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RESUMO

O A9-tetrahidrocanabinol e o canabidiol (THC e o CBD) sdo fitocanabinoides de grande
potencial terapéutico. Presentes na Cannabis sativa, o primeiro ¢ reconhecido por seus efeitos
psicoativos; e o segundo pelo amplo efeito terapéutico. O CBD ¢é um potente
anticonvulsivante, antitumoral, anti-inflamatorio e antinociceptivo. Todavia, apresenta baixa
biodisponibilidade, apés administragdo por via oral; e esta disponivel somente na forma de
solugdes oleosas. O planejamento de analogos do CBD ¢ uma possibilidade para contornar as
limitacdes relacionadas ao uso desta substancia. No presente estudo, objetivou-se investigar o
potencial antioxidante, antitumoral, anti-inflamatério e antinociceptivo de oito derivados e
analogos do CBD. A avaliagdo da atividade antioxidante foi feita usando trés métodos
quimicos (FRAP, DPPH e ABTS). Como resultado, MPP_CBD ¢ CBD_R104 se destacaram
nos testes de redu¢do de ABTS e DPPH. O perfil antitumoral foi testado usando trés linhagens
de células tumorais: leucemia mieldide cronica (K-562), leucemia monocitica aguda (THP-1) e
adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231), por meio da determinagdo do valor da
concentracdo de inibitoria 50% (Cls). Dentre as substancias analisadas, MPP_CBD,
CBD_R104, RAC6 ¢ RAC6_ADb demonstraram valores de Cls, proximos aos dos fairmacos
utilizados como controle positivo. A atividade anti-inflamatoria in vitro foi feita por meio da
dosagem indireta do 6xido nitrico (NO), em que todas as substancias bloquearam a producao
de NO. Foram avaliados os niveis interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4), interleucina 6
(IL-6), interleucina 10 (IL-10), fator de Necrose Tumoral (TNF), interferon-gama (INFy) e
interleucina 17A (IL-17A) e RAC6 ¢ RAC6_Ab foram capazes de reduzir os niveis de 1L-6.
Por fim, o RAC6 mostrou-se ativo quando administrado por via intraperitoneal na dose de 20
mg/kg, sem interferir na atividade motora dos animais, € 0 mecanismo proposto demonstrou
que sua a¢do depende da interagdo com o receptor CB1. Dessa maneira, o presente estudo
salientou que o planejamento de substancias andlogas ao CBD ¢ promissor na busca por

moléculas mais ativas e com melhor potencial farmacocinético.

Palavras-chave: CBD; analogos; derivados; antioxidante; anti-inflamatério; antitumoral;

antinociceptiva



ABSTRACT

Delta-9-tetrahydrocannabinol and cannabidiol (THC and CBD) are phytocannabinoids with
great therapeutic potential. Present in Cannabis sativa, the former is recognized for its
psychoactive effects, and the latter for its broad therapeutic effect. CBD is a potent
anticonvulsant, antitumor, anti-inflammatory, and antinociceptive agent. However, it has low
bioavailability after oral administration and is only available in the form of oily solutions.
Planning CBD analogs is a possibility to overcome the limitations associated with the use of
this substance. In this study, the aim was to investigate the antioxidant, antitumor,
anti-inflammatory, and antinociceptive potential of eight derivatives and analogs of CBD. The
evaluation of antioxidant activity was performed using three chemical methods (FRAP, DPPH,
and ABTS). As a result, MPP_CBD and CBD_R104 stood out in ABTS and DPPH reduction
tests. The antitumor profile was tested using three tumor cell lines: chronic myeloid leukemia
(K-562), acute monocytic leukemia (THP-1), and human breast adenocarcinoma
(MDA-MB-231), by determining the value of the 50% inhibitory concentration (IC50).
Among the substances analyzed, MPP_CBD, CBD R104, RAC6, and RAC6 Ab
demonstrated IC50 values close to those of drugs used as positive controls. In vitro
anti-inflammatory activity was determined by indirectly measuring nitric oxide (NO) levels,
where all substances blocked NO production. Levels of interleukin 2 (IL-2), interleukin 4
(IL-4), interleukin 6 (IL-6), interleukin 10 (IL-10), Tumor Necrosis Factor (TNF),
interferon-gamma (IFNy), and interleukin 17A (IL-17A) were evaluated, and RAC6 and
RAC6_Ab were able to reduce IL-6 levels. Finally, RAC6 showed activity when administered
intraperitoneally at a dose of 20 mg/kg, without interfering with the animals' motor activity,
and the proposed mechanism demonstrated that its action depends on interaction with the CB1
receptor. Thus, the present study highlighted that planning substances analogous to CBD is

promising in the search for more active molecules with better pharmacokinetic potential.

Keywords: CBD; analogs; derivatives; antioxidant, anti-inflammatory; antitumor;

antinociceptive.
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1 INTRODUCAO

Existe atualmente uma especialidade voltada para a natureza e causa das doencas,
conforme observacoes de alteragcdes na estrutura e/ou na funcdo de células e tecidos causadas
pelo processo patolégico que ndo podem ser tratados em razdo da falta de algum farmaco
efetivo e seguro. A pandemia do novo coronavirus foi um exemplo palpavel de como a
auséncia de tratamento para uma doenca pode ser devastadora. Para além do estado pandémico
vivido recentemente, essa ¢ a realidade de algumas pessoas que vivem com doengas que nao ¢
possivel curar. Entretanto, o CBD ¢ um farmaco com um amplo espectro de agdo, e até o
presente momento, apresenta um bom perfil de seguranga. Desde que foi ‘redescoberto’, vem
sendo amplamente estudado e demonstrado resultados promissores. Por conseguinte, o
farmaco ja foi descrito como anti-inflamatério, neuroprotetor, antioxidante, analgésico,
anticonvulsivante, antimicrobiano, laxativo, ansiolitico, antidepressivo, antipsicotico dentre
outras atividades (WHITE, 2019; WHO, 2017).

Porém, os estudos enfrenam resisténcia por parcelas da sociedade, inclusive do Poder
Judiciario, ja que o CBD ¢ isolado de uma planta considerada ilegal na maior parte dos paises
da América Latina, e seu uso passivel de prisdao (ROSSI, 2018). Entretanto, em paises como os
Estados Unidos, o CBD, mesmo sendo ilegal em inimeros estados e para a legislacao federal,
vem sendo testado em balas de gelatina com melatonina (COHEN et al., 2023). O CBD, junto
a quase outras 400 substancias quimicas, esta presente nas diferentes espécies de Cannabis
spp. e acredita-se que seja especificamente mais facilmente encontrado nas fibras da espécie
Cannabis ruderallis (ANDRE et al., 2016). Existem outras espécies da planta ricas em outros
fitocanabinoides, como no caso da espécie Cannabis sativa que produz uma maior
concentracdo de A9-THC, sendo este o responsavel pelos efeitos psicotropicos observados
com o uso da planta (ANDRE et al., 2016; AIZPURUA-OLAIZOLA, et al., 2020).

Para além do seu efeito psicotropico, a Canabis ¢ uma planta que no Novo Mundo
estava associada a pessoas escravizadas e posteriormente a hispanico descendentes. No Brasil,
0 primeiro pais a proibir o uso da planta, ela era considerada ‘droga de preto’. Tanto que o
nome popular da droga, ‘Maconha’ e ‘Diamba’ sdo nomes de origem Kimbundu, uma lingua
falada em Mogambique. Em 1933, ocorre a instauragdo da lei da vadiagem, que basicamente

proibia ser preto, uma ferramenta para manutengao de poder sobre corpos pretos. Dai o uso da
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erva passou a ser considerado crime no Brasil e hoje a apreensao por trafico de drogas ¢ um
dos principais motivos para o encarceramento em massa. Sabe-se que atualmente o pais possui
a terceira maior populacdo carceraria do mundo, e assim como nos Estados Unidos, a maior
populacdo em carcere privado mundial € constituida por pessoas pretas. Além disso, ainda hoje
acusacoes de crimes relacionados ao trafico de drogas ¢ o maior fator encarcerador da
juventude preta e pobre (CARLINI 2010; ZUARDI, 2006).

Estudos cerceando a utilizagdo do CBD e a comprovacao de tal como farmaco,
trouxeram novamente o cunho medicinal da Canabis em voga. Entdo, desde a elucidacdo de
sua estrutura em 1964, e posteriormente estudos do uso do composto como um
anticonvulsivante em 1980, proporcionaram um crescimento na pesquisa sobre o seu uso em
diversas patologias. Reverberando seu uso como panaceia, como feito na medicina Ayurvédica
e Tradicional Chinesa, que contam basicamente com a utilizacdo de plantas no tratamento de
inimeras doencas. Por outro lado, ¢ evidente que a elucidagdo e estudos acerca do A9-THC e
seus efeitos psicoativos foram de grande importancia para que o CBD possuisse a imagem e
aceitagdo que possui hoje, tendo em vista que o nome Cannabis medicinal deve-se justamente
aos tratamentos atribuidos a a¢do do CBD (MECHOULAM et al., 2014; TOUW, 1981).

E crucial ressaltar a importancia do sistema endocanabinoide na compreensio e estudo
do mecanismo de agdo dos fitocanabinoides. O THC possui afinidade pelos receptores
canabinoides do tipo 1 e 2 (CB1 e CB2), que estio presentes no sistema nervoso central (CB1)
e nas regides periféricas do organismo (CB2), como o trato gastrointestinal e o sistema imune.
E justamente o fato do THC se ligar ortostericamente ao CB1 que gera sintomas psicotropicos
com o uso dessa substancia. Todavia, o CBD nao se liga aos receptores da mesma forma,
apresentando até mesmo uma agao antagonista nos receptores CB2. Também, a capacidade de
atuar como agonista inverso ou antagonista dos receptores, confere ao CBD um potencial
terapéutico em diversas condi¢des. Além disso, o composto possui outros sitios de acdo, se
liga a outros receptores, possuindo acao direta e indireta nos receptores canabinodides, podendo
atuar até mesmo no controle da recaptura da anandamida (AEA), um endocanabinoide (WU,
2019).

Assim, o CBD pode atuar tanto no sistema endocanabinoide quanto nos receptores
adrenérgicos. Entretanto, parte significativa da atuagdo do composto segue inexplicada, como,

por exemplo, sua agdo como anticonvulsivante. Por outro lado, o CBD tem o mecanismo de



24

acdo bem claro quando se trata da ativacdo dos receptores adrenérgicos, em vias
neuroprotetoras. Também ¢ bem conhecido que este fitocanabinodide apresenta afinidade por
outros receptores acoplados a proteina G (GPRs), além de sua participagdo no processo de
sensibilizacdo e dessensibiliza¢cdo de canais de sédio (MECHOULAM et al., 2002b).

Os pontos desfavoraveis do estudo e uso do CBD sdo justamente suas propriedades
farmacocinéticas, como a alta lipofilia e baixa absor¢dao. Além disso, devido ao seu carater
lipofilico, a manipulagdo e o desenvolvimento de formulagdes para obtencdo de um
medicamento sdo altamente laboriosos. Outro fator que dificulta esse manejo ¢ a semelhanga
estrutural entre o CBD e o THC e a possibilidade de conversdo do CDB em THC em meio
acido, como no estdmago (pH entre 1,5 e 2). Esse ponto ¢ extremamente desfavoravel,
considerando que alguns pacientes que usam o composto o fazem como forma de tratamento a
dependéncia ao THC e outras drogas. A alta lipofilia também confere ao composto uma baixa
absorc¢do, necessitando a administragcdo de doses elevadas para alcancar o efeito esperado
(MECHOULAM & HANUS, 2002; WHO, 2017).

Derivados e analogos que mimetizam os efeitos do CBD, mas com melhores
propriedades farmacocinéticas sdo alvos na pesquisa por novos farmacos no tratamento de
doengas envolvendo processos inflamatorios, por exemplo. Derivados do CBD ja vém sendo
usados no tratamento de algumas patologias, como a canabidivarina, usada como medicamento
orfao para doencas convulsivas graves. Todavia, a busca por novos candidatos a farmacos ¢
necessaria, principalmente considerando os resultados promissores do CBD (HILL et al.,

2012; MORALES et al, 2017a).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cannabis sativa

Cannabis sativa ¢ considerada uma das cinco ervas sagradas deixadas pelos deuses e
suas folhas s3o moradas para o anjo da guarda, segundo o sanscrito hindu Atbarva Veda. Além
disso, acreditava-se que a erva foi deixada pelos deuses para a humanidade para que pudesse
obter prazer, perder o medo e ter desejo sexual, segundo outro sanscrito hindu, Raja Valabbha.
Na China, era considerada um dos cinco grdos essenciais, junto ao arroz, soja, cevada e
milheto. Achados arqueoldgicos, datados de 2000 a. C., sugerem seu uso na fabricagdo téxtil
na China e em colOnias chinesas. Adicionalmente, a acdo medicinal da Canabis é descrita no
Pen-Ts'ao Ching, um compilado de registros da medicina tradicional chinesa, datado de 100 d.
C. Além disso, existem indicios de que a planta tenha sido citada no Velho Testamento, na sua
tradu¢do em Aramaico, na passagem em que Deus direciona Moisés a fazer um 6leo santo.
Dentre as ervas escolhidas para perfumar o 6leo, encontra-se kene bosm, que significa ‘cheiro
bom’. Considerando a familiaridade do nome em outros idiomas, por exemplo, kanab, do
Persa, associada a popularidade da planta entre os semitas na época, os indicios sao grandes de
que se tratava da Canabis. Nesse sentido, observa-se que a planta esteve associada ao homem
durante a historia, sendo usada na fabricacdo de roupas e papéis, como medicamento e um
alucinégeno (AMIN & ALIL 2019; TUOW, 1981).

Outrossim, a planta foi primeiramente difundida e usada em paises da Asia. Por
exemplo, na medicina Ayurvédica existem diversas preparacdes usando a semente, folha ou
flor da Cannabis. Todavia, estudos nos padroes da medicina ocidental iniciaram-se no século
19, em que se encontram alguns relatorios de seu uso. Em meados do mesmo século, o médico
irlandés O’Shaughnessy publicou seu trabalho, descrevendo formas populares de preparo para
o consumo. Nos documentos médicos produzidos por O’Shaughnessy constam informacdes
sobre a toxicidade da planta em animais e humanos, assim como sua eficacia no tratamento de
reumatismo, convulsdes e espasmos musculares. Esses trabalhos foram publicados no livro do
médico Jacques-Joseph Moreau, que também trabalhou com a planta na forma de haxixe, a
resina da planta, no tratamento de doengas da mente. Pode-se inferir a tamanha influéncia dos

dois trabalhos, apresentando a Canabis ao mundo ocidental, pelo fato de que, na segunda
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metade do mesmo século, foram publicados mais 100 artigos sobre a importancia terapéutica
da planta. Infelizmente, os anos que viriam levariam ao declinio das pesquisas e isso se deve a
alguns fatores, como a dificuldade na reprodutibilidade, devido a variac¢do das safras, espécies
e preparo da planta. Entdo, percebe-se o interesse da medicina ocidental pela Canabis como
um medicamento, porém mesmo avangando nos estudos algumas varidveis precisavam ser
eliminadas (ZUARDI, 2006).

Entretanto, com a chegada do século XX chegou também um novo olhar sobre a
planta, que, devido aos efeitos psicoativos, passou a ser considerada uma droga ilicita, e entdo
o uso proibido e punido legalmente. Cabe ressaltar que, seguindo a linha do autor Elisandro
Carlini (2006) que usa o nome popular maconha para designar Canabis, este termo sera
utilizado neste trabalho, por reconhecer a importancia do nome para a relevancia historica e
social da planta (CARLINI, 2006; CARLINI, 2010). O Brasil foi pioneiro na criminalizagao
da maconha e na década de 30 ja eram realizadas as primeiras prisdes por posse e trafico dessa
droga. Além disso, em 1924, na 2* Conferéncia Internacional do Opio, formada para discutir
sobre opio e cocaina, o delegado Pernambucano foi bem enérgico ao afirmar que a maconha
era ainda mais perigosa que as duas drogas em questdo. Porém, tudo isso era controverso até
mesmo para comunidade médica da época, que segundo registros encontrados, indicava a
utilizacdo da fumaga dos Cigarros Grimault no tratamento de asma, inclusive em pacientes
pediatricos (Figura 1). Existia também o uso do extrato da planta no tratamento de inimeros
sintomas e patologias, tendo no rétulo do frasco a indicacdo do seu poder sedativo e
alucinogeno, além da dose a ser administrada para alcancar estes efeitos (Figura 2) (ZUARDI,

2006).



Figura 1- Propaganda de Cigarros Grimault
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FONTE: Carlini (2006, p.2)

Figura 2 - Dois exemplares do extrato fluido da planta, datados da década de 1930
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FONTE: https://americanhistory.si.edu/collections/search/object/nmah_718525 (acessado Out/2022)
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Fato ¢ que realmente a maconha era perigosa, pois era usada de forma recreativa por
povos nao brancos no Brasil. A maconha era associada a pessoas negras porque foram elas que
introduziram a planta no continente, e foram apreendidas pelo uso da maconha a partir de 1930
(CARLINI, 2010). Por conseguinte, ha registros cientificos de como era esse racismo
principalmente na comunidade médica, como no texto de prefacio da ‘MACONHA -
Coletanea de Trabalhos Brasileiros’, promovido pelo Servigo Nacional de Educagdo Sanitaria,
do ano de 1958 (Figura 3), em que declara que o problema da maconha ¢ um problema na
manuten¢do da eugenia da raga e coloca seus usudrios como seres inferiores, além de ser
possivel encontrar nos trabalhos, sem esfor¢o, a descrigdo animalesca, como faziam com
escravizados, dos objetos de estudo, por se tratar de pessoas negras (CARLINI, 2010; MIN.
DA SAUDE, 1958).

