferenga do grupo mdxSAL. &: diferenca de mdxOU. A barra de escala é 100pm.
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Figura 6 - Analise das miofibras necroéticas por IgG positivo nos musculos DIA e QUA e niveis
séricos de CK.
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Fonte: Autora (2024)

Legenda: A: Fibras musculares incubadas com de IgG e analisada por imunoflueréncia, sendo IgG-positiva (seta
branca) do musculo DIA; B: Fibras musculares incubadas com de IgG e analisada por
imunoflueréncia, sendo IgG-positiva (seta branca) do musculo QUA; C: Andlise quantitativa da
porcentagem de fibras mionecrdticas no musculo DIA; D: Analise quantitativa da porcentagem de
fibras mionecroticas no musculo QUA; E: Niveis séricos de CK. BL10: tipo selvagem C57BL/10;
mdxSAL: grupo tratado com solugdo salina; mdxOU: grupo tratado com OU; e o mdxCBD: grupo
tratado com 6leo CBD Full Spectrum. Os valores sdo expressos como média + DP. *: diferenca do
grupo BL10. #: diferenga do grupo mdxSAL. &: diferenga de mdxOU. A barra de escala ¢ 100um.
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Figura 7 - Analise do processo inflamatorio dos musculos DIA e QUA
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Fonte: Autora (2024).

Legenda: A: Fibras musculares com marcagdo de macrofagos por F4/80 (ponta de seta branca) no musculo DIA
analisado por imunofluorescéncia; B: Fibras musculares com marcagdo macrofagos por F4/80 (ponta de
seta branca) no musculo QUA analisado por imunofluorescéncia; C: Analise quantitativa de
imunofluorescéncia por F4/80 do musculo DIA; D: Analise quantitativa de imunofluorescéncia por F4/80
do mtisculo QUA. BL10: tipo selvagem C57BL/10; mdxSAL: grupo tratado com solug@o salina; mdxOU:
grupo tratado com OU; e o mdxCBD: grupo tratado com 6leo CBD Full Spectrum. Os valores sao
expressos como média = DP. *: diferenca do grupo BL10. #: diferenca do grupo mdxSAL. &: diferenca
de mdxOU. A barra de escala ¢ 100pm.



Figura 8§ - Analise dos niveis relativos de NF- kB dos musculos DIA e QUA
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Fonte:Autora

Legenda: A: Niveis relativos de NF- KB por Western Blotting do muisculo DIA; B: Niveis relativos de NF-KB por
Western Blotting do musculo DIA. BL10: tipo selvagem C57BL/10; mdxSAL: grupo tratado com solugdo
salina; mdxOU: grupo tratado com OU; e o mdxCBD: grupo tratado com 6leo CBD Full Spectrum. Os
valores sdo expressos como média = DP. *: diferenga do grupo BL10. #: diferenga do grupo mdxSAL. A
barra de escala ¢ 100um.
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Figura 9 - Analise dos niveis de Catalase e GSH total dos musculos DIA e QUA
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Fonte: Autora (2024).

Legenda: A: Niveis relativos de CAT no musculo DIA; B Niveis relativos de CAT no mtisculo QUA; C: Niveis de
GSH no musculo DIA; D: Niveis de GSH no mtisculo QUA. BL10: tipo selvagem C57BL/10; mdxSAL:
grupo tratado com solug¢ao salina; mdxOU: grupo tratado com OU; e o mdxCBD: grupo tratado com 6leo
CBD Full Spectrum. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao. *: diferenca do grupo BL10.
#: diferenga do grupo mdxSAL. &: diferenga de mdxOU. A barra de escala é 100um.



Figura 10 - Andlise dos granulos lipofuscina dos musculos distréficos DIA e QUA
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Fonte: Autora (2024).

Legenda: A: Fibras musculares com presenga de granulos de lipofuscina por autofluorescéncia (ponta de seta
branca) no musculo DIA; B Fibras musculares com presenca de granulos de lipofuscina por
autofluorescéncia (ponta de seta branca) no musculo QUA; C: Analise quantitativa da lipofuscina do
musculo DIA; D: Analise quantitativa da lipofuscina do musculo QUA. BL10: tipo selvagem
C57BL/10; mdxSAL: grupo tratado com solugao salina; mdxOU: grupo tratado com OU; e o mdxCBD:
grupo tratado com 6leo CBD Full Spectrum. Os valores sdao expressos como média + desvio padrao

*. diferenca do grupo BL10. #: diferenca do grupo mdxSAL. &: diferenca de mdxOU. A barra de
escala é 100pm.