Figura 3- Trecho do texto do prefacio e capa da Coletanea de Trabalhos Brasileiros de titulo
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FONTE: Ministério da Satde (1958)

Sabe-se que a guerra contra a maconha foi travada no mundo todo e a repressdo nao
existiu somente no Brasil. Nos Estados Unidos da América, em 1937, foi instaurado o

Marijuana Tax Act que previa legalmente o pagamento para posse da erva, sendo cem vezes
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maior o valor para uso nao médico. Outro ponto importante de ressaltar é que os maiores
usudrios da planta nesse momento e até¢ o fim do século 20, eram pessoas hispanicas e
afro-americanas. Assim, a repressdo foi tdo severa que Cannabis sativa foi retirada da
farmacopeia estadunidense (ZUARDI, 2006). Como resultado a essa criminalizagdo,
instaurou-se uma forte naquele momento e a dissemina¢ao do discurso que maconha era uma
droga mais nociva que o 6pio. A planta adquire sua ma fama, sendo renomeada nos Estados
Unidos para Marijuana, nome popular da erva entre pessoas latino-americanas, dando a planta
e aos hispanicos uma imagem negativa. Entre médicos e servigos de promogdo a saude, a
planta se tornou um entorpecente temido, e materiais de conscientizacdo (Figura 4) eram

usados para alertar as pessoas do perigo da droga (CARLINI 2006).

Figura 4 - Cartaz do filme educativo ‘Marijuana’, sobre os perigos do uso da maconha
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FONTE: https://www.nlm.nih.gov/exhibition/pickyourpoison/exhibition-marijuana.html (acessado Out2022)

Entretanto, o cendrio atual encontra-se um pouco mais animador legalmente e
socialmente que o visto no século passado. Por conseguinte, alguns Estados Estadunidenses,
como Alaska, ja liberam o uso da planta recreativamente, em alguns como Alabama o uso ¢
somente medicinal, e em outros, como Georgia, o uso ¢ criminalizado (KIM et al., 2020). No
Canadda e Uruguai existe um consenso nacional quanto ao uso adulto ser legalizado

(CANADA, 2018; QUEIROLO et al., 2018). No Brasil, entre progressos e retrocessos existem
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brechas que permitem o uso medicinal, mas o plantio e produ¢do do 6leo expde o paciente ou
produtor a punicao legal, pelo fato de que essas liminares sdo passiveis de revogacao e
cassagdo, como no caso da ABRACE Esperanga em 2021 (OLIVEIRA, 2021). Mesmo assim,
existem atualmente no Brasil diversas empresas em diferentes setores de uso da Céanabis, como
cosmético, mapeamento genético do perfil canabinoide, melhoramento genético de sementes,

produtos homeopaticos, fabricacao téxtil, dentre outros (CASTRO, 2020).

2.2 Fitocanabinoides

De acordo com Thomas & ElSohly (2016), a Canabis foi uma das primeiras plantas
cultivadas pelo ser humano sem o propdsito alimentar, sendo usada como medicamento,
entorpecente e fabricacao téxtil. A planta do género Cannabis spp. (Figura 5) pertence a
familia das Cannabinaceas ¢ originaria do sudeste da Asia. Cabe ressaltar que ¢ uma planta
herbacea com florada anual, ou seja, suas flores e maturagdo acontecem uma vez ao ano, sendo
variavel a localidade (THOMAS & ELSOHLY, 2016). Sobre as espécies, ha divergéncia nos
critérios cientificos em que alguns pesquisadores defendem que a Canabis possui somente uma
espécie, Cannabis sativa, com as variagdes principais var. indica e var. ruderalis, enquanto
outros acreditam se tratar de uma planta politipica existindo, dentre outras, as espécies
Cannabis ruderalis ¢ Cannabis indica (Figura 6). De todo modo, pode ocorrer variagdes
muito grandes entre ambas as espécies, desde diferencas no tamanho e disposi¢ao das folhas e

fibras, e a propor¢ao de fitocanabinoides presentes (SCHULTES et al., 1975).
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Figura 5 - Desenho das formas da planta Cannabis sativa

Gannabis sativa L

FONTE: Kohler (1887)

A diferenca nas folhas e tamanhos dos caules, ou sua prevaléncia, sdo fatores
importantes para o reconhecimento da planta, por exemplo, a espécie C. ruderalis, ¢ um tipo
selvagem, crescendo em regidoes de mata da Sibéria, e além dela as outras subespécies t€m
variagdes que sdo domesticadas e selvagens. A espécie C. sativa apresenta folhas mais
compridas e o pé fica mais alto. A espécie ou variacdo indica possui folhas mais largas e seu
tronco fica mais espesso e mais baixo, sendo muito semelhante a um arbusto, como observado
na Figura 6. Além disso, acredita-se que os niveis dos fitocanabinoides e outros compostos
quimicos sao indicadores de espécies diferentes (ANDERSON, 1980; SMALL &
CRONQUIST, 1976).
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Figura 6 - Algumas diferengas estruturais entre as espécies de Cannabis spp.
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S: C. sativa; 1: C. indica; R: C. ruderalis
FONTE: Anderson (1980, p.6)

Os fitocanabinoides representam um grupo de compostos terpeno-fendlicos contendo
21 carbonos (C21) produzidos predominantemente na Canabis, dispostos em concentragdes
diferentes, em partes distintas da planta (ANDRE et al., 2016). Por exemplo, a concentragdo
de THC nas flores ¢ maior que nos caules e folhas. Existem 11 subclasses, dentre as quais os
mais de 100 fitocanabinoides estao divididos, e reconhece-se 0 CBD-type como uma classe de
compostos com a estrutura base semelhante a do CBD (Tabela 1). Porém, ndo existem
somente fitocanabinoides na planta, ela ¢ composta por outras duas classes de substancias com
atividade biologica, terpenoides e flavonoides, que também modulam o seu efeito psicoativo.
Na Figura 7 estd ilustrada a sintese dos principais compostos produzidos na maconha. Dessa
forma, a planta possui mais de 500 compostos quimicos, e dentre os que possuem atividade
bioldgica, os fitocanabinoides abrangem os compostos mais proeminentes, como o THC e o

CBD (FILIPIUC et al., 2021; JIN et al., 2020).
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Tabela 1 - Classificagdo dos fitocanabinoides (continua)

Classes dos
Compostos

A9-THC-type

A8-THC-type

CBD-type

Canabinerol
(CBG)-type

Canabicromeno
(CBC)-type

Canabinol
(CBN)-type

Canabinodiol

(CBND)-type

N° de
Compostos

25

10

16

11

Estrutura base

S R
) ReO R,
OH
@ R
S o) R
Rz




Canabiciclol 3
(CBL)-type R

Tabela 2 - Classificagdo dos fitocanabinoides (conclusdo)

Classes dos N° de Estrutura base
Compostos Compostos
Canabielsoin 5
(CBE)-type
Canabitriol 9 OH
(CBT)-type om
|
o] R
Outros tipos 30 I
ndo-classificad LAk U
oS T wor e -.-"l-:.l]

Adaptado Filipiuc (2020)

Figura 7 - Esquema demonstrativo da sequéncia de sintese dos compostos bioativos
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Quando os primeiros fitocanabinoides foram isolados eles eram chamados somente de
canabinoides. Porém, o cenario muda com a descoberta do sistema endocanabinoide (SEC),
que consiste num complexo conjunto de neurotransmissores, receptores € enzimas, intrinseco
ao corpo humano. Supunha-se, inicialmente, que o THC atuava por meio da interacdo com os
lipideos de membrana e, posteriormente, por meio da interacdo com 0s supostos receptores
canabindides. Assim, em 1988, os estudos farmacologicos aplicados ao conhecimento sobre
receptores de membrana para hormonios e neurotransmissores, muito em alta por volta da
década de 70 e 80, possibilitaram a descoberta do primeiro receptor canabinoide, CB1. Desde
a elucidagdo do primeiro receptor, elementos constituintes do sistema vém sendo descobertos
(MECHOULAM et al., 2013). Todavia, o sistema ¢ composto principalmente por receptores
CB1 e CB2, pelos endocanabindides, anandamida (AEA) e 2-araquidonoil glicerol (2-AG)
(Figura 8) e por enzimas responsaveis pela sintese, NAPE-PLD e DAG-Lipase, ¢ as enzimas
de degradacdo, a hidrolase de amida de 4cido graxos (FAAH) e a monoacilglicerol lipase
(MAGL), dos endocanabindides. A descoberta do sistema foi de extrema importancia também
para a compreender as vias mecanisticas dos fitocanabinoides (MACCARRONE, 2017;
SHERMA et al., 2019).
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Figura 8 - Estrutura dos endocanabinoides AEA e 2-AG
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Dentre os canabindides sintetizados na planta ¢ inegavel que o THC (Figura 9) tem
papel importantissimo na fama da planta, tanto que o efeito psicoativo chamado de
cannabis-like effect ¢ atribuido a agdo deste composto nos receptores CB1. Esse composto foi
isolado em 1940 por Adams et al. (1940) a partir de um preparado de haxixe. O composto
ganhou atencdo, pois acreditava-se que o efeito entorpecente estava associado aos efeitos
terapéuticos para o qual a planta era usada. Assim, o THC, que possui agdo diversa, atua no
sistema endocanabinoide, sendo um agonista parcial aos receptores CB1 e CB2. Os receptores
sdo encontrados no sistema nervoso central e sistema imune (MECHOULAM & PARKER,
2013). Além dos efeitos entorpecentes observados, ha também outras atividades estimuladas
pela afinidade do THC aos receptores canabindides. O THC ¢ usado ndo s6 como antiemético,
em pacientes soropositivos e em tratamento quimioterapico, mas também no controle do
apetite, em pacientes anoréxicos e portadores da AIDS. Outrossim, Dronabinol, medicamento
contendo a forma sintética do composto, ¢ comercializado para o tratamento de disturbios
alimentares e vOmitos excessivos. Além disso, o THC possui um potencial analgésico,

antioxidante e anti-inflamatorio. Assim, sabe-se que o THC ¢ a substancia mais buscada no
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uso recreativo, pelos efeitos psicoativos, mas possui efeitos terapéuticos importantes

(BADOWSKI & PEREZ, 2016; VERTY et al., 2011).

Figura 9 - Estrutura do THC

FONTE: Hanus (2016, p. 1972)

2.3 CBD

Outro fitocanabinoide de grande proeminéncia no contexto geral ¢ o CBD. Ele ¢
formado por um grupo resorcinol, um terpeno e uma cadeia de cinco carbonos (Figura 10).
Essa estrutura quimica confere ao composto seu perfil panaceico, mas também caracteristicas
farmacocinéticas desfavoraveis. Por conseguinte, o perfil extremamente lipofilico, a
instabilidade quimica, principalmente em ambientes acidos e a dificil absor¢do sdo fatores que
limitam a sua utilizacdo como farmaco. No entanto, boa parte do uso antigo da planta e suas
preparacdes eram associadas ao CBD, como, tratamento de dores diversas, antisséptico,
anestésico e anti-inflamatorio (MECHOULAM & HANUS, 2002; ZUARDI, 2008). Tracando
uma linha do tempo observa-se que o composto foi isolado em 1940 e sua estrutura quimica
foi elucidada somente em 1963. Os estudos sobre a agdo e caracteristicas do composto foram
crescendo com o tempo e houve um crescimento significativo em meados dos anos 70-80,
como observamos no grafico mostrado na Figura 11, e um outro boom muito grande entre os

anos 98-02 (MECHOULAM, 2014; ZUARDI, 2008). Considera-se que o primeiro pico
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observado pode estar relacionado com a possibilidade do uso do CBD como anticonvulsivante,
que foi demonstrado em um estudo desenvolvido por um grupo de pesquisadores brasileiros,
em animais, ¢ mais tarde em humanos (CARLINI et al., 1973; CUNHA et al., 1980). Outro
boom ocorreu no inicio dos anos 2000, devido a descoberta do sistema endocanabinoide

(MECHOULAM, 2014; ZUARDI, 2008).

Figura 10 - Estrutura do CBD

Figura 11 - Grafico com o numero de publicacdes sobre Cannabis e CBD de 1963-2007
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Outrossim, o CBD também atua no SEC, atuando como antagonista nos receptores
CBI e agonista inverso nos receptores CB2. Pode também atuar no sistema por vias indiretas,
como no bloqueio da recaptura da AEA e na inibicdo de sua degradagdo enzimadtica. Existem
outras vias pelas quais o CBD pode atuar, como, por exemplo: a) ativando receptores 5-HT, e
receptores derivados de glicina e bloqueando receptores acoplados a proteina G-55 (GPR-55);
b) em receptores de canais i0nicos transitorios vanilodides do tipo 1 (TRPV1), atuando no
controle da sensibilizagdo dos neurdnios, sendo importante no tratamento de sindromes
convulsivas; c) na via do sistema GABA Glutamato, sendo outra caracteristica importante para
sua agdo anticonvulsivante (MECHOULAM, PARKER & GALLILY, 2002). H4 outros
mecanismos de acdo para o CBD em diversas vias, o que faz dele um composto usado em
algumas terapias (WHO, 2017).

De toda forma, o CBD comecou a ser pesquisado talvez pelo seu uso como
antiepiléptico, e hoje possui maior aceitacdo no tratamento de doencas neurodegenerativas e
psiquidtricas do que os medicamentos tradicionalmente usados. Assim, os mecanismos
elucidados primordialmente estavam associados a sua a¢ao no sistema nervoso central (SNC),
que ¢ uma area importante da utilizacdo do composto, se considerada sua acao neuroprotetora
(CAMPOS et al., 2016). Porém, ha outras aplicagdes para o CBD, e algumas delas com base
em sua agdo como um potente antioxidante ou como modulador da inflamagdo, em que
envolvem também diferentes vias de atuagdo, algumas ja citadas anteriormente e outras ainda
ndo elucidadas. Dessa maneira, o CBD apresenta varios mecanismos e aplica¢des terapéuticas

(PISANTI et al., 2017; RONG et al., 2017).

2.3.1 Atividade antioxidante

O estresse oxidativo ¢ o desequilibrio entre a producdo de radicais livres e a
disponibilidade das defesas antioxidantes. Os radicais livres sdo substidncias comuns no
organismo humano, por exemplo, processos simples de respiragdo podem gerar espécies
reativas de oxigénio (EROs). Como resultado desse desequilibrio ocorre a oxidacao de
proteinas, lipidios e 4cidos nucléicos. A modificagdo nas membranas de biomoléculas destroi a
sua interagdo molecular e as suas vias de sinalizacdo, influenciando na regulacdo da

homeostase dos tecidos e oOrgdos. Existem assim algumas condigdes patoldgicas que sao
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decorrentes do estresse oxidativo como cancer, doengas inflamatdrias e neurodegenerativas
(ATALAY et al., 2019; BORGES & SILVA, 2017).

O CBD ¢ um composto com uma longa cadeia alifatica, um grupo terpeno e um
sistema difenol (Figura 9), que conferem o perfil lipofilico e também a capacidade de
neutralizar radicais livres. Acredita-se que as duas hidroxilas fenolicas sdo as grandes
responsaveis pelo seu potencial antioxidante. Sendo assim, existem varios caminhos propostos
pelos quais o0 CBD pode atuar na defesa oxidativa, um deles ¢ a neutralizagdo desses radicais
livres por meio da quelagdo de metais de transicdo, que participam da reagdo de sintese de
novos radicais hidroxila muito reativos, reacdo de Fenton. Outra via de ac¢do ¢ inibindo a
formacao de radicais superdxidos provenientes, principalmente, da acdo de enzimas oxidases.
Adicionalmente, o CBD atua estimulando outras vias antioxidantes, ora promovendo aumento
da atividade desses mecanismos, ora fazendo-as atuar em diferentes niveis moleculares. Por
conseguinte, o CBD promove a ativagdo do fator nuclear eritrdide relacionado ao fator 2
(Nrf2) que ¢ responsavel pela transcricdo de genes com atividade citoprotetora e antioxidante
(ATALAY et al., 2019). Por outro lado, o CBD inibe a via de sinalizagdo do fator de
transcricdo nuclear Kappa B (NF-kB) que, por sua vez, promove a transcri¢do dos genes da
NO sintase induzida (iNOS) (ATALAY et al., 2019; FOUAD et al., 2020).

Além do mais, o fitocanabinoide inibe a mudanga estrutural de biomoléculas, como
proteinas, DNA e lipideos. Como resultado, os danos causados nas células por EROs sao
prejudiciais a estrutura das células. Por exemplo, a peroxidagdo lipidica leva a oxidacdo de
acidos graxos poli-insaturados, e a presenca dos produtos do processo afeta diretamente no
funcionamento e estrutura das membranas celulares. Além disso, alguns dos produtos podem
interagir com os componentes nucleofilicos, como DNA e proteinas. Adicionalmente, o CBD
protege lipidios e proteinas contra o dano causado pela oxidacdo, por meio da modulacdo do
estresse oxidativo controlando as vias de sinalizacdo dos fatores de transcri¢do descritos acima

(ATALAY et al., 2019; FOUAD et al., 2020).

2.3.2 Acao antitumoral

O cancer ¢ a segunda maior causa de morte no mundo, sendo responsavel por uma a
cada seis mortes em 2018. A doenga em questdo acomete qualquer 6rgao ou tecido do corpo e

¢ caracterizado pelo crescimento anormal e descontrolado de células, ultrapassando limites
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celulares e invadindo outros 6rgdos. A metastase, que € o processo de invasdo tumoral de
tecidos saudaveis, ¢ a principal causa de morte por cancer. Os 6rgdos mais acometidos em
mulheres cis sdo ovarios, utero, pulmao e colorretal, j4 em homens cis sdo pulmao, colorretal,
prostata, estdmago e figado. Isso ndo exclui criangas e idosos de serem acometidos por
diversos tipos de cancer. Existem diversas terapias para o tratamento do cancer, porém todas
sdo invasivas e provocam efeitos adversos, por isso a busca por novos antineoplasicos efetivos
€ menos nocivos ainda ¢ mandatoria (SILVA, 2018; UPAHDHYAY, 2020; WHO, 2017).