Figura 11 - Niveis relativos de 4-HNE dos musculos distréficos DIA e QUA
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Fonte: Autora (2024).
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Legenda: A: Niveis relativos de 4-HNE no musculo DIA; B Niveis relativos de 4-HNE no musculo QUA. BL10:
tipo selvagem C57BL/10; mdxSAL: grupo tratado com solugédo salina; mdxOU: grupo tratado com
OU; e o mdxCBD: grupo tratado com 6leo CBD Full Spectrum. Os valores sdo expressos como média

+ desvio padrao.
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4 DISCUSSAO

No estudo in vitro foi demonstrado que as diferentes concentragdes do 6leo de CBD full
spectrum produziram um efeito citotoxico de maneira dose-dependente nas células musculares
de camundongos distroficos devido a expressiva redugdo da atividade mitocondrial (teste de
MTT; Stoddart, 2011). Segundo Pagano et al. (2020), doses acima de 2 uM de CBD isolado
podem inibir a viabilidade celular em células humanas saudaveis. J4 no estudo de Soundara
Rajan et al. (2017), foi demonstrado que as células humanas orais estromais mesenquimais
sofreram uma redug¢do na viabilidade com doses de CBD isolado acima de 10 uM. Em outro
estudo, o CBD isolado demostrou ser citotoxico nas células neuronais SH-SY5Y, com
concentragdo efetiva de 40 pM e os Oleos de CBD full spectrum nao tiveram efeito na
viabilidade celular em concentragdes de CBD superiores a 1,2 uM (Urasaki ef al. 2020). Estes
dados refor¢am nossos achados sobre o potencial de citotoxidade do CBD full spectrum de
acordo com o tipo celular e a dose utilizada para o tratamento. Contrapondo a agao do CBD ful/l
sprectrum na célula distrofica, foi observado que doses altas de OU ndo influenciaram a
atividade metabolica celular, no presente estudo. Em um estudo com modelo experimental de
enxaqueca, Woodman et al. (2022) constataram que inclusdo de extrato de semente de uva como
suplemento dietético pode oferecer uma opgdo terapéutica complementar segura, além de ser
capaz de ativar os receptores endocanabindides. Além disso, o OU possui propriedades
benéficas a satide que sdo detectadas principalmente por estudos in vitro, como propriedades
anti-inflamatorias, cardioprotetoras, antimicrobianas e anticancerigenas, podendo interagir com
vias celulares e moleculares (Garavaglia et al. 2016; Miller et al. 2018). Sendo assim, a
utilizacdo do OU como veiculo de dilui¢do para o 6leo de CBD, como realizado no estudo in
vivo, mostra-se vantajosa.

O modelo de DMD, o camundongo mdx, apresenta intenso estresse oxidativo e
inflamacao exacerbada nas suas 3 a 4 semanas de vida, que contribuem consideravelmente com
a mionecrose (Fairclough, Bareja e Davies 2011). Assim, no presente estudo iniciou-se o
tratamento com CBD full spectrum nas primeiras semanas de vida do animal buscando intervir
nos estagios iniciais da doenca.

Os efeitos bioldgicos multidirecionais do CBD estdo sendo elucidados em varios
modelos pré-clinicos, incluindo suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorios (Burstein,
2015; Pellati et al. 2018). O tratamento com 10mg/kg de 6leo CBD full spectrum por 14 dias
ndo causou hepatotoxicidade no modelo distréfico. Colaborando com este resultado, o estudo

de Li, Zagorski e Kaminski (2023), demonstrou pouca alteragdo no tecido hepatico nos
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conjuntos de dados de genes e vias em uma concentracdo de CBD igual ou inferior a 10 pM.
Além disso, o 6leo de CBD full spectrum foi capaz de reestabelecer o armazenamento de
glicogénio hepatico dos camundongos mdx. O metabolismo do glicogénio, segundo Stapleton
(2014), ¢ defeituoso em camundongos distréficos, onde existe um aumento do glicogénio
muscular esquelético e uma redu¢do da quantidade de glicogénio hepatico, além disso,
apresenta intolerancia a glicose. O glicogénio ¢ importante para fornecer glicose como fonte de
ATP para eventos que requerem energia, como contragdo muscular e manipulacao de célcio e
todo o processo de regeneragdo muscular (Ortenblad ef al. 2011). Sendo assim, o aumento do
glicogénio hepdtico colabora com nossos resultados na melhoria do fenétipo distréfico do
camundongo mdx frente ao tratamento precoce com 6leo de CBD full spectrum.

A fragilidade da fibra muscular aos danos causados pela auséncia da distrofina no
musculo distrofico € evidenciado pelo processo de necrose, incluindo a perda da integridade da
membrana plasmatica com a liberagdo de padroes moleculares associados a danos, captagdo de
proteinas plasmaticas e alteragdo na morfologia celular com nucleag¢do central (Shin et al.
2013). Trabalhos anteriores avaliam a extensao da necrose miofibrilar por meio de marcadores
intracelulares como IgG positivo e o corante Evans Blue (Briguet ef al., 2004; Marques et al.
2007; Mancio et al, 2017). O 6leo CBD full spectrum produziu efeitos positivos neste estudo,
demonstrando importante agdo preventiva da degeneragdo do musculo distrofico do modelo
mdx. lannotti et al. (2018) realizaram o tratamento com CBD isolado em camundongos mdx de
34 semanas e observaram reducdo de nucleos centrais e arecas inflamatérias no musculo
gastrocnémio. Esses dados reforcam a evidéncia que o CBD pode agir nos processos de
mionecrose tanto precocemente quanto tardiamente nos musculos distroficos. Este achado ¢
sustentado ainda por outros estudos que associam o potencial preventivo de terapias frente a
mionecrose, reduzindo os niveis séricos de CK, a presenca de nucleos centrais e marcacao
positiva ao IgG no tecido muscular distroéfico (Hermes et al. 2019; Mancio et al. 2017; Macedo
et al. 2020).

A degeneracao muscular em pacientes com DMD est4 intimamente associada a uma
resposta inflamatoria prolongada e, embora isso seja importante para estimular a regeneragao,
acredita-se que a inflamagdo também exacerbe o dano muscular (Tulangekar; Sztal, 2021). A
contribuicao de cada subtipo de macréfagos para a patogénese da DMD ainda nao esté clara,
no entanto, o equilibrio entre as populacdes de macrofagos M1 e M2 continua a ser um fator
critico para reduzir processos inflamatorios cronicos e maximizar o potencial regenerativo do
musculo (Evans et al., 2009). O NF-«xB estd envolvido em varios mecanismos relacionados a

progressao da distrofia (Apolinario ef al. 2015). Estudos vem demonstrando que a inibigao de
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NF-«B leva a regeneragdo muscular em varios modelos de mionecrose em camundongos mdx
(Apolinario et al., 2015). As intervengdes que inibem os processos inflamatérios em modelos
de DMD reduzem significativamente o dano muscular e a gravidade da patologia (Messina et
al. 2006), além disso o NF-«xB ativado amplifica ainda mais a liberagdo de EROs e proteinas
pro-inflamatoérias (como TNF-a e IL-1B) (Peterson et al., 2011). Neste estudo, demonstramos
que a diminui¢do dos macrdofagos e dos niveis de NF-kB pelo uso do CBD full Spectrum foi
acompanhada pela efetiva redug@o do processo inflamatorio e do estresse oxidativo no musculo
distrofico do modelo mdx. Este achado esta de acordo com Silvia et al. (2019), que
demonstraram que o CBD pode reduzir a atividade do NF-kB .