O CBD ja foi descrito como um possivel firmaco antineoplasico em meados da década
de 70. Ao contrario dos estudos mais recentes, a dose de administragdo era quase 10 vezes
maior que a dose de uso padronizada atualmente, gerando dados negativos quanto a sua agao
antitumoral (MECHOULAM et al.,2007; ZUARDI, 2008; WHO, 2017). A partir dos anos
2000 com a descoberta do SEC, a acdo voltou a ser considerada no campo clinico,
considerando o ensaio feito por Jacobsson et al. (2000), que foi o pontapé inicial para o uso do
CBD no tratamento do cancer, nesse caso sobre gliomas murino. Sendo assim, alguns anos e
varias pesquisas posteriores, o CBD foi testado como agente antineoplasico, € como resultado
ele foi capaz de interferir no poder proliferativo, invasivo e na viabilidade da linhagem tumoral
de mama MDA-MB-231, possivelmente por meio da sua interagdo com os receptores CB, e
TRPVI, além do aumento de EROs. Estudos em modelos murinos sugerem que o CBD
diminui a ocorréncia de metastase, crescimento tumoral e apoptose (FREIMUTH et al., 2010;
SOLINAS et al., 2016). O composto demonstrou efeitos parecidos nas linhagens de leucemia
humana, como leucemia mieloide aguda (HL-60), diminuindo a taxa de viabilidade celular e
aumentando a producao de EROs (TORRES et al., 2001). Todavia, o CBD ¢ capaz de levar as
o tecido a estado de sofrimento, ou seja, em que ha limitagao dos recursos vitais e a indugao da
morte celular nas linhagens tumorais descritas, ocorrendo por vias mecanisticas que sugerem
sua atuagdo no receptor CB,. Pode-se afirmar que in vivo a inducdo da apoptose ¢ a forma de

controle das células tumorais (SOLINAS et al., 2016).

2.3.3 Potencial anti-inflamatorio

A inflamacgdo ¢ o processo fisiologico no qual o organismo se protege de um elemento
considerado estranho. Consiste em uma série de eventos extremamente importantes para a

manutengdo homeostatica do corpo, defendendo-o da evolugdo de traumas e infecgdes. A
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inflamacdo ¢é caracterizada em cinco sintomas principais: dor, rubor, calor, edema e perda de
fungdo. Os processos inflamatérios requerem diversas cé€lulas do sistema imune, neutrofilos,
basofilos, mondcitos e linfocitos B, dentre outros. Além disso, na inflamagdo ¢ possivel
reconhecer o alvo e liberar os leucocitos especificos, e isso ocorre por meio de citocinas,
eicosanoides e prostaglandinas. Entretanto, o processo inflamatorio precisa encerrar, por iSso
ocorre uma série de eventos que levam a resolugdo do mesmo, porém em algumas condicdes
patoldégicas ocorre a cronicidade da inflamagdo, em que ndo ha resolucdo. Entdo, o ciclo
inflamatorio pode acontecer por toda a vida do paciente, como acontece na artrite, esclerose
multipla, psoriase e aterosclerose. Os tratamentos disponiveis se dividem entre as classes de
medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroidais (NSAIDs) e glicocorticoides. Todavia, ha um
amplo numero de pacientes com doengas severas inflamatorias cronicas que nao respondem
aos tratamentos ja existentes (PUNCHARD et al., 2004), resultando em um grande problema
clinico e socioecondmico, sendo necessario o desenvolvimento de novas terapias, e o CBD
esta sendo extensivamente estudado com essa finalidade (FORMUKONG et al., 1988).

Sendo assim, o CBD ¢ um composto que demonstra potencial anti-inflamatdrio
atuando em vias mecanisticas diferentes, sendo que varias sdo vias inflamatorias. Nos
receptores do SEC, atua nos dois tipos, todavia sua atuacdo nos receptores CB, é mais
destacada em processos inflamatorios, j4 que estes receptores sao mais expressos nas células
do sistema imune. Atua, também, na mediacao da reducdo da expressdao de interleucina 6
(IL-6), ciclooxigenase 2 (COX-2) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa), em modelos
murinos de isquemia hipdxia. A mediag@o ocorre junto ao receptor de adenosina A,,, no qual o
CBD atua como um inibidor competitivo, € o bloqueio da acao do receptor leva a uma cascata
de eventos que resulta na interrup¢ao da produgao de TNFa. Pode também se comportar como
agonista de receptores PPARY, e, por meio desses receptores, o CBD pode modular os niveis
de endocanabinoides. Os canais TRPV sdo regulados pelo CBD, aumentando os niveis de
AEA, um agonista dos receptores TRPV1. Além disso, o CBD ativa os TRPV1, resultando na
dessensibilizagdo desses canais ionicos. O CBD também leva a diminui¢do do estresse
oxidativo e morte celular em rins de camundongos (MECHOULAM et al., 2002a; PAN et al.,
2009; SUNDA & AROWOLO, 2020). O composto inibe algumas enzimas geradoras de
EROs, além de biomarcadores do estresse oxidativo, como por exemplo a NADPH-oxidase

(NOX), resultando na diminuicao das citocinas TNFa. Sendo assim, o CBD ¢ um potencial
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farmaco para tratamento de doencas envolvendo um processo inflamatério (ATALAY et al.,

2019).

2.3.4 Atividade contra dor neuropatica

Além das atividades descritas acima, existe também o uso do CBD no tratamento da
dor neuropatica (DN). A dor neuropatica ¢ causada por danos ou doengas no sistema
somatossensorial, e a sintomatologia se manifesta como hiperalgesia, aumento da dor a um
estimulo, alodinia, que ¢ a sensacdo de dor em situagdes onde ela ndo deveria estar presente. A
causa da DN ¢ diversa, podendo ser infecciosa, medicamentosa, inflamatoéria ou associada a
alguma condicao ou doenga. Sendo classificada em DN decorrente de uma lesdao ou doenca
periférica, como quimioterapia, € DN causada por lesdo ou doengas no SNC, por exemplo,
AVC. O tratamento da DN ¢ feito por meio de algumas classes de farmacos, sendo a
pregabalina o padrdo ouro. Mesmo assim, nao existe ainda fdirmaco considerado seguro e
eficaz para o tratamento da DN, que ¢ caracterizada por danos irreversiveis no sistema
somatossensorial. Assim, pode-se inferir a necessidade de novos fAirmacos que possibilitem o
tratamento e cura das lesdes, sem que estes causem efeitos adversos aos pacientes. O CBD ¢
estudado como uma alternativa teraputica no tratamento da DN e demonstra resultados
satisfatorios, tanto no controle dos sintomas, quanto na regeneracdo das cé€lulas atingidas
(CAVALLIL, et al., 2019; COLOCA et al., 2017; ZILLIOX, 2017).

Como descrito anteriormente, a DN pode ser ocasionada por diversos fatores. DN pode
ser ocasionada pelo uso de quimioterapicos, como o paclitaxel (PAC). Apesar de ser a
principal terapia para a cura ou redu¢do de sintomas, a quimioterapia também causa efeitos
adversos, que vao além da DN induzida por quimioterapicos (DNIQ), como nduseas, enjoos e
supressdo da medula 6ssea. Cerca de 60% dos pacientes em tratamento quimioterdpico
manifestam DNIQ, levando a descontinuidade do tratamento (SISIGNANO et al., 2014). O
PAC, por exemplo, ¢ usado como agente antineopldsico no tratamento de cancer de pulmao,
mama e ovario. Além disso, um dos principais efeitos associados ao uso do PAC ¢ a
neurotoxicidade, que acontece devido a interrup¢do da fungdo dos microtibulos neurais,
alteracdo do transporte axonal, levando a mudanca na excitabilidade e mantendo a
sobrevivéncia dos neuronios sensoriais. Quimioterapicos promovem danos a mitocondria

resultando na perda do seu potencial de membrana. Além disso, existem outros mecanismos
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que comprovam o efeito do uso de quimioterapicos na produgio da dor. E importante ressaltar
que existem outras classes de farmacos antineoplasicos, como os alcaldides da Vinca, taxanos
e oxaliplatina que também podem provocar DN como consequéncia do seu uso no tratamento
do cancer (CAROZZI et al. 2015).

A DNIQ ¢ tratada com farmacos como, por exemplo, a pregabalina e a gabapentina,
analogos do GABA, usados no controle e tratamento de convulsdes. Esses farmacos sao
considerados padrdo-ouro no tratamento da DN, e devido a semelhanga estrutural ao
neurotransmissor, se ligam aos canais ionicos reduzindo a entrada de Ca®*" nas células
mediando a sensacdo da dor. Por outro lado, o CBD demonstra potencial analgésico, além do
potencial antineoplésico. Assim, o CBD atua por meio do receptor serotoninérgico 5-HI1,. A
serotonina ¢ um neurotransmissor relacionado a processos de dor, depressao e ansiedade, ¢ a
acdo do CBD envolve a mediagdo da ativacdo do receptor no SNC e o sistema nervoso
periférico (SNP), regulando a excitabilidade dos neurdnios e a liberacdo do neurotransmissor.
O CBD possui afinidade moderada ao receptor TRPV1, que atua como modulador da dor. Ao
contrario dos efeitos anti-inflamatérios, os receptores CB estdo envolvidos na agado
neuroprotetora e analgésica do CBD (ALMEIDA & DEVI, 2020; CAVALLI et al., 2019;
GREGORIO et al., 2019).

Outro ponto importante a ser considerado tendo em vista a potencial administracao do
CBD concomitantemente ao PAC, seria a interacdo medicamentosa. Ward e colaboradores
(2011) descrevem que ndo ha interacdo entre este quimioterapico e o CBD. Pelo contrario,
observa-se uma ag¢do sinérgica dessa associagdo, resultando em uma reducdo da viabilidade

das células tumorais (WARD et al., 2011).

2.4 Derivados e analogos do CBD

E inegavel a vasta possibilidades de usos e as diversas vias de atuagio do CBD, mas ha
também dificuldades técnicas na manutengdo da sua estabilidade e administragdo. Existem
medicamentos utilizados fora do Brasil a base de CBD, como o Sativex, conhecido no Brasil
como Metavyl, que consiste em uma mistura 1:1 de CBD e THC, com aplicagao no tratamento
de algumas doencas inflamatdrias, como a esclerose multipla (EM). O medicamento contendo

CBD puro ¢ o Epidiolex, considerado um medicamento 6rfao para sindromes convulsivas
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severas, como Lennox-Gastaut e Dravet (ANVISA, 2017; WHO, 2017). Ambos os
medicamentos sdo oferecidos a base de oleo, devido a natureza do composto, altamente
lipofilica. Adicionalmente, o CBD também pode provocar efeitos adversos em dosagens
maiores que 20 mg/kg, como aumento de transaminases hepaticas e sonoléncia (FDA, 2018).
O CBD apresenta baixa estabilidade em meio 4acido, podendo sofrer uma ciclizagdo
transformando-se, no estdmago, em THC ¢ CBN (WATANABE et al., 2007). Torna-se entdo
urgente o planejamento de andlogos do CBD que apresentem melhores caracteristicas
fisico-quimicas e estabilidade, permitindo assim o seu uso por via oral em menores dosagens,
evitando alguns efeitos adversos e aumentando a biodisponibilidade (HANUS et al., 2016).

O planejamento de analogos de substincias com atividade bioldgica promissora
consiste em uma estratégia muito utilizada para otimizacdo da estrutura quimica de forma a
superar algumas limita¢des, como ¢ o caso do CBD. O fato ¢ que o CBD ja possui derivados e
analogos em ensaios clinicos, ja usados como medicamento 6rfao para algumas doencas raras.
Os analogos do CBD obtidos de fonte natural ou sintética, de um modo geral, apresentam
resultados animadores (MORALES et al., 2017).

Mais de 100 fitocanabinoides sdo isolados da Cannabis e dentre eles ha sete
classificados como CBD-type, incluindo o CBD. Eles possuem o mesmo esqueleto estrutural
do CBD, como observado na Figura 12, mantendo a configuracao R nos centros quirais. Esses
compostos sdo sintetizados naturalmente na planta (Figura 13), sendo o acido canabidiolico
(CBDA) e o acido canabidivarinico (CBDVA-C3) derivados carboxilados em C3’, os
compostos canabidiorcol (CBD-C1), nor-CBD (CBD-C4), e canabidivarina (CBDV),
possuindo a mesma estrutura base e se diferenciando pelo tamanho da cadeia lateral em C4°, e
o éter monometil do CBD (CBDM), um analogo contendo um grupo metoxila em C6’. Cabe
ressaltar que existem outros compostos sintetizados naturalmente na erva, além de metabolitos
oriundos da degradacdo do CBD e seus andlogos. O CBE (Figura 14) ¢ um metabolito
encontrado na planta, resultante do metabolismo do CBD e CBDA. A degradagdao do composto
no organismo humano gera também uma série de metabdlitos a partir da acdo das enzimas
CYP450, como os metabolitos CBD-7-COOH e CBD-7-OH, oriundos da oxida¢ao do carbono
em C-7 em 4&cido carboxilico e hidroximetileno, respectivamente (Figura 14). Outro
metabolito que ¢ formado a partir da conjugagdo da hidroxila fenolica em C-1’ com o acido

glicurénico ¢ o metabdlito CBD-1’-O-glicuronideo (Figura 14). A acdo desses compostos ¢
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estudada buscando elucidar a sua aplicabilidade terapéutica, assim como a observada para o
CBD (HANUS et al., 2016; MORALES et al., 2017a).

Figura 12 - Esqueleto estrutural do CBD
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Figura 13- Derivados naturais do CBD
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FONTE: Morales et al. (2017a, p.3)

Figura 14 - Derivados sintéticos do CBD
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Diversos analogos, cujas estruturas quimicas apresentam um padrdo similar a do CBD,
e derivados obtidos diretamente a partir do CBD, sdo planejados e sintetizados para avaliacdo
de seu potencial farmacologico. Dessa forma, a estrutura quimica do CBD e de seus
metabolitos vem sendo usadas como modelo para o planejamento de novas substincias e ja
existem varios compostos sintetizados nesse contexto. Dentre andlogos e derivados, os
compostos sintéticos sdo de extrema importancia na obtencdo de compostos que expressem
atividades mais proeminentes que o CBD. Devido ao grande nimero de compostos
sintetizados laboratorialmente, alguns desses serdao apresentados a seguir segundo as alteracdes
feitas na estrutura do CBD, sendo que algumas alteracdes permitem modular o perfil
farmacocinético observado no CBD. Sendo assim, a obtencao de derivados e andlogos do CBD
de forma sintética ¢ essencial na busca por novos compostos multifacetados (ELSOHLY et al.,
2017; MORALES et al.,, 2017). O potencial biologico de algum desses compostos sera

discutido a seguir.
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2.4.1 Potencial biologico de derivados e analogos de origem natural ou sintética

O CBDA (Figura 12), derivado 4cido carboxilico do CBD, inibe de forma seletiva a
COX-2 e, portanto, teria um potencial para ser utilizado como anti-inflamatorio (TAKEDA et
al., 2008). Complementarmente, o CBDA também promove a inativagao da enzima FAAH e
inibe a recaptura de AEA atuando no controle da dor, além de possuir afinidade moderada nos
receptores GPR55 e TRPA1 (TAKEDA et al. 2016). O CBDV (Figura 13), analogo natural do
CBD contendo uma cadeia n-propila, também possui afinidade pelos receptores dos canais
TRPA1, que além de atuar no controle da sensagao de dor, tem um papel importante no manejo
de estados convulsivos (HILL et al, 2012). Adicionalmente, a atividade antitumoral destes
compostos ¢ extensivamente pesquisada. Dessa forma, o CBDA (Figura 13) promove a
inibicdo da migrag¢do celular em linhagens de cancer de mama agressivas, MDA-MB-231,
alterando a atividade enzimatica da linhagem (TAKEDA et al., 2012).

Os derivados CBD-H,, CBD-H,, HU-446 e¢ HU-465 (Figura 15) obtidos por
hidrogenacdo parcial ou total das ligagdes duplas do CBD manifestam efeitos relacionados a
redu¢do de EROs, podendo ser utilizados como antioxidante, além de inibirem a producao de
NO e secrecdo TNF, demonstrando sua acdo como anti-inflamatdrios. Vale ressaltar que os
epimeros em C-3 do CBD também apresentaram atividade anti-inflamatoria na secrecio de

citocinas pro-inflamatoérias e producdo de NO (BURSTEIN, 2015; KOZELA et al., 2015).

Figura 15 - Estruturas dos derivados hidrogenados do CBD
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Diversos derivados dimetilados no carbono C-1"" da cadeia lateral do CBD também

foram sintetizados (Figura 16) e evidenciaram atividade anti-inflamatéria em células

microgliais humanas e células T (BEN-SHABAT et al., 2006). Os derivados dimetilados do

CBD (Figura 16) apresentam efeitos antiproliferativos em leucemia mieldide aguda humana

(JUKNAT et al., 2016; PETRONZI et al., 2013). Além disso, o derivado dimetoxilado HU-308

(Figura 16) demonstrou potencial modulando sintomas causados pela a¢do dos receptores

CB2 no SNC, sendo o receptor que o composto possui atividade. Dessa forma o HU-308

apresenta melhoria dos sintomas de hipertensdo, aumento de sangue nas fezes, inflamacao e a

dor periférica (HANUS et al., 1999).

Figura 16- Estrutura dos derivados dimetilados do CBD
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Os derivados fluorados do CBD, HUF-101, HUF-102 e HUF-103 (Figura 17)
manifestaram um potencial neuroprotetor extremamente favoravel, assim como os derivados
di- e triaacetilados (Figura 18), que por sua vez também demonstraram potencial

anticonvulsivante (BREUER et al., 2016; DE PETROCELLIS et al., 2011; HILL et al., 2012).