A geragdo das EROs ¢ subsequente ao dano ao sarcolema e esta fortemente associado a
mionecrose e a inflamacao (Tidball; Welc; Wehling-Henricks, 2018) e o organismo dispde de
um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio, mas
quando em excesso 0 organismo nao consegue controlar e gera o estado de estresse oxidativo
(Kim et al.,2013). O GSH total foi consideravelmente reduzido nas doengas rapidamente
progressivas DMD e segundo Spassov ef al. (2011), demonstraram diminui¢do do conteudo de
GSH e GSSG nos musculos mastigatorios dos camundongos mdx. Dorchies et al. (2009)
demonstraram que os antioxidantes naturais preveniram o dano oxidativo, restauraram o
conteudo de GSH e protegeram contra a patologia distrofica nos modelos experimentais de
DMD. A CAT ¢ uma enzima com acao antioxidante que catalisa a quebra de H>O> em HyO e
Oz com uma taxa de renovagdo extremamente alta e sua expressdao ¢ aumentada em fibras
musculares altamente oxidadas (Powers ef al. 2011). Nao ha muitos estudos elucidando o papel
do CBD nos niveis de CAT, mas sabe-se que o CBD estimula o receptor PPAR vy, que coopera
com o fator nuclear eritrdide 2 (Nrf2) e demonstra suas propriedades citoprotetoras ao se ligar
a regido especifica dos genes que codificam as proteinas antioxidantes CAT, Mn-SOD e heme-
oxigenase-1 (HO-1) (Jitcd et al., 2023). Segundo O'Sullivan et al. (2016) a atividade direta do
CBD no receptor PPARy demonstra propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes, além disso
aumenta a acao do AEA e 2-AG, que também sdo agonistas do PPARY, que possuem efeitos no
equilibrio das EROs e na inflamacdo. Neste estudo, identificamos que o CBD full Spectrum
produziu efeitos positivos na acdo antioxidante das moléculas CAT e GSH no miusculo
distrofico dos camundongos mdlx.

Alguns marcadores do estresse oxidativo como adutos de proteinas 4-HNE e granulos
de lipofuscina (Hermes et al., 2020) foram avaliados neste estudo. O 4-HNE ¢ gerado em
condi¢des que ocorre a peroxidacdo lipidica e altera a permeabilidade e a integridade da

membrana. Estudos demonstram que as doses repetidas de CBD, produzem efeitos
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antioxidantes e reduzem as modificagdes lipidicas e proteicas (Wang et al., 2017; Atalay et al.,
2020). No estudo de Wang et al. (2017), houve uma reducdo na peroxidagao lipidica do figado
apos lesdo hepatica induzida pelo alcool com o tratamento de CBD isolado em camundongo
C57BL/6J. Ja em nosso modelo, ndo observamos diferengas significativas.

A Lipofuscina ¢ um biomarcador do envelhecimento e do estresse oxidativo cronico. Se
destaca como um produto da lesdo oxidativa de macromoléculas celulares por radicais livres
derivados do oxigénio e ion metalico redox-ativo (Sohal; Brunk, 1989; Brunk; Terman 2002).
No musculo distrofico, a Lipofuscina € identificada em humano na idade entre 2 a 7 anos € em
camundongos mdx ocorre muito mais cedo, 4 semanas apOs o nascimento, quando a
degeneracao primaria das miofibras deficientes em distrofina estd no auge (Nakae ef al., 2004).
Segundo Terrill et al. (2013), aos 3 meses de idade, o nivel de lipofuscina aumenta
significativamente (duas a trés vezes) nos musculos dos camundongos mdx, em comparagao
com os controles e hd pouca manifestacdo da doengca em camundongos adultos jovens. No
estudo de Hermes et al. (2020), investigou o efeito do Tempol nos niveis de liposfucina em
camundongos com 28 dias e verificou redu¢ao dos nimeros de granulos de lipofuscina. Assim
como também constatamos a ac¢do do 6leo de CBD full spectrum na diminuigdo da lipofuscina
no tecido muscular dos camundongos distréficos estudados, evidenciamos a instalagdo e
exacerbacdo precoce do estresse oxidativo ainda em estagios iniciais da doenga no modelo

experimental, preventivamente controlada pelo tratamento proposto.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base no exposto, € possivel dizer que o tratamento com 6leo de CBD full spectrum
apresentou efeito citotoxico dose-dependente para a fibra muscular distréfica. No entanto, no
modelo experimental mdx, o tratamento com 6leo de CBD full spectrum na dose proposta e
periodo estudado demonstrou ser seguro e eficaz na redugdo dos parametros diretos e indiretos
de avaliacdo da miopatia. Os resultados indicam que o o6leo de CBD full spectrum pode

representar uma nova abordagem promissora para tratamento da DMD.
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