Figura 17- Estrutura dos derivados fluorados do CBD
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Figura 18- Estrutura dos derivados di- e triacetilados do CBD
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Cabe ressaltar que os compostos estruturalmente semelhantes ao CBD, geralmente

apresentam um padrdo de afinidade pelos receptores CB parecido com o CBD. O mesmo se

aplica aos outros receptores nos quais este fitocanabinoide atua. Todavia, o mecanismo de agao

de diversas substancias ja propostas precisa ser elucidado, além de sua seguranca e

propriedades farmacocinéticas. Como exemplo pode-se citar o derivado halogenado HUF-101

(Figura 17) que exibiu um potencial anticonvulsivante mais satisfatério que o CBD,

conhecido por sua acdo no controle de convulsdes, todavia é preciso atencdo a possiveis

efeitos adversos (BREUER et al., 2016; MORALES et al., 2017a).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Avaliar a atividade dos derivados e analogos do CBD, sintetizados no Laboratorio de
Quimica Farmacéutica, como antitumoral, anti-inflamatério e antioxidante, por meio de testes

in vitro, € ensaios in vivo para avaliacdo de sua a¢do nociceptiva.

3.2 Objetivos Especificos

1. Analisar o perfil antioxidante de derivados e analogos por métodos de detec¢do
colorimétricos, acusando a oxidagdo dos reagentes FRAP, DPPH e ABTS;

2. Avaliar o perfil citotoxico de quatro andlogos e quatro derivados nas linhagens de
células de leucemia mieldide cronica (K-562), leucemia monocitica aguda (THP-1) e
adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231);

3. Averiguar o potencial anti-inflamatoério de dois derivados e dois analogos do CBD em
macrofagos murinos do tipo RAW 264.7, estimulados com LPS, por meio da dosagem
indireta do 6xido nitrico e de citocinas;

4. Explorar a atividade do andlogo RAC6 em modelo murino de dor neuropatica induzida

pelo quimioterdpico paclitaxel (PAC).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos analogos e derivados do CBD

Os derivados (Figura 19) e anélogos (Figura 20) do CBD foram sintetizados no
Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG, pelo, entdo,
mestrando Gabriel Vitor de Lima Marques, com excecdo do olivetol (OLV) que foi obtido de

fonte comercial.

Figura 19 - Estruturas quimicas e respectivos codigos de identifica¢do dos derivados do CBD

estudados neste trabalho
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Figura 20 - Estruturas quimicas e respectivos codigos de identificacdo dos analogos do CBD

estudados neste trabalho
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Na Tabela 2 vé-se o rendimento, a caracterizagdo fisico-quimica e a referéncia

bibliografica para sintese das substancias (MARQUES et al., 2023).

Tabela 3 - Descrigdo dos parametros descritivos das substancias sintéticas (continua)

Substincia

DeT_CBD

DBu_CBD

ACE_CBD

MPP_CBD

Rendimento
(%)
95,3%
67,6%

72,3%

95%

Caracteristicas
Fisico-quimica

oleo amarelado,
lipossoluvel

6leo laranja

6leo laranja

6leo roxo ou
semi-solido
amarelo,
hidrossoluavel

logP

0,54

7,89

6,20

3,73

Referéncia
Bibliografica

MARQUES et
al., 2023

MARQUES et
al., 2023

MARQUES et
al., 2023

MARQUES et
al., 2023
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Tabela 4 - Descrigdo dos parametros descritivos das substancias sintéticas

(conclusao)
Substincia Rendimento Caracteristicas logP Referéncia

(%) Fisico-quimica Bibliografica

CBD_R104 93,7% 6leo laranja 3,43 MARQUES et
al., 2023

RAC3 41% 6leo laranja 6,54 MARQUES et
al., 2023

RAC6 / 17,9% 6leo laranja 3,4 MARQUES et
RAC6_ADb al., 2023

4.2 Avaliacao da atividade antioxidante

A analise do potencial antioxidante dos compostos foi avaliada utilizando trés métodos
quimicos diferentes, Ferric reducing antioxidant power (FRAP), por reducdo dos radicais
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e do 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)
(ABTS). Esses testes permitem avaliar a capacidade de captura de radicais livres pela
molécula que estd sendo testada. Os experimentos descritos a seguir foram realizados em
parceria com a Me. Elaine Carvalho Minighin, sob a supervisdo da Profa. Renata Adriana

Labanca do Depto. de Alimentos da Faculdade de Farmacia da UFMG.

4.2.1 FRAP

O procedimento foi realizado em triplicata com base no método descrito por Bhullar et
al. (2013), Rufino et al. (2006) com algumas modificagoes.

A solugdo do reagente FRAP foi preparada utilizando as seguintes solugdes: tampao
acetato pH 3,6 (300 mM), solugdo de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (10 mM) e cloreto
férrico hexahidratado (20 mM) na proporcao 10:1:1. O preparo da solugdo de acetato pH 3,6
(300 mM) foi feita com a dissolugdo de 3,1 g de acetato de sodio trihidratado em 16 mL de
acido acético glacial num baldo volumétrico de 1 L, e entdo seu volume completado para 1 L
com agua destilada. O armazenamento dessa solucdo foi feito em frasco ambar, a temperatura

ambiente. J& para preparar a solu¢do de TPTZ (10 mM), dissolveu-se 3,12 g de reagente TPTZ
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em uma solugdo de HCI (40 mM) em um baldo volumétrico de 1 L e completou-se o volume
do balao com a mesma solucao. Essa solugdo foi armazenada sob refrigeragao e ao abrigo da
luz, até o momento da analise. O cloreto de ferro tetrahidratado (20 mM) foi preparado em um
baldo volumétrico de 1 L, onde foram dissolvidos 5,4 g do reagente em agua destilada e o
volume do baldao foi completado com o mesmo solvente. A solu¢do foi armazenada em um
frasco ambar e sob refrigeracao.

As substancias DeT_CBD, DBu_CBD, ACE_CBD, MPP_CBD, CBD_R104, RAC3
e OLV foram pesadas entre 2 a 3 mg e diluidas em 0,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) no dia
do experimento. Para determinar a concentracao de cada amostra, em mM, foi feito um calculo
de concentragdo seguindo a Equagao 1, em que m representa a massa da substancia, em mg, n
massa molecular, em g/mol, e V ¢ o volume da dilui¢do, de 0,5 mL. A condugdo do
experimento se deu com a reacdo das substincias e o reagente FRAP, que precisa ser
preparado no dia do experimento. Para tal, transferiu-se 90 pL das amostras diluidas em
DMSO para um tubo plastico de fundo conico de 15 mL, protegido da luz. Em seguida, foram
adicionados 270 pL. de DMSO e 2,7 mL de solugado reagente de FRAP, depois os tubos foram
homogeneizados no vortex por 30 segundos e levados em banho-maria a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, as leituras foram feitas no comprimento de onda 595 nm no espectrofotometro
UV-VIS Micronal (modelo AJX-1900), considerando a leitura da solu¢do de FRAP como

branco.

Equacéo 1 - Formula para o calculo de concentracio

C = ((m/n).1000)/V

A atividade antioxidante das substancias foi calculada usando a curva padrdo do padrao
Trolox, um antioxidante analogo da vitamina E. A solugdo de Trolox foi preparada em baldo
volumétrico ambar de 50 mL, sendo transferidos 25 mg de Trolox dissolvidos em 5 mL
DMSO e o volume completado para 50 mL, resultando numa solu¢do de concentracao de 2
mM. Para a determinagcdo da curva padrio, a solucdo de Trolox foi diluida para as
concentragcdes 900, 700, 500, 300 e 100 uM. Dessa forma, a dilui¢do foi feita em DMSO,

segundo mostrado na Tabela 3, em eppendorfs de 2 mL devidamente protegidos de luz. A
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leitura dos padrdes, semelhante as substancias, foi realizada em tubos plasticos de fundo
conico de 15 mL, protegidos de luz, com 90 uL de cada solugdao do padrao a 100, 300, 500,
700 e 900 uM, 270 pL de DMSO e 2,7 mL da solugdo FRAP. Cada tubo foi homogeneizado
por 30 segundos e depois mantido em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Apds o periodo de
incubagdo, a leitura dos tubos foi feita imediatamente no espectrofotometro UV-VIS Micronal

(modelo AJX-1900) no comprimento de onda de 595 nm.

Tabela 5 - Escala de dilui¢ao da solu¢ao de Trolox para constru¢do da curva-padrao

Solu¢io padrao de Trolox DMSO (npL) Concentracio final
(2mM) (uL) (uM)
1 50 950 100
2 150 850 300
3 250 750 500
4 350 650 700
5 450 550 900

A curva-padrao (Figura 21) ¢ uma funcdo de primeiro grau, em que se tem pontos
diferentes do grafico formando uma reta, e, a partir disso, calcula-se a equacdo da reta, como a
Equacao 2. Entdo, obtendo-se o valor de a e b consegue-se determinar qualquer valor x e .
Com as absorbancias obtidas das leituras no eixo y, € suas respectivas concentragdes no eixo Xx,
plotou-se o grafico (Figura 21) e obteve-se a equacdo com os valores de a e b. Além da
equacdo da reta, realizou-se o calculo do coeficiente de determinacdo, R?, que representa a
proporcao de variabilidade da variavel y sobre a regressao da varidvel x. Sendo assim, o valor
de R? precisa ser acima de 0,9. Na Figura 21 nota-se a equacao da reta do gréfico,
y = 0,001148x + 0,05506, e 0 R* = 0,9915. Por fim, a partir dos valores de absorbancia
e concentragdo das substancias testadas, usou-se a formula para determinar o equivalente de
Trolox de cada substancia. Dessa forma, os resultados foram obtidos em uM de Trolox/mM de

substancias.
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Equacéo 2 - Equacdo da reta

y=ax + b

Figura 21 - Grafico com curva-padrao de Trolox. O eixo y € a absorbancia e o eixo x
demonstra as concentragdes correspondentes. Estd apresentado no grafico a equacdo da reta e
o valor de R2. As trés curvas representam os resultados da leitura das solug¢des preparadas em

triplicata e os valores obtidos sdo resultado da média dos valores.
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4.2.2 DPPH

O experimento de captura do radical livre DPPH foi realizado, em triplicata, com base
no descrito por Bhullar et al (2013) e Rufino et al (2007a) com modificagdes. Inicialmente, foi
preparada a solugdo reagente de DPPH na concentragdo 0,2 mM. Em um baldo volumétrico de

100 mL, diluiu-se 0,8 mg do radical DPPH em 5 mL de DMSO, e entdo o volume foi
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completado para 100 mL utilizando DMSO. Essa solugdo foi preparada no dia da analise e
armazenada em um frasco ambar, devido sua fotossensibilidade.

As substancias DeT_CBD, DBu_CBD, ACE_CBD, MPP_CBD, CBD_R104, RAC3,
OLV e RAC6 foram pesadas entre 1 a 2 mg em eppendorfs devidamente envoltos por papel
aluminio solubilizadas em 1 mL de DMSO e homogeneizadas por 40 segundos no vortex. Essa
solucdo estoque foi utilizada para o preparo da solu¢do de uso, cuja concentragao foi de 0,6
mM de cada substancia. Para realizar a diluigdo para o preparo da solucao de uso foram feitos
dois célculos, um deles foi o mesmo calculo usado para encontrar as concentracdes das
substancias no ensaio de FRAP, como observado na Equagéo 1 (p. 55), no qual m representa a
massa da substancia, em mg, n a massa molecular, em g/mol, ¢ V' ¢ o volume da dilui¢ao, em
mL. Entdo para encontrar o volume a ser usado da solucdo estoque utilizou-se a seguinte
Equacao 3, em que V; ¢ o volume que precisa ser retirado da solugdo estoque das substancias,
em mL, C; é a concentragdo final de 0,6 mM, V; é o volume final de 1 mL, e o C; a
concentracao da solucao estoque. Apds os célculos, a dilui¢ao foi realizada para o volume final
de 0,5 mL de solucao de uso, nos eppendorfs de 2 mL cobertos com papel aluminio e
homogeneizados por 40 segundos. Em seguida, em tubos falcon de 15 mL cobertos por papel
aluminio, adicionou-se 300 pL da solucdo de 0,3 mM de cada substancia e 1,8 mL do reagente
de DPPH. Os tubos foram agitados e seu contetdo homogeneizado no vortex por 30 segundos
e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e sob abrigo de luz. Logo ao fim do
periodo de incubagdo, foi feita a leitura dos tubos no espectrofotometro UV-VIS Micronal
(modelo AJX-1900), no comprimento de onda de 517 nm. O ensaio também contou com a

leitura do DMSO como branco e a solu¢do do DPPH como controle do reagente.

Equacio 3 - Célculo do volume da solucdo

Vi = (Cf.VH/Ci

Uma solugdo de 25 mg de Trolox em 50 mL de DMSO foi preparada em um balao
volumétrico (concentracdo 2 mM). Em seguida, 50 pL desta solugdo foram transferidos para
um eppendorf de 2 mL, encapado com papel aluminio, o volume foi completado com 950 pL

de DMSO e, entao, homogeneizou-se por 30 segundos no vortex. O Trolox foi preparado para
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ser utilizado como controle positivo no experimento na concentragdo de 0,6 mM, sendo,
posteriormente, feita a dilui¢do para isso.

Para determinar os resultados foi a porcentagem da atividade antioxidante (%AAT) foi
calculada por meio da Equacio 4, em que 4., representa a absorbancia do controle, que nesse
caso ¢ a leitura da solugdo de DPPH (0,2 mM) e a A,, ¢ a absorbancia das substancias. Apos o
calculo obtém-se a porcentagem de cada substancia na redugdo do radical DPPH. Uma solugao

de DMSO puro foi usado como branco.

Equacao 4 - Célculo da porcentagem da atividade antioxidante

%AAT = ((Acon — Aam)/Acon).100

4.2.3 ABTS

O teste de captura do radical livre ABTS + foi realizado, em triplicata, de acordo com
os métodos propostos por Re et al (1999) e Rufino et al (2007b), com modificagdes. A solugao
reagente consiste em uma mistura de uma solu¢do de ABTS com uma solugdo de persulfato de
potassio, que permite a formagdo do radical a ser reduzido pelas substancias. A solugdo
estoque de ABTS, na concentragao de 7 mM, foi preparada em balao volumétrico de 50 mL,
dissolvendo-se 192 mg de ABTS em 4agua destilada e o volume foi completado do balao com
agua destilada. A solugdo foi homogeneizada, transferida para um frasco &mbar e mantida sob
refrigeragdo. A solucdo de persulfato de potassio (24,5 mM) foi preparada em baldo
volumétrico de 10 mL, foram solubilizados 66,2 mg de persulfato de potdssio em agua
destilada, e o volume do baldo completado para 10 mL com a agua destilada. A solugdo de
persulfato foi homogeneizada, transferida para um frasco ambar e armazenada sob
refrigeragdo. Ambas as solugdes devem ser utilizadas no prazo de um meés. A solugdo reagente
de ABTS foi, entdo, preparada, transferindo-se para um becker, com o auxilio de pipeta, 1 mL
de solugao estoque de ABTS, 1 mL de solucao de persulfato de potassio e 8 mL de agua
destilada. Ap6s homogeneizacdo, a solugdo reagente de ABTS foi transferida para um frasco
ambar e incubada, em abrigo de luz e temperatura ambiente, por 16 horas antes do uso. Devido
a instabilidade dos reagentes essa solucao estoque deve ser usada em até no maximo, 24 horas.

Adicionalmente, uma aliquota da solucao reagente de ABTS foi diluida em DMSO, antes do
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seu uso com as substdncias de forma a manter a leitura de absorbancias entre
aproximadamente 0,680 a 0,720, no comprimento de onda 734 nm. A leitura foi realizada no
espectrofotometro UV-VIS Micronal (modelo AJX-1900).

As substancias DeT_CBD, DBu_CBD, ACE_CBD, MPP_CBD, CBD_R104, RAC3,
OLYV e RAC6 foram pesadas entre 1 a 3 mg em tubos eppendorfs de 2 mL e solubilizadas em
1 mL de DMSO. Posteriormente, essa solucao estoque foi diluida de forma a se obter uma
solu¢cdo com a concentragdo final de 0,3 mM de cada substincia. Sendo assim, em eppendorfs
de 2 mL envolvidos em papel aluminio, foi adicionado um volume de cada solugdo estoque € o
restante foi completado com DMSO até o volume final de 1 mL. Para o calculo do volume de
solucdo estoque utilizou-se as duas seguintes formulas, primeiro para determinar a
concentracdo da solucdo estoque, a primeira foi a Equacao 1 (p. 55), no qual m representa a
massa da substancia, em mg, n a massa molecular, em g/mol, e V" o volume da solucdo final,
como dito anteriormente 1 mL. Em seguida, foi calculado o volume a ser usado da solugdo
estoque usando a Equacdao 3, em que V; € o volume que precisa ser retirado da solugdo
estoque das substancias, em mL, C, € a concentragdo final de 0,3 mM, V€ o volume final de 1
mL, e o C; ¢ a concentragdo inicial encontrada na solucio estoque das substincia. Apos feitas
as dilui¢des, 20 pL de cada solu¢ao de amostra foram transferidos para um tubo Falcon de 15
mL protegido da luz, e adicionou-se 2 mL da solugdo reagente de ABTS. A mistura foi
homogeneizada e incubada, ao abrigo de luz e temperatura ambiente, por 6 minutos
imediatamente antes da leitura. A leitura foi feita no espectrofotometro UV-VIS Micronal
(modelo AJX-1900), no comprimento de onda de 534 nm.

Uma solu¢ao de Trolox na concentracdo de 0,3 mM foi utilizada como controle
positivo para o teste, seguindo as concentragdes das substancias, ela foi entdo diluida de uma
solucdo estoque. Preparou-se entdo esta solucdo na concentragdo de 2 mM em um baldo
volumétrico ambar de 50 mL foram adicionados 25 mg do reagente, dissolvidos em 2 mL de
DMSO e, em seguida, o volume do baldo foi completado 50 mL com DMSO e
homogeneizado.

O DMSO foi usado como branco no experimento, como referéncia limiar da leitura.

Os resultados da leitura foram expressos em %AAT seguindo a mesma equagdo usada
no ensaio do DPPH (Equacao 4), em que 4,,, representa a absorbancia do controle, que nesse

caso foi a leitura da solugdo reagente de ABTS diluida, A,, ¢ a absorbancia das solucdes das
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substancias. Dessa forma, o resultado expressa a porcentagem do potencial de reducio das

substancias do radical ABTS.

4.3 Avaliacao da atividade antitumoral

Os ensaios a seguir foram feitos em colaboragdo com o doutorando Tulio Resende
Freitas, auxiliado pela Me. Thais Salviana Ribeiro, ¢ a aluna de iniciagdo cientifica Anna Clara
Ventura Fonseca, todos coordenados Professor Adriano de Paula Sabino, do Departamento de

Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia da UFMG.

4.3.1 Linhagens celulares K-562, THP-1 e MDA-MB-231

As linhagens celulares humanas utilizadas para analise de citotoxicidade K-562
(leucemia mieloide cronica, ATCC® CCL-243TM); THP-1 (leucemia monocitica aguda,
ATCC® TIB-202TM) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama humano, ATCC®
HTB-26TM) foram adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC). As células
foram mantidas em frascos T25 de cultura, contendo meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas,
SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10 mM HEPES, pH 7,4, em estufa

umidificada, a 37 °C e com 5% CO,, até a realizacdo dos ensaios propostos.

4.3.2 Ensaio de viabilidade celular

A citotoxicidade das substincias CBD, DeT CBD, DBu CBD, CBD MPP,
CBD R104, OLV, RAC3, RAC6, RAC6_Ab, em linhagens celulares foi avaliada pelo ensaio
do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol]. Para calculo da viabilidade celular
fez-se a leitura da absorbancia a 550 nm em um leitor de ELISA (Biotek, Winooski, Vermont,
EUA).

Para o ensaio da viabilidade celular as células foram centrifugadas a 70 g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido com meio completo
transferido para uma placa de 96 pogos na concentra¢do de 1x10* células/pogo. A placa foi

incubada em estufa de CO,, a 37 °C e atmosfera imida de CO, a 5% por 24 horas.
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Para a montagem da placa, tanto os compostos a serem testados quanto os controles
positivos (imatinib, citarabina e doxorrubicina) foram diluidos em meio de cultivo, contendo
1% de soro fetal bovino (SFB) e adicionados a placa nas concentragdes de 100, 10, 1 e 0,1
pg/mL. Apos 48 horas de incubacdo, adicionou-se 100 pL do sal tetrazolico MTT na
concentracdo de 0,5 mg/mL. Em seguida, a placa foi incubada, na estufa nas condigdes de
cultivo, por um periodo de 3 horas. Apos o tempo de incubagdo, retirou-se o sobrenadante e
adicionou-se 50 pL. de DMSO em cada pogo para solubilizar os cristais de formazan. A
absorbancia por pogo foi medida a um comprimento de onda de 550 nm utilizando o Gen5
(Data Analysis Software - Bio-Tek).

Os dados foram analisados a partir de dois experimentos independentes. A
concentracdo minima que inibiu em 50% a viabilidade celular (Cls)) na presenca dos
compostos testes foi determinada pela compara¢do com células cultivadas sem a presenca de

compostos (considerada 100% viaveis).

4.3.3 Determinacio do Cl;, para as linhagens celulares

A concentragdo inibitéria da viabilidade celular em 50% foi obtida por meio de uma
curva dose-resposta, em func¢do da regressao linear. Para a confec¢do da curva, foi utilizado o

programa GraphPad Prism 9.0.

4.4 Avaliacio da atividade anti-inflamatoria em macréfagos murino RAW 264.7

4.4.1 Cultivo e manejo das culturas dos macroéfagos RAW 264.7

O ensaio para avaliacdo da atividade anti-inflamatéria foi realizado utilizando
macrofagos murinos RAW 264.7. As células foram mantidas em condi¢des adequadas para o
seu crescimento, a 37°C e 5% CO,, em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de estreptomicina e penicilina.

Para a manutengao da cultura celular, foram feitos repiques periodicos, entre 3 ¢ 4 dias,
com o auxilio de “cell scraper”. Em cada repique as células foram retiradas, das garrafas,
centrifugadas e contadas. A contagem foi feita com azul de tripan avaliando a viabilidade pelo
niamero de células que ndo estdo azuis na cAmara de Neubauer. Os célculos feitos variam de

acordo com a camara e a quantidade de pogos contados.
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Os ensaios foram feitos em placas de 96 pocos de fundo chato. A quantidade de células
semeadas por poco foi de 0,6x10°. A cultura foi incubada por 24 horas nas condi¢des citadas
acima para a aderéncia das células. Apos este periodo, as células foram tratadas com LPS,
CBD e seus derivados DeT_CBD, CBD_R104, RAC6, RAC6_AD ¢ incubadas por 72 horas a
37 °C, 5% CO,.

4.4.2 Preparo das substancias

As substincias testadas DeT CBD, CBD _R104, RAC6, RAC6 Ab foram
primeiramente pesadas entre 1-3 mg em eppendorf e, em seguida, solubilizadas em DMSO
para o preparo da solucdo estoque de 10 mM. A partir desta solucao estoque foram feitas as

dilui¢des de uso de cada substincia para cada um dos estudos.

4.4.3 Determinacio da concentracdo do composto que inibe 50% da viabilidade celular
(CCx)

Os macrofagos RAW 264.7 foram semeados em placas com 96 pogos em fundo chato
com densidade de 0,6 x 10° em 200 pL de meio DMEM (Himedia) enriquecido com 10% SFB
inativado por calor (Cultilab), penicilina (100 units/mL) e estreptomicina (100pug/mL) (Gibco),
pH 7,2 e incubados por 24 horas, a 37 °C e 5% CO,. Apds a incubagdo, as substancias a serem
testadas foram adicionadas a placa nas concentragdes de 100 e 200 puM, no caso da
CBD _R104, e 200 e 300 uM no caso das demais substancias, e assim incubadas por 24, 48 e
72 horas, a 37 °C e 5% CO,. A citotoxicidade foi medida pelo ensaio de redugdo de resazurina,
onde 20 pL de solugdo de resazurina (1 mM) foram adicionados a cada pogo e incubados por 2
a4 ha37°C e 5% de CO,. O intervalo foi determinado pelo tempo de degradacdo da
resazurina. A densidade optica foi medida a 570 nm e 600 nm em um leitor de placas ELISA
(Biotek,Winooski, Vermont, EUA). Cada condi¢ao experimental foi realizada em triplicata.

Para determinar os valores de CCs, das substancias realizou-se um ensaio de
viabilidade celular de forma semelhante a descrita no item 4.4.1. Os macrofagos RAW 264.7
foram semeados em placas de 96 pogos em fundo chato na densidade de 0,6 x 10° células por
poco e incubados por 24 horas a 37 °C e 5% CO, Ap0s este periodo, as células foram tratadas

com seis diluigdes seriadas das substancias, iniciando com a concentragao de 100 uM ou 200
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uM para derivados e analogos do CBD (DeT_CBD, CBD_R104, RAC6, RAC6_Ab) (Tabela
4). As placas foram incubadas novamente a 37° C e 5% CO, por 48 horas. A citotoxicidade foi
medida pelo ensaio de reducdo de resazurina, sendo 20 pL de solug¢do de resazurina (1 mM)
adicionados a cada poco e incubados por 2 a 4 ha 37°C e 5% de CO2. A densidade optica foi
medida a 570 nm e 600 nm em um leitor de placas ELISA (Biotek,Winooski, Vermont, EUA).
Cada condicao experimental foi realizada em triplicata e o controle positivo usado foi o CBD e
o negativo as células sem tratamento. Os valores CCs, foram determinados por uma curva

dose-resposta usando o software Dr-Fit.

Tabela 6- Concentragdes usadas para a determinagao da CCs,

Substancias Diluicao seriada 1:2 (uM)

CBD, 200 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39
DeT_CBD,

RAC6,
RAC6_Ab

CBD_R104 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,19

4.4.4 Avaliagio da atividade inflamatoria das substincias pela dosagem de NO

Macrofagos RAW 264.7 foram plaqueados conforme descrito no item 4.4.3. Apds 24
horas de incubacdo, as células foram tratadas com diferentes concentragdes das substancias,
segundo mostrado na Tabela 5, e incubadas por 2 horas a 37°C, 5% de CO,. A incubagio foi
feita como foi sugerido por Rajan e colaboradores (2016). Depois, adicionou-se 10 pLL de uma
solucdo de LPS a 1 pg/mL nos respectivos pogos, e a cultura foi incubada por 30 horas a 37
°C, 5% de CO,. O LPS foi adquirido de fontes comerciais (LPS de Escherichia coli O55:BS -
Sigma-Aldrich Co Ltd.), contendo 1 mg na embalagem adquirida. O LPS se trata de um
liofilizado que precisa ser resuspendido, nesse caso isso aconteceu com adigdo de 1 mL de
agua Milli-Q. Essa suspensdo, posteriormente, foi liofilizada e aliquotada, entdo as aliquotas
foram usadas nos experimentos. As aliquotas foram diluidas em DMEM e adicionadas aos

respectivos pogos na concentragdo 1 pg/mL. As substincias em diferentes concentragdes
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foram adicionadas em todos os pogos controle, em que havia células e as substancias, bem
como macrofagos RAW sem tratamento, tratamento somente com LPS e meio DMEM
(Figura 22). As placas foram incubadas com o LPS por cerca de 30-36 horas de estimulo antes
de ser feita a dosagem indireta de NO. O branco usado foi DMEM, os macrofagos foram
usados como controle negativo e as células tratadas com CBD foram consideradas controles
positivos.

Tabela 7- Concentragdes usadas no estudo de dosagem indireta de NO

Substéincias Concentracoes (uM)
CBD 25e5
CBD_R104 1,4e7
DeT_CBD, RAC6 10,20 ¢ 30
RAC6 Ab 10,20 e 40

Figura 22 - Desenho esquematico da placa de 96 pogos para dosagem indireta de NO.
Observa-se os controles em verde, as substidncias com suas respectivas concentracdes

encontradas em cada pogo com e sem LPS.
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O NO foi dosado indiretamente por meio da quantificacdo de nitrito (NO,), que ¢
resultante da oxidagdo do NO, por meio da medicdo no sobrenadante das culturas de
macrofagos pela reagdo colorimétrica de Griess (HIBBS et al., 1988). Para isso, 50 uL do
sobrenadante da cultura de macrofagos foram misturados a 50 pL. do Reagente de Griess
(solugdo 1:1 de 1% de sulfanilamida em 2,5% de H;PO, e 0,1% de cloreto de
N-(1-naftil)-etileno-diamina (NED) em 2,5% de H;PO,, preparada no momento do uso) e, apds
10 minutos, a absorbancia dessa mistura foi medida em 540 nm, em um leitor de placas ELISA
(Biotek,Winooski, Vermont, EUA).

A determinagdo das concentracdes dos diferentes tratamentos foi feita usando uma
curva padrao calculada usando diferentes concentragdes da solucdo de nitrito de sddio
(NaNO,), realizadas em duplicata, as quais variaram de 1,56 a 100 pM. A curva-padriao contou
com seis concentragdes diferentes (Tabela 6) para determinagdo, por meio da leitura no
espectrofotometro, das respectivas absorbancias. A plotagem do grafico da curva-padrio, a
qual vé-se na Figura 23, possui um eixo x mostrando as concentracdes € 0O €iXo ) as
absorbancias. A curva-padrao permite o calculo da equagdo da reta, que segue o modelo
y =ax + b, ¢ sua determinacdo permite estimar as concentragdes de nitrito dos
sobrenadantes. A equagao da reta obtida por meio da curva-padrdo, ¢ a média dos valores das
leituras feitas em duplicata, foi y = 0,0030x + 0,0032. Cabe ressaltar que o coeficiente de
determinagdo, o R? foi calculado, pelo software de analise estatistica, junto com a equacdo da
reta. O coeficiente ¢ importante para a garantia de que ndo haja uma grande variabilidade entre
os dados, demonstrando confiabilidade da equagdo, nesse caso o valor de R? foi de 0,997,

sendo uma equacao confiavel.
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Tabela 8 - Concentragdes de NaNO, usadas na constru¢do da curva-padrao de nitrito para o

experimento de dosagem de NO.

Pontos Concentracio (uM)
1 100
2 25
3 12.5
4 6.25
5 3.125
6 1.5625

Figura 23 - Grafico da curva-padrao de NaNO, usada para os calculos de concentracao do

ensaio de dosagem de NO. No grafico ha também a equacio da reta e o valor de R%.
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4.4.5 Dosagem de citocinas

Para a dosagem das citocinas foi mantido o mesmo protocolo de estimulo utilizado na
dosagem de NO, com a diferenca que o estimulo ocorreu por 20 horas de incubagdo com LPS,

apoOs o tratamento inicial com a substancia por duas horas. A viabilidade das culturas foi feita
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diariamente, por meio de microscopia, garantindo que as células mantivessem as condigdes
visuais para serem usadas. A dosagem das citocinas foi realizada em simplicata utilizando o kit
BD Cytometric bead array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit seguindo as orientagdes
do fabricante. Para as dosagens no kit utilizou-se o sobrenadante de cada pogo para mensurar
os niveis de sete proteinas: interleucina 2, 4, 6, 10 e 17A (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A),
interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). As proteinas foram
determinadas por meio de Beads de captura, que sao microesferas metalicas, de tamanho e
fluorescéncia conhecidas, o que possibilitou a deteccao desses analitos por meio da citometria
de fluxo. As Beads de captura foram conjugadas com anticorpos especificos, sendo cada Bead
uma citocina diferente, além disso, havia também no reagente de deteccdo anticorpos
conjugados a ficoeritrina (FE,) que quando conjugados emitem um sinal fluorescente
proporcional. Dessa forma, havendo amostra, Beads e o reagente de deteccdo forma-se o
complexo, como mostrado na Figura 24. Entdo, esses complexos passaram pelo citdmetro de
fluxo BD LSRFortessa e as citocinas foram identificadas por meio da fluorescéncia. O kit
emitiu intensidades do sinal de fluorescéncia diferentes, avaliando os niveis de todas as
proteinas e a quantidade delas. A analise dos dados foi realizada utilizando o software FCAP

3.0.

Figura 24- Esquema mostrando a formacdo do complexo com as Beads, amostras € o

anticorpo acoplado ao FE
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Adaptado BD Bioscience website

(https://www.bdbiosciences.com/en-br/products/reagents/immunoassays/cba)


https://www.bdbiosciences.com/en-br/products/reagents/immunoassays/cba
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Para a utiliza¢ao do kit foi necessaria a determinacgdo da curva-padrao de cada uma das
citocinas, pois assim ¢ possivel realizar o célculo de concentragdo das amostras. Diferentes
concentragdes foram obtidas por meio de diferentes dilui¢des dos reagentes controle (Tabela
7). Em seguida, foi feito a leitura de cada uma das concentragdes no citdmetro de fluxo, e as
respectivas médias de intensidade de fluorescéncia de cada uma foram usadas no grafico.
Sendo assim a curva-padrao foi calculada com a equacgdo da reta e entdo as concentracdes das

amostras foram mensuradas no software FCAP 3.0.

Tabela 9 - Concentracgao padrao para calibragdo do CBA

Padrao Concentracio (pg/mL)

1 0

2 20

3 40

4 80

5 156

6 312,5

7 625

8 1.250

9 2.500

10 5.000
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4.5 Avaliacao da atividade da modulacio da dor neuropatica in vivo

Os experimentos a seguir foram realizados em colaboragdo com o doutorando Alysson
Vinicius Braga, sob supervisao do Professor Renes de Resende Machado, do Departamento de

Produtos Farmacéuticos, na Faculdade de Farmacia da UFMG.

4.5.1 Animais

Os camundongos usados foram Swiss machos (25 — 30 g). Os animais foram
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG e mantidos em sala com
temperatura controlada de 27 + 1 °C, correspondente a zona de termoneutralidade para
roedores (GORDON, 1990). Agua e ragdo foram fornecidas ad libitum. Os animais foram
mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 h, sendo acomodados em caixas de plastico
(dimensdes 40 x 34 x 17 cm) forradas com maravalha. Durante a realizagdo de todos os
experimentos, os animais foram manuseados de maneira cuidadosa, a fim de promover o
menor estresse comportamental possivel. Ao final dos experimentos, os animais foram
submetidos a eutanasia, por deslocamento cervical. Todos os experimentos foram realizados de
acordo com as recomendagdes para avaliagdio de dor experimental em animais
(ZIMMERMANN, 1983). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da UFMG (Protocolo n® 225/2021).

4.5.2 Preparo de solucoes

Suspensodes do andlogo RAC6 nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg, do CBD (dose 20
mg/kg) e de pregabalina (dose 30 mg/kg) em veiculo, sendo a solugdo cremophor 5%, etanol
5% em salina estéril, foram preparadas e administradas por via intraperitoneal (i.p.) em um
volume de 4 mL/kg. A solucdo de cremophor 5% e etanol 5% foi preparada em solucdo salina
estéril (NaCl 0,9%), sempre no dia anterior ao experimento.

A suspensdo de paclitaxel (PAC) foi preparada em solucao de cloreto de sodio 0,9% e
administrada por via i.p. em volume de 2 mL/kg. A dose de PAC foi de 2 mg/kg, administrada
durante quatro dias (dose cumulativa de 8 mg/kg).

As suspensdes de naltrexona e do antagonista AM251 foram preparadas em solugao

salina imediatamente antes da administragdo. As doses de naltrexona utilizadas foram de 5 e
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10 mg/kg e administradas por via i.p. em volume de 2 mL/kg. O antagonista AM251 foi
administrado via i.p. nas doses de 4 ¢ 8 mg/kg, em volume de 2 mL/kg.

A solucdo de fenobarbital foi preparada pela dilui¢do do medicamento Fenobarbital
(Sanofi Aventis, Brasil) em solu¢do de cloreto de sédio 0,9%. A dose utilizada foi de 50
mg/Kg, per os (p.o.), em um volume de 8§ mL/Kg. O fenobarbital foi utilizado como controle
positivo no modelo de haste girante e administrado 1 h antes da avaliagdo da coordenacao

motora.

4.5.3 Modelo experimental de dor neuropatica induzida por paclitaxel

Os camundongos receberam quatro injegoes de PAC (2 mg/kg), em dias alternados
(dias 0, 2, 4 e 6), por via i.p.. Os animais do grupo controle receberam, nos mesmos dias,
injecdes de solucdo salina. A alodinia mecanica foi avaliada nos tempos 1, 3, 5 ¢ 7 horas no
tratamento no 14° dia apds a primeira administragdo da primeira dose de PAC, apds o

tratamento com analogo ou CBD, como mostrado na Figura 25.

Figura 25 - Linha do tempo da administracdo das substancias usadas no modelo murino de

DN.
Aplicagdo do CBD e
RACE
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4.5.4 Avaliacao da alodinia mecanica

Os animais foram colocados em compartimentos de acrilico dispostos sobre um suporte
que possui como base uma tela metalica e ambientados no aparato de realizagdo do teste por,
no minimo, 60 minutos por dia, durante dois dias antes da realizagdo do experimento, e por 20
minutos logo antes do inicio do experimento. A alodinia mecanica foi avaliada utilizando um
analgesimetro digital (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) que consiste em um transdutor de
pressao manual adaptado a um filamento de polipropileno de 0,5 mm? O filamento foi
aplicado a pata traseira direita com um aumento gradual de pressao até que o animal retirasse a
pata. O valor em que a pata for retirada ¢ gravado automaticamente. Cinco medi¢des foram
feitas, com um intervalo de 20 segundos entre cada uma delas, em cada animal. O maior e o
menor valor foram descartados e a resposta foi calculada como uma média das trés medidas
restantes. Os animais foram testados antes e depois dos tratamentos.

Os animais foram divididos em seis grupos de n=6 cada, sendo um controle positivo
tratado diariamente com pregabalina (30 mg/kg p.o.), outro com CBD (20 mg/kg p.o.), trés
para as dosagens diferentes do andlogo RAC6 (5, 10, 20 mg/kg, 1.p.), € o controle tratado com
o veiculo (CMC 0,5% 1i.p.). As injecOes foram feitas uma hora antes da administragdo da
primeira injecdo de PAC e as outras durante 14 dias. A DN foi induzida por 4 inje¢des de PAC
em dias alternados (0, 2, 4, e 6). A alodinia mecanica foi avaliada nos dias 0, 2, 4, 6, 10 ¢ 14
ap6s a administracdo de PAC e 4 horas apos a administragdo das substancias. A atividade do
analogo RAC6 foi descrita apds o 14° dia de sensibilizagdo com o quimioterapico. Nesse dia,
um dos grupos também foi tratado com pregabalina em dose unica (30 mg/Kg, p.o). A alodinia
mecanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 h apds a primeira administragdo do analogo RAC6 ou de

pregabalina. Os animais foram eutanasiados apds os testes.

4.5.5 Avaliacao dos efeitos induzidos sobre a coordenacio motora

A coordenacdo motora foi avaliada na haste girante (VAZ et al., 1996). Os animais
foram treinados no aparato, a 14 rpm, durante dois dias antes do experimento, em duas sessdes
diarias, durante 2 min. A divisdo dos grupos foi feita segundo o tratamento, totalizando 5
grupos de n=6, e também considerando a distribuicdo das médias dos tempos de permanéncia

basais fossem semelhantes. Sendo assim, no dia do experimento os camundongos foram
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tratados via p.o. por duas vezes em volume 2 mL/Kg, em um intervalo de 2h, com o analogo
RAC6 (20 mg/kg), CBD (20 mg/kg) ou o veiculo controle negativo (cremophor 5%, etanol
5% em salina estéril i.p.). Para fins de comparacdo, em um grupo o fenobarbital 50 mg/Kg foi
administrado em dose unica via p.o. Apds a primeira administracdo do analogo, CBD ou do
fenobarbital, o tempo de permanéncia de cada animal na haste girante (14 rpm) foi mensurado

nas 1°, 3° 5°¢ 7° h. O tempo de corte foi de 2 min.

4.5.6 Avaliacao da via mecanistica

Para proposi¢ao da via mecanistica foram necessarios nove grupos de camundongos,
n=6. Cada grupo representa a combinagdo entre um antagonista ¢ 0 RAC6, incluindo os que
receberam o veiculo. O analogo RAC6 foi administrado por via i.p. na dosagem de 20 mg/kg,
o veiculo por via i.p. (cremophor 5%, etanol 5% em salina estéril 0,5%), o antagonista do
CB1, AM251, nas doses 4 e 8 mg/kg i.p., e o antagonista dos receptores opidides mais
precisamente do tipo Mu, naltrexona nas doses de 5 e 10 mg/kg, também por via i.p.. Para
analise da atividade do RAC6 combinou-se a substancia e 0 AM251, nas concentragdes de 4 e
8 mg/kg. A naltrexona foi administrada nas doses de 5 e 10 mg/kg, junto ao andlogo e o

veiculo.

4.6 Analise estatistica

Os resultados dos testes in vitro de andlise do potencial antioxidante, FRAP, ABTS e
DPPH, foram analisados por meio da andlise de varidncia (ANOVA) One way seguida do
pos-teste de Brown Forsythe e Bartlett averiguando a homocedasticidade dos resultados, e
testes de Anderson-Darling, D'Agostino-Pearson omnibus, Shapiro-Wilk,
Kolmogorov-Smirnov para a normalidade. Comparagdo dos resultados obtidos foram
efetuados para determinar se hé diferenca significativa entre as substancias ¢ o CBD, e o
Trolox, nos ensaios de DPPH e ABTS. A curva padrdo, dos ensaios de FRAP e dosagem de
NO, analisou-se os valores, obtidos em triplicata, por meio da andlise de regressdo linear. A
equagdo da reta e o R*, cujo valor precisa ser maior de 0,9, foram calculados por meio da

plotagem do grafico, ressaltando que ndo houve diferenca significativa entre intercepto e
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inclinagdo entre a curva de cada triplicata. A determinacdo do CCs, para os testes de
citotoxicidade foi feita no programa Dr-Fit, j& os valores de Cls, para atividade citotoxica
foram calculados utilizando GraphPad Prism. Os dados do ensaio da dosagem de NO foram
obtidos por meio do célculo da média e o desvio padrdo. O nivel de significancia aplicada para
a determinagdo da diferencga significativa entre os dados foi considerado p<0,05. Os dados
supracitados sofreram anélise no software GraphPad Prism 9.0) (San Diego, California, EUA)

e Excel.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacio da atividade antioxidante dos derivados e analogos do CBD

A avalia¢do da atividade antioxidante das substancias levou em consideragdo a sua
capacidade de reduzir radicais livres com base em ensaios quimicos utilizando trés tipos de

radicais: FRAP, DPPH e ABTS.

5.1.1 Resultado do ensaio de FRAP

O primeiro teste realizado avalia a capacidade de reduzir o ion férrico ligado TPTZ (Figura
26), um composto que apresenta a coloragdo azul arroxeado a medida que o ion ¢ reduzido.

Sendo assim, quanto mais o radical férrico ¢ reduzido maior a intensidade da coloracao.

Figura 26- Representacio da reacdo de redu¢ido do ion Fe** a Fe** no complexo TPTZ com a

variacao de cor a medida que a reagdo se processa no inicio, meio e fim do ensaio.
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No ensaio de FRAP, que conta com a reducdo do ion férrico como mostrado

anteriormente, ocorre a mudanca de cor da reacdo para um tom roxo muito escuro. Nesse
experimento, o trolox (Figura 27) ¢ utilizado como base, por ter agdo comprovadamente
antioxidante. Tal substancia ¢ um andlogo da vitamina E, sendo usado como padrao para
avaliar o potencial antioxidante de outras substancias. Esse analogo ¢ capaz de atravessar a
membrana atuando no controle do estresse oxidativo. Assim como a vitamina E, o trolox atua
reduzindo espécies reativas presentes no tecido que causam danos a lipidios, proteinas e o

DNA (ARTS et al, 2004).

Figura 27- Estrutura do Trolox
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O resultado foi expresso em uM de Trolox/ mM de amostra, e como discutido, a

constru¢do da curva-padrdo de trolox e o uso da equagdo da reta dessa curva faz com que os
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resultados obtidos de cada amostra expressam sempre o equivalente em trolox (TE) da
atividade da substancia. Por conseguinte, utiliza-se a equagao da reta de um grafico que tenha
como um dos eixos as absorbancias de leituras de diferentes concentragdes do Trolox e o outro
as respectivas concentragdes. Sendo assim, a equacdo da reta foi usada com as absorbancias
das substancias, como valor de y, possibilitando obter o correspondente concentracdo de trolox
da atividade de cada substancia, cujo alto valor de x, obtido pela equacdo, equivale a uma
atividade potencialmente antioxidante (ARTS et al, 2004). No caso em especifico, o resultado
estd em equivalente de trolox (uM), para cada mM de substancia.

De todo modo, a obten¢do da curva-padrao e da equacdo da reta permitiu que fossem
encontrados os resultados da forma que estdo apresentados. Cabe ressaltar que quanto maior o
TE maior a atividade antioxidante da substancia. Isso se justifica porque demonstra que quanto
maior a concentracdo de TE menor serd a concentracdo necessdria da substancia para que
apresente atividade antioxidante. Por conseguinte, com base nos resultados mostrados na
Tabela 8 observa-se que o CBD possui 129,99 uM + 0.79 de TE por cada mM da substancia
presente na reacao, significando entdo que cada mM do CBD possui o efeito de 129,99 uM +

0.79 de trolox, e isso demonstra o potencial que o CBD possui de reduzir radicais livres.

Tabela 10- Dados dos resultados dos testes da atividade antioxidante do ensaio FRAP

Substancias FRAP (uM de TE/mM de amostra) + DP
CBD 129,99 + 0,79

MPP_CBD 80,68 + 4,82

CBD_R104 80,46 + 2.1

DBu_CBD 71,47 0,13

DeT_CBD 70,82 + 5,02
RAC3 4231+1.22

ACE_CBD 34,16+ 1,1

OLvV

21,92 +0,47
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Seguindo com as outras substancias testadas, observando a Tabela 8 em conjunto com
o grafico da Figura 28, infere-se que duas substancias apresentaram atividade significativa
quando comparadas ao CBD. Sendo elas as substancias MPP_CBD e¢ CBD_R104, com
resultados bem proximos de 80,68 uM + 4.82 de TE/mM de substancia e 80,46 uM + 2.1 de
TE/mM de substancia, respectivamente. Ensaios futuros e estudos de caracterizagdo do perfil
eletronico dessas substancias precisam ser feitos para considerar e comprovar atividade
antioxidante expressiva, porém os resultados apresentados permitem inferir que as substancias
citadas e CBD, sdo as mais ativas em compara¢do as outras. Ao contrario, as substancias
ACE_CBD e OLV, que obtiveram, respectivamente, 21,92 + 0,47 e 34,16 uM = 1.1 de
TE/mM de substincia, demonstraram ser as menos ativas. Contudo, todas as amostras
apresentam uma diferenca significativa entre o CBD. Observa-se, ainda, que a maior parte das
substancias testadas expressaram valores maiores que 50 pM de TE/mM de substancia,
apresentando, de uma forma geral, uma atividade moderada considerando o controle positivo,

CBD.

Figura 28 — Grafico do resultado do ensaio do FRAP, com os resultados em uM de TE/ mM
de substancia. ** representa valor de p<0,005, demonstrando que houve diferenga significativa

entre a atividade as substancias € a do CBD.
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5.1.2 Resultado do ensaio de reduciao do DPPH

Outro ensaio quimico usado no presente trabalho ¢ baseado na capacidade das
substincias em reduzir o radical DPPH, conforme ilustrado na Figura 29. Da mesma forma
mostrada no ensaio anterior, ha uma variacao de cor a medida que a redugdo acontece, nesse
caso, inicialmente a cor é roxa e, ao final, amarela. O radical DPPH ¢ relativamente estavel em
razdo da possibilidade de estabilizagdo por ressonancia com o anel trinitrobenzeno. Para que
uma substancia apresenta atividade antioxidante ¢ necessario que, ao doar um hidrogénio ao
radical DPPH, o radical formado seja também estabilizado, como aconteceria, por exemplo,

com substancias contendo um anel fenolico em sua estrutura (Figura 30).
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Figura 29- Reacdo de reducdo do radical DPPH, com esquema do que ¢ esperado da

diferenciagdo de cor no inicio, meio ¢ fim do ensaio.
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Figura 30 — Representacdo da estabilizacdo por ressonancia do radical DPPH (A) e de um

radical semiquinona (B) originado a partir da reagdo de uma substancia fenolica antioxidante.
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Com base no acima exposto, a atividade antioxidante dos analogos e derivados do
CBD foi avaliada usando o ensaio de reducao do DPPH. Na Tabela 9 estdo apresentados os
valores de % AAT obtidos por meio do calculo de absorbancia das substancias ap6s interagdo
com o reagente. Nesse ensaio foi utilizado um controle positivo, o trolox, que obteve 14,57% =+
0,4 AAT. Ja o CBD apresentou uma % AAT de 16,58 % + 0,4, comparavel a do trolox, o que
indica que esse fitocanabinoide apresenta atividade antioxidante, conforme ja descrito na
literatura (BORGES & SILVA, 2017). Destaca-se, ainda, a atividade antioxidante apresentada
pelo CBD_R104 (% AAT = 14,71 £+ 1,44), o que esta de acordo com os resultados do ensaio

de FRAP, em que este composto também se mostrou ativo.

Tabela 11- Dados dos resultados do ensaio de DPPH. Valores expressos em % AAT e o desvio

padrdo (DP) das médias.

Substincias DPPH (% AAT) +

DP

Trolox 14,57+ 0,4
CBD 16,58 £ 0,4
MPP_CBD 39,3+1,29
RAC3 18,45 +1,22
RAC6 1591+ 0,61
CBD_R104 14,71 £ 1,44
ACE_CBD 13,1 +£0,83
OLV 12,7+ 0,23
DBu_CBD 10,7+ 0,83
DeT_CBD 10,56 + 0,69

Vale ressaltar que algumas substancias (RAC3 ¢ RAC6) foram mais ativas que o
trolox, sendo que o derivado MPP_CBD foi o que apresentou maior atividade neste ensaio (%

AAT = 39,3% £ 1,29) (Figura 31). Observa-se também no grafico da Figura 31 nota-se que a
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além da maioria das substancias apresentaram diferenca significativa para o trolox e o CBD,

todas mostraram valores de p<0,005 quando comparadas com o MPP_CBD.

Figura 31- Grafico do resultado do ensaio de redu¢do de DPPH. No eixo y observa-se a %
AAT e no x mostra-se os nomes das substancias. Os valores com ** apresentam diferenca
significativa do CBD e as substancias com *** apresentam diferenca significativa ao trolox, o

controle positivo. O valor de p<0.005 foi considerado para determinar o grau de diferenca.
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5.1.3 Ensaio de reducio do ABTS

O ultimo ensaio quimico realizado para avaliacdo da atividade antioxidante dos
derivados e andlogos do CBD foi o de neutralizacdo dos radicais ABTS. Nesse ensaio ¢
utilizado uma mistura do ABTS com o persulfato de potassio, pois esse € o responsavel pela
formacdo do radical ABTS. A solugao de uso do ensaio do ABTS precisa ser preparada e
usada depois de 16 horas de incubagdo ao abrigo de luz e a temperatura ambiente, e isso
acontece por conta do tempo de reacdo entre ABTS e persulfato de potassio conforme
mostrado na Figura 32. No ensaio do ABTS ocorre a mudanga de cor da verde mais escura

para mais clara, a medida que a reducao acontece (Figura 32).
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Figura 32- Reagdo da formagdo do radical ABTS a partir da reacdo com persulfato de
potéssio, seguido de reducdo pelo agente antioxidante. O esquema do que ¢ esperado da

diferenciagdo de cor no inicio e ao fim do ensaio.
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Dessa maneira, o ensaio foi realizado utilizando o trolox como controle positivo.
Nota-se na Tabela 10, onde vé-se os valores de %AAT de cada substancia avaliada, que o
trolox possui % AAT = 98,93% =+ 0,34, sendo o valor mais proeminente dentre todas as
substancias testadas. Outro ponto igualmente importante, o CBD e os seus derivados
CBD_R104 ¢ MPP_CBD ¢ o0 OLV também demonstraram atividade satisfatdria com valores
de % AAT de 43,44 % + 1,39, 45,4% + 1,31, 50,69% + 1,38 ¢ 41,22% =+ 1,09, respectivamente
(Figura 33). Nota-se no grafico (Figura 33) que todas as substancias apresentam diferenca

significativa quando comparadas com o trolox, e quanto ao CBD, somente as substancias
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Tabela 12- Resultados do ensaio de reducdo do ABTS. Os resultados estdo em % AAT junto
dos DP de cada média.

Substancias  ABTS (%AAT)
+DP
Trolox 98,93 +£0,34
CBD 43,44 + 1,39
MPP_CBD 50,69 + 1,38
CBD_R104 454 +1,31
OLV 41,22 + 1,09
RAC6 31,77+ 4,19
ACE_CBD 6,52 + 2,36
RAC3 5,6 +0,73
DBu_CBD 0,70 £ 1,09
DeT_CBD ND*

*ND = nio determinada
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Figura 33- Grafico representando o resultado do ensaio de reducdo do ABTS. No eixo y
observa-se a % AAT, calculado por meio das absorbancias das substancias, € no eixo X a
identificacdo de cada uma das substancias testadas. O valor de p<0.005 foi considerado para
apontar que houve diferenca significativa entre as substincias e o trolox, sinalizado com ***, e

o CBD, sinalizado com **,

Resultado ABTS

*k

100

Substiancias

5.1.4 Discussao dos resultados dos ensaios de atividade antioxidante

A acgdo antioxidante do CBD que vem sendo relatada esta ligada a sua capacidade de
neutralizar radicais livres em razao de algumas de suas caracteristicas estruturais. Acredita-se
que as duas hidroxilas fenolicas presentes na sua estrutura sdo responsaveis pela neutralizagdo
dos radicais livres por garantir a estabilizagdo do radical (BORGES et al, 2013, BORGES &
SILVA, 2017), conforme ja ilustrado de forma geral na Figura 30. Além disso, o CBD pode
atuar em diferentes niveis na a¢do antioxidante, um deles ¢ inibindo a producao de oxidases
como a NOX que podem desencadear um aumento do estresse oxidativo (ATALAY et al.,
2019).

Com base nos resultados obtidos, que duas substancias foram mais ativas em todos os

testes. Uma delas mostrada na Figura 34, ¢ a MPP_CBD que demonstrou os resultados mais
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proeminentes em todos os trés ensaios de redugdo. Comparando-se a estrutura da MPP_CBD
com a do CBD, observa-se que possuem a maior parte muito semelhantes, sendo o ponto de
diferenca entre eles a presenca do grupo 4-metilpiperidina circulado em cinza na respectiva
estrutura. Como resultado, espera-se um aumento da atividade antioxidante, pois trata-se de
uma amina ciclica que faz parte de outras substancias conhecidas pela atividade antioxidante,
como a piperidina (MANJUSHA et al., 2018). A presenca desse grupo di- ou trissubstituido ja
foi descrita como favoravel para acao redutora de radicais livres, porém, essas modificagdes se

limitam a grupos com nitrogénio e enxofre (ALEXIDIS et al., 1995).

Figura 34- Estruturas do CBD e da MPP_CBD com o grupo 4-metilpiperidina em destaque

N
MPP_CBED

A outra substancia com atividade satisfatoria em todos os ensaios foi a CBD R104

(Figura 35). Observa-se na estrutura da CBD_R104 que ocorreu uma reducdo na ligagdo
dupla de C8, quando comparada ao CBD. Outrossim, a desidrogenacdo da ligagdo dupla em
C8, visto nos derivados desidrogenados H2-CBD ou H4-CBD (Figura 41), inibe a producao
de EROs em macréfagos RAW 264.7 (BEN-SHABAT et al., 2006). O mecanismo de inibi¢ao
dos derivados hidrogenados descritos por Ben-Shabat et al. (2006) nao foi completamente

elucidado.
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Figura 35- Estrutura da substdncia CBD R104 com destaque a reducdo da insaturagao.
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5.2 Avaliacdo da atividade citotoxica das substincias em diferentes linhagens de células

tumorais

A avaliacdo da atividade citotdxica das substancias foi feita em diferentes linhagens de
células tumorais, sendo duas delas linhagens de células leucémicas (THP-1 e K-562) e uma de
tumor sélido de mama (MDA-MB-231). Entdo, ap6s o processo de tratamento das células com
as devidas substancias foi preciso avaliar a viabilidade celular de cada linhagem. A viabilidade
celular foi mensurada por meio do ensaio de MTT. O MTT ¢ um sal tetrazolico metabolizado
pelas enzimas mitocondriais de células viaveis formando um cristal chamado de Formazan,
como visto na Figura 36; esse ¢ insolivel em agua, mas soluvel em DMSO e apresenta uma
coloracdo violeta (CARMICHAEL et al., 1987). Sendo assim, quanto maior a coloragdo

violeta das células maior a quantidade de células vidveis.
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Na Tabela 11 estdo os valores de Cls, determinados para cada uma das substincias nos

trés tipos de linhagens em comparacdo com os valores de Cls, dos farmacos utilizados como

controle positivo.

Tabela 13- Valores de Cls, das substancias frente as diferentes linhagens de células tumorais

(continua)
Cl,, (uM) = DP*
Substincias THP-1¢ K-562¢ MDA-MB-231'
CBD 84,45 + 0,70 31,85+ 1,95 11,37 £ 1,17
DeT _CBD 302,37+ 17,36 51,03 £9,08 295,36 + 13,55
DBu_CBD 242,20 £ 53,56 > 500 > 500
MPP_CBD 3.49 + 0,51 8,89 + 1,22 521+ 0,96
CBD_R104 59,67 + 7,53 5,99+ 0,61 14,50 + 1,93
RAC3 30,75+ 331 24,93 £3,01 26,17 £ 1,48
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Tabela 14- Valores de Cly, das substancias frente as diferentes linhagens de células tumorais

(conclusdo)
Substancias THP-1¢ K-562°¢ MDA-MB-231'
OLV 111,76 + 18,33 303,55 + 73,63 39,58 + 3,66
RAC6 33,72 + 3,28 86,00 + 16,04 9,24 +0,28
RAC6_Ab 30,19 £ 1,46 53,19 £ 0,07 12,63 £ 0,81
Imatinib® ND® 34,58 +£4,2 ND
Citarabina® 40,75 £ 4,45 ND ND
Doxorrubicina® ND ND 2,3+0,55

?0s valores de Cl;, foram apresentados como médias = Desvio Padrdo (DP) de dois experimentos
independentes; "Ndo Determinado (ND); °Controles positivos; ‘THP-1, linhagem celular de leucemia
monocitica aguda; °K-562, linhagem celular de leucemia mieloide cronica; "MDA-MB-231, linhagem celular
de adenocarcinoma de mama.

5.2.1 Discussao dos resultados de atividade na linhagem THP-1

Para a linhagem celular de leucemia monocitica aguda, a THP-1, o valor da Cls, do
CBD (84,45 uM +0,70) ¢ aproximadamente o dobro do valor observado para a citarabina
(40,75 uM +4,45), farmaco ja bem estabelecido na clinica no tratamento deste tipo de cancer.
Das nove substancias testadas, quatro apresentaram valores de Cls, menores do que os do
controle positivo, sendo que a MPP_CBD novamente se destacou como a mais ativa, com
valor de Cls, = 3,49 uM £0,51.

Embora o CBD seja um farmaco estudado quanto a sua atividade antineoplésica,
existem mais registros quanto a sua atividade frente a tumores s6lidos e ndo leucemias. O
mesmo ¢ observado quanto aos derivados e analogos deste fitocanabinoide. De todo modo, no
trabalho realizado por Shultze et al. (2017) os valores de Cls, do CBD sao cerca da metade do
valor na linhagem THP-1 que no ensaio realizado no presente trabalho. Ademais, no estudo
supracitado percebe-se um efeito dose-dependente do CBD sobre a viabilidade celular da

linhagem THP-1 (SHULTZE et al., 2017). Efeitos esses que estdo relacionados a atividade do
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CBD na respiragdo mitocondrial da linhagem em questdo. O CBD também foi descrito como
um inibidor da respiragao mitocondrial em cérebro de porcos, em que foi relatado a presenga
de receptores CB1 na membrana externa da mitocondria, o sendo responséavel pela disfungao
causada por canabindides (BERNARD et al., 2012; FISAR et al., 2014; SINGH et al., 2015).
Entdo, propde-se que os derivados testados possam atuar pela mesma via do CBD de forma
mais efetiva, ou at¢ mesmo por uma via diferente. Vale ressaltar a precisao de estudos para

mensurar a seguridade do composto bem como seu indice de seletividade em tais receptores.

5.2.2 Discussao dos resultados de atividade na linhagem K-562 e discussiao

Os resultados obtidos frente a linhagem K-562 de células de leucemia mieloide cronica
também se mostraram bastante promissores, com o CBD apresentando poténcia similar a do
controle positivo, imatinibe, e trés substancias com valores de Cls, menores. Destaque aqui
para os derivados MPP_CBD e CBD_R104, com valores de Cls, 8,89 uM £1,22 ¢ 5,99 uM
+0,61, respectivamente.

Kisiolek (2021) sugere que o CBD seja um potencializador da atividade proliferativa
das células leucémicas, e seu uso, na concentragdo de 5 uM, em concomitancia ao fairmaco
doxorrubicina diminui a atividade do quimioterapico, aumentando a viabilidade das células
tumorais em comparagdo com doxorrubicina sozinha. Por outro lado, Dvilansky et al. (1984)
descreveram a acao inibitoria do CBD em concentracdes mais altas que as usadas no presente
estudo. Por outro lado, supde-se que o possivel mecanismo de agdo do CBD e possivelmente
das substancias ativas identificadas no presente trabalho, em inibir a linhagem K-562, seja por
meio da interagdo com o receptor CB2, levando ao aumento dos niveis de apoptose nas células
tumorais, além do aumento da expressao de EROs (MCKALIP, 2006). Entretanto, ainda ndo ¢
possivel propor um mecanismo de acdo das substancias testadas sem estudos posteriores, nem

mesmo comparando com a literatura.

5.2.3 Discussio dos resultados de atividade na linhagem MDA-MB-231

Cinco substincias apresentaram valores de Cls, menores do que 15 uM frente a
linhagem de cancer de mama MDA-MB-231. O CBD apresentou um valor de Cly, de 11,37
uM +£1,17, valor préximo aos das substancias MPP_CBD (Cls, = 14,50 uM £1,93), RAC6
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(Clsy 9,24 uM +0,28) ¢ RAC6_Ab (Cly, = 12,63 uM * 0,81), considerando o controle
positivo, doxorrubicina (Cls, = 2,31 uM £0,55).

Esses resultados estdo de acordo com aqueles apresentados por D’aloia et al. (2022)
que demonstraram a agdo antiproliferativa do CBD, na linhagem de cancer de mama
MDA-MB-231. O mesmo grupo observou que em concentragcdes acima de 5 uM, o CBD
apresenta efeitos citotdxicos e citostaticos, como a interrup¢ao do crescimento das células
tumorais, ativando um processo de autofagia com aparecimento de bolhas de gés nas células.
Essas bolhas além de irreversiveis sdo um sinal de morte celular, sendo formadas a partir do
nicleo como forma de diminuir o inchago, alcangando a membrana celular e levando a ruptura
e morte da célula (D’ALOIA et al., 2022). Em outro estudo realizado por Shrivastava e
colaboradores (2011) na mesma linhagem celular de cincer de mama, propde-se um
mecanismo dose-dependente do CBD como agente antineopldsico. Assim, dentre as
concentragdes de 2,5 umol/L, 5 umol/L, 7,5umol/L e 10 pmol/L, a maior demonstrou menos
de 40% de viabilidade celular, em contraste com os 99% da menor concentracdo. Da mesma
forma, quando se avaliou a porcentagem de autofagia e apoptose, entre as concentragdes de 5
umol/L e 10 pumol/L, a ultima obteve mais de 80% de autofagia e mais de 90% de apoptose
(SHRIVASTAVA et al., 2011). Sendo assim, a concentragdo ¢ importante na determinagao dos
efeitos citotoxicos do CBD, ja que ele ndo apresenta os efeitos antineoplasicos em
concentracdoes menores que 5 uM.

Além disso, o CBD atua como um agente antiproliferativo devido a sua agao inibitoria de
sinalizadores moleculares como alvo da rapamicina em humanos (mTOR), que ¢ o principal
responsavel pela proliferacdo celular, inibido a fosforilacio do mTOR nas células oncogénicas
(SULTAN et al., 2018). Outrossim, o derivado natural, CBDA, também ja foi descrito como
composto ativo contra a linhagem MDA-MB-231. Takeda et al. (2016) indicam que sua via de
acdo ¢ por meio da inibicdo da COX-2, resultando na regulacdo da expressdo de uma das
proteinas presente no dimero do complexo ativador de proteinas-1(AP-1). Além do mais, o
CBDA também atua por meio da ativagao de enzimas que promovem a quebra da guanosina
(GTPase) da familia Rho do tipo A (RhoA), que estio diretamente ligadas a funcgdes de
mobilidade e polaridade celular, por meio da inibicdo da proteina quinase dependente de cAMP
(PKA), que promove a fosforilagdo da enzima RhoA (TAKEDA et al., 2012; TAKEDA et al.,

2016). Por outro lado, uma substancia que possui semelhanga estrutural com o CBD e demonstra
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atividade citotoxica, ¢ o canabinol para-quinona V, chamado de HU-311V (Figura 37). Tal
derivado foi descrito como antiproliferativo em linhagens tumorais de melanoma humano (M14),
cancer de mama (MC-7) e renal humanos (A498), valores de Cls, de 7,0 uM +0,10, 18,7 uM
+0,06 e 12,9 uM = 0,06, respectivamente. A linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 foi
testada, mas ndo houve resultados tdo promissores (Cls, de 33,6 uM), em vista dos resultados
obtidos das outras linhagens. Todavia, a substancia demonstrou sua atividade, na linhagem de
cancer de mama M14, induzindo autofagia, por meio da ativacdo de caspases e clivagem de
proteinas poli-polimerase (PPAR), inducdo da apoptose producdo de EROs (PETRONZI et al.,
2013).

Figura 37- Estrutura da quinona HU-311-V (a) comparada a estrutura do CBD (b)
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Adaptado Petronzi et al (2013)

Ainda existem muitas perguntas a serem respondidas, mas em conclusdo pode-se
inferir que MPP_CBD foi o mais ativo em todas as linhagens testadas, demonstrando valores
de Cls, mais baixos que os dos controles e do CBD. Obviamente, estudos adicionais sao

cruciais na investigacao do possivel mecanismo de a¢do desta substancia.

5.3 Determinacio do potencial anti-inflamatério das substiancias sintéticas em células da

linhagem RAW 264.7 estimuladas por LPS

5.3.1 Resultados do ensaio de citotoxicidade e CCs,

Antes de iniciar os estudos de avaliagdo do potencial anti-inflamatdrio in vitro das
substancias foi necessaria a realizagdo de um teste de citotoxicidade em macroéfagos RAW
264.7, na tentativa de determinar o melhor tempo de tratamento das substancias na célula e a

melhor concentragdo de partida para o estudo de CCs,. Os resultados apresentados foram
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usados como parametro para os testes posteriores. O ensaio de viabilidade celular foi realizado
utilizando o reagente resazurina, que ¢ um corante azul arroxeado que pode ser reduzido a
resorufina, um corante rosa, como observado na Figura 38. A presen¢a do produto reduzido
da resazurina ¢ indicativo de integridade mitocondrial, e consequentemente da capacidade de
realizar respiracao aerobica do organismo (KUETE et al., 2017). Sendo assim, os cristais de
resazurina sao usados para mensurar a atividade celular dos organismos apos a interagdo com
as substancias. A leitura das absorbancias da reacao da resazurina foi realizada para calcular a
porcentagem de morte celular dos macrofagos RAW 264.7 e os dados foram plotados como

porcentagem de morte dos macrofagos RAW 264.7.

Figura 38 - Esquema da redu¢do da resazurina em resorufina
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O tempo de incubagdo e a concentragdao sao fatores importantes na determinacao dos
parametros de viabilidade celular, entdo, foram testados trés tempos diferentes de incubagao
nos ensaios de 24, 48 e 72 horas e foram avaliadas as concentracdes de 200 e 300uM. Os
valores de concentragdo usados nesses testes foram preconizados por estudos anteriores
realizados com as substancias, obedecendo uma margem de seguranga. Entdo, como observado
na Figura 39, basicamente todas as substancias apresentaram porcentagem de morte celular
proxima de 100% em ambos os tempos de incubagdo, no entanto, o periodo de incubagdo de
48 horas demonstrou maior uniformidade. A avaliagdo da citotoxicidade das substancias nas

concentracoes de 200 e 300 uM resultou em valores de morte celular muito préximos, sendo
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padronizado o valor de 200 uM para os célculos de CCsy,, com excecdo da CBD_ R104, cuja
porcentagem de morte celular se manteve alta, entdo, novos testes de viabilidade celular foram
realizados para esta substancia sendo padronizada a concentra¢do de 100 uM para iniciar a

diluicao seriada do teste de CCs,.

Figura 39- Média da porcentagem de morte celular nas concentragdes de 200 e 300 uM, nos

tempos de 24, 48 e 72 horas pods-tratamento com as substancias DeT CBD, MPP CBD,
CBD _R104, RAC6, RAC6_Ab e CBD.
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Apds a investigagdo da citotoxicidade das substancias, o valor da CCs, foi determinado
e os resultados sdo mostrados na Tabela 12. Segundo observado, as substincias DeT_CBD,
RAC6 ¢ RAC6AD, apresentaram valores de CCs, (CCs, = 33,7 uM, 38,5 uM e 42,8 uM,
respectivamente), maiores que os do CBD (CCy,= 5,2 uM), e o CBD_R104 (CCs,= 3,9 uM).
O derivado MPP_CBD nao foi usado no célculo de CCs, pela falta de quantidade suficiente

para o teste, assim como falta de insumos para uma nova sintese.
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Tabela 15- Valores de CCs,das substancias testadas

Substancias Valor CCs, (uM)
CBD 5,2
DeT_CBD 33,7
CBD_R104 3,9
RAC6 38,5
RAC6ADb 42,8

Os valores obtidos neste ensaio foram cruciais para a determinagdo das concentragdes
das substancias utilizadas no ensaio de dosagem de nitrito (NO,), j4 que o objetivo deste
ensaio ¢ a estimulagdo e ndo a acdo toxica as culturas de macrofagos do tipo RAW 264.7.
Determinado o valor de CCs, este foi usado como referéncia para a escolha dos valores da
concentragdo a serem utilizadas nos proximos ensaios. Observa-se que dentre as substancias, a
CBD_R104 obteve o valor mais baixo de CCs, e por ser um valor de concentragao dificil de se
trabalhar, entdo, ao contrario das outras substancias que o valor de CCs, foi o ponto de partida
na determinagdo do intervalo de testagem. Os intervalos foram escolhidos de forma empirica

visando estabelecer uma margem de testagem que abrangesse o maior intervalo.

5.3.2 Discussido dos resultados do ensaio de dosagem de NO,

O ensaio para a detec¢ao da concentracao de NO, foi realizado utilizando o reagente
de Griess, que detecta o nivel de NO,™ das amostras. Existem dois reagentes de Griess 0 1 € o

2, sendo que o 1 possui sulfanilamida, diluida em H;PO,, que reage com o nitrito gerando uma
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espécie de sal de diazonio como produto. O sal reage com o reagente de Griess 2 produzindo
um corante AZO de coloragdo rosa (Figura 40). Sendo assim, quanto maior a formacao de
nitrito mais rosa fica o meio. Entdo, é essa mudanga de cor que ¢ avaliada no

espectrofotometro.

Figura 40- Etapas de reacdes utilizando o reagente de Griess para dosagem de NO,™ nas

amostras.
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Adaptado Véradi et al. (2019)

De todo modo, ¢ crucial ressaltar que ndo é possivel medir a concentragdo de 6xido
nitrico por se tratar de um gés que tem uma meia vida de menos de 10 segundos devido a sua
rapida oxidacdo a nitrito e nitrato. Entdo, a dosagem de NO, foi performada com as
concentragdes das substancias descritas na Tabela 5. Os resultados obtidos sugerem inibi¢ao
da producao do NO, nas células tratadas com todas as substancias. Observa-se que no controle
positivo, macréfago tratado somente com o LPS, houve o aumento da concentracdo de NO,
(21,13 uM + 2,81), comparando com o controle negativo, macrofagos sem tratamento (0,94
uM + 0,19) (Tabela 13), comprovando que houve o estimulo esperado pelo LPS e, entdo, o
aumento da concentragdo de NO,". O tratamento com o CBD evidencia uma a¢ao inibitdria

concentracdo-dependente, porque além da substancia diminuir a concentracdo de nitrito,
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comparando com o controle LPS, os valores de NO, na concentragdo de CBD testada de 2,5
uM (3,18 uM + 2,69) ¢ maior que a da outra concentragao de tratamento a 5 uM (1,21 uM =
1,26).

Tabela 16- Concentragdo de nitrito mensurado nas células tratadas com as substancias e

estimuladas com LPS. Observa-se as médias das concentragdes e seus respectivos DPs

(continua)

Substincias Concentracao do Concentracio de NO, (uM) £ DP

— tratamento (uM)
sem LPS com LPS

B RAW - 0,94 £ 0,19 21,13 +£2,81
B CBD 2,5 0,93 +£0,26 3,18+2,69
B 5 0,71 £ 0,37 1,21 £1,26
B DeT_CBD 10 0,38 £ 0,05 0,07 +0,12
B 20 ND* 0,22 +£0,42
B 30 0,05+ 0,09 ND*
B CBD_R104 1 0,65 + 0,47 1,66 + 1,05
B 4 0,89 + 0,63 1,54 +£0,28
B 7 1,67 +0,51 0,89 + 0,02
B RAC6 10 ND* 1,24 £ 0,05
B 20 0,07 +£0,21 1,37+0,19
B 30 0,96 + 0,12 5,67+0,14
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Tabela 17- Concentragdo de nitrito mensurado nas células tratadas com as substancias e

estimuladas com LPS. Observa-se as meédias das concentracdoes e seus respectivos DPs

(conclusao)
Substancias Concentracao do Concentracio de NO, (uM) £ DP
tratamento (uM)
sem LPS com LPS
RAC6-Ab 10 1,19+ 0,30 0,96 £ 0,63
20 0,81 +0,51 0,74 £0,33
40 1,37+£0,14 1,87 £1,08

ND#*=nio determinada

Em contrapartida, o derivado CBD_R104 também apresentou a mesma atividade
concentracdo-dependente, visto que a maior concentragdo de NO, aparece na menor
concentracdo da substancia, que ¢ 1 uM (1,66 uM + 1,05), e assim as menores concentragdes
de nitrito nas maiores concentragcdes de CBD _R104, 4 uM (1,54 uM £ 0,28) e em 7 uM (0,89
uM = 0,02). O tratamento com analogo RAC6ADb se manteve baixa em todas as concentragoes
testadas do analogo, embora o aumento da concentragdo de nitrito tenha sido
concentragcdo-dependente. Sendo que o tratamento com 10 uM, 20 uM e 40 uM do andlogo
obteve-se 1,37 uM =+ 0,19, 5,67uM = 0,14 e 0,96 uM =+ 0,63 de nitrito, respectivamente. O
mesmo nao foi observado para o RAC6, o qual nas concentragdes de 10, 20 e 30 uM, foi
detectado 1,24 uM =+ 0,05, 1,37 uM £ 0,19 e 5,67 uM = 0,14 de nitrito, respectivamente. Nos
macrofagos tratados com o derivado DeT_CBD ndo houveram acima de 1pM de NO, em
nenhuma das concentragdes testadas.

Os resultados da dosagem de NO, nas células tratadas com o CBD e o LPS foram
condizentes com o que ¢ relatado na literatura, sendo o fitocanabinoide capaz de inibir a
producdo de NO,” nos macrofagos (MECHOULAM et al., 2002a). Por conseguinte, o CBD,
que ja demonstra um potencial anti-inflamatério inibindo a producdo de NO,, porém no
presente estudo acredita-se que ocorreu a polarizagdo dos macrofagos em M1, contribuindo,

assim, para o aumento da produg¢ao de NO,. Considera-se que uma das vias de acdo pela qual
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o CBD atua no controle a expressdo de NO, ¢ pela ativacdo do fator nuclear Kappa-B
(NF-kB), que esta diretamente ligado a transcri¢ao da enzima que catalisa a reagdo de sintese
de NO, a NO sintase induzida (iNOS). Mais precisamente o CBD inibe a fosforilacdo da
quinase p38 MAP que ativa a transcri¢ao do fator nuclear (ESPOSITO et al., 2006). Da mesma
forma, as substancias RAC6 ¢ RAC6_Ab, no presente estudo, apresentaram o mesmo padrao
inibitorio, em que a concentracdo de NO, evidenciam-se ainda mais baixas que o controle
positivo, células estimuladas por LPS, mas também que os pogos estimulados por LPS e
tratados com CBD. Tal comportamento seria esperado tendo em vista trabalhos que descrevem
a a¢do anti-inflamatodria de derivados hidrogenados do CBD. Esses derivados hidrogenados do
CBD, mostrados na Figura 41, foram potencialmente inibitdrios na producao de nitrito, sendo
que os dois derivados di-(H,-CBD) e tetra (H,-CBD) hidrogenados do CBD promoveram
cerca de 80% de inibigdo (BEN SHABAT et al., 2006).

Figura 41- Estrutura dos derivados hidrogenados do CBD.
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Fonte: BEN SHABAT et al. (2006)

5.3.3 Resultados e discussdo da dosagem de citocinas

O ensaio foi realizado em simplicata devido a escassez de reagentes e recursos, o que
ndo garante robustez aos resultados. Por outro lado, os resultados sdo uma tendéncia do
comportamento das amostras e € crucial repetir esse ensaio. A dosagem de citocinas foi
realizada por citometria de fluxo utilizando o kit CBA, nele ocorre a interagdo dos anticorpos,
que estdo nas Beads de captura, com as citocinas presentes na amostra, ¢ um segundo
anticorpo acoplado a um fluorocromo permite avaliar a presenga das citocinas. A concentracao

das citocinas foi calculada baseada em uma curva-padrao.
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Dentre as sete citocinas mensuradas IL-10 e IFN-y ndo obtiveram resultados
detectaveis, além das interleucinas IL-2, IL-4 e IL-17A terem apresentado uma expressao
baixa e aleatéria. Cabe relembrar que os experimentos de dosagem de citocinas foram
realizados em simplicata, ndo sendo viavel afirmar se a falta de expressdo dessas citocinas, a
secre¢dao baixissima em algumas condig¢des de tratamento, ¢ um padrdo ou foi algum erro ou

interferéncia de reagente ou equipamento.

Antes de dar continuag¢dao a andlise dos dados da secregdo das citocinas, € necessario
discutir sobre a diferenciacdo dos macrofagos. Como citado anteriormente, essas células de
defesa ao receberem um estimulo podem sofrer diferenciagdes para macréfagos do tipo 1 (M1)
ou tipo 2 (M2), conforme ilustrado na Figura 42. Primeiramente, os M1 sdo ativados mediante
o estimulo por produtos de micro-organismos, como LPS, além disso, esses macrofagos
expressam citocinas como o TNF e IL-6, atuando na fase inicial da inflamagao (TSAI et al,
2022). Por outro lado, os macréfagos M2 tem agdo supressora da inflamacgdo, sendo ativados
por citocinas como IL-10 ou IL-4 e entdo expressam citocinas anti-inflamatorias O M1 ¢é o
macrofago de primeira resposta sendo ativado primeiramente € o0 M2 como alternativa, e os

dois subtipos podem se interconverter rapidamente mediante o estimulo (LEE, 2019).
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Figura 42 - Esquema mostrando os macréfagos M1 e M2 com o estimulo e as citocinas que
cada tipo pode expressar. A seta em curva significa o tipo de estimulo necessario para a

polarizag¢ao dos macrofagos.
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Sendo assim, considerando o resultado da leitura dessas outras duas citocinas pelo
CBA, infere-se que houve a diferenciacdo dos macrofagos para M1. Reforcando que esse ¢
somente um parametro para determinar essa diferenciacdo e outros testes precisam ser feitos
para a devida confirmacao, inclusive que o teste em questdo seja feito em triplicata, até mesmo
para garantir mais robustez aos resultados obtidos nesse teste. De toda forma, um dos fatores
para considerar essa polarizagdo em M1, além do estimulo que foi feito por LPS, foi que a
TNF-a foi uma das citocinas mais expressas pelas células. Vale ressaltar que as células que nao
receberam estimulo pelo LPS haviam expressado a citocina, entretanto de forma bem mais
amena, como observa-se no grafico da Figura 43. Entdo, vé-se que nas células tratadas com as

substancias e estimuladas com LPS houve um aumento da producao de TNF-a.
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Figura 43- Grafico do resultado da dosagem da citocina TNF-a nas células sem estimulo,
estimuladas por LPS e tratadas com as substancias CBD, DeT CBD, CBD R104, RAC6 ¢
RAC6 Ab. Nos eixos x representa a identificacdo das substincias, nos eixos y nota-se a
concentragdo das citocinas em pg/mL. Os resultados foram obtidos por meio do Software

FCAP BDBiosystem:s.
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Nota-se que a concentragdo de TNF-a foi maior nas células que haviam sido
estimuladas por LPS. As células que foram estimuladas e tratadas com CBD obtiveram
14.672,17 pg/mL, contra 14.172.48 pg/mL do controle positivo, ou seja, as células estimuladas
pelo LPS e ndo tratadas. Os macréfagos tratados com DeT CBD também obtiveram
concentragcdes maiores que o controle positivo, de 14.820.85 pg/mL. Por outro lado, as outras
substancias ndo demonstraram um comportamento parecido quanto a expressao da citocina
TNF-0, como por exemplo, o CBD_R104 com 13.959,19 pg/mL, e as tratadas com RAC6
com 14.397.17 pg/mL, o que, provavelmente, ndo ¢ estatisticamente diferente. Como a
diferenca entre os valores de controle positivo e das células tratadas pelas substancias ¢ muito
pequena, nao ¢ possivel inferir se essa diferenca ¢ ou ndo significativa, visto que o
experimento foi feito em simplicata.

O CBD pode apresentar um comportamento modulador da inflamacdo, assim como
outros fitocanabinoides (HENSHAW, et al.,2021). Todavia, ressalta-se que a atividade
estimuladora de citocinas pelo CBD e de alguns outros anadlogos ja haviam sido descrita

(BURSTEIN, 2015). O papel pro-inflamatorio do CBD ja foi descrito por Karmaus et al.
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(2013) que propuseram que ele atua por meio da ativagdo do fator de transcri¢ao fator nuclear
de células T ativadas (NFAT), que ¢ um fator participante da produgdo de citocinas
pro-inflamatorias. Além disso, Ben-Shabat ef al. (2006) também descreveram que a
estimulacio do TNF-a ocorre de forma dose-dependente. Nesta pesquisa o CBD nas
concentragdes de 1 e 4 pg/mL consegue estimular a ativagdo do NFAT. Ainda o estudo de
Ben-Shabat et al. (2006) traz registros da acdo dos derivados hidrogenados DMH-CBD, sendo
dois dihidrogenados e um tetrahidrogenado (Figura 44), que atuam estimulando a secre¢do do
TNF-a, com estimulo por LPS, de forma concentragdo-dependente nas concentragdes de 1, 4 e
8 ng/mL (BEN SHABAT et al., 2006; MORALES et al. 2017) O mesmo ¢ observado nas
substancias DeT_CBDB e RAC6 (Figura 44), e ambas possuem semelhancas estruturais aos

derivados hidrogenados DMH-CBD.

Figura 44 — Estrutura das substancias do presente estudo RAC6 ¢ DeT CBD, e a dos
derivados hidrogenados DMH do CBD estudados por BEN SHABAT et al. (2006) para
determinagdo do potencial de agdo frente a inflamag¢do. As substancias mostradas

demonstraram potencial de a¢do pro-inflamatoria ndo suprimindo a expressao de TNF-a.

H2-CBD-DMH H4-CBD-DMH

No entanto, o CBD também atua suprimindo a producao de TNF-a, o que ndo ¢
observado nos resultados obtidos no presente trabalho. A diferenca entre os resultados pode

ser observada pela dosagem e o modelo utilizados. Por conseguinte, no trabalho de Ben-Shabat
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et al. (2006), na concentracao de 8 pg/mL o CBD inibe cerca de 100% a formagao da citocina.
Além disso, ¢ descrito o controle do TNF-a em células intestinais de camundongos induzidas
por LPS pelo CBD a 10 mg/kg (DE FILIPPIS ef al.,, 2011). Da mesma forma, o CBD_R104
obteve sua concentragdo de TNF-a menor do que a do controle, assim como o RAC6_AD,
mesmo que estatisticamente a diferenca seja insignificante. Na literatura encontram-se
exemplos de substancias derivadas com esse padrao, como outros derivados hidrogenados, os
H2-CBD e H4-CBD, mostrados na Figura 45, que foram testados nas concentracdes de 1, 4 e
8 pg/mL em macrofagos murinos, e os resultados foram concentracdo-dependente, sendo a
maior concentracdo resultando em 80% de inibicdo (BEN SHABAT et al., 2006). Nesse caso,
observam-se mudancgas estruturais assim como nos derivados hidrogenados. Por exemplo, o
CBD_R104 tem uma redug¢do em C8, assim como mostrado na Figura 45, ¢ o RAC6_Ab

possui apenas uma das insaturagdes observadas no CBD.

Figura 45 -Estruturas das substancias CBD R104 ¢ RAC6_Ab, e a dos derivados
hidrogenados do CBD.

Adaptado Ben-Shabat et al. (2006)

Por outro lado, a expressdao da IL-6 também ¢ considerada um parametro para inferir
essa diferenciacdo dos macrofagos em M1, considerando que tal interleucina ¢ uma citocina

pro-inflamatéria, ou seja, sua presenca ¢ notada em situacdo em que hd uma atividade



105

pré-inflamatoria por parte dos macréfagos (SAQUIB et al., 2018). De qualquer forma, vé-se
no grafico de expressao dessa citocina por parte dos macréfagos (Figura 46), que ele segue
um padrdo em todas as substancias e no controle também. Tal padrao seria a auséncia da IL-6
em todas as células que ndo foram estimuladas por LPS. Nao ¢ possivel afirmar que as
substancias DeT _CBD ¢ CBD_R104 ¢ o CBD resultaram em maior secre¢do de IL-6 que o

controle, considerando que o experimento foi feito em simplicata.

Figura 46 - Grafico apresenta o resultado da dosagem da citocina IL-6 nas células sem
estimulo, estimuladas por LPS e tratadas com as substancias CBD, DeT CBD, CBD R104,
RAC6 e RAC6_Ab. No eixo x estdo identificadas as substancias e no eixo y a concentragao
das citocinas em pg/mL. Os resultados foram obtidos utilizando o Software FCAP

BDBiosystems.
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Além disso, nota-se que as concentracdes da citocina IL-6 em todos os pocos em que
as células ndo foram estimuladas ndo secretam a interleucina. Por outro lado, células tratadas
com CBD obtiveram 1.679,95 pg/mL, contra 948,72 pg/mL nos pogos com células
estimuladas pelo LPS. Nas células tratadas com DeT_CBD houve 2.225,42 g/mL da
concentracdo de IL-6, apresentando a maior expressao da interleucina de todos os tratamentos
com as substancias do presente estudo. Os macrofagos tratados com a substancia CBD_R104
também tiveram a concentra¢do da citocina acima do controle positivo sendo 1455.08 pg/mL.
Nao obstante, as células estimuladas pelo LPS e tratadas com as substincias RAC6 e

RAC6_Ab secretaram menos IL-6 que o controle positivo, por exemplo, nas células tratadas
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com RAC6 a concentragdo foi de 649,85 pg/mL e com RAC6_Ab foi de 484,78 pg/mL de
IL-6. Entretanto, os valores obtidos nesse teste demonstram uma tendéncia no comportamento
das células, devido ao teste ter sido feito em simplicata. Outrossim, os resultados ndo sdo
robustos para afirmar que ¢ esse o comportamento das células tratadas e ndo produto de

alguma interferéncia.

Desta maneira, as substancias CBD, DeT_CBD e CBD_R104 aparentam ter
estimulado a produ¢do da IL-6 nos macrofagos que haviam sido estimulados pelo LPS e
acredita-se que isso possa estar relacionado a a¢ao dos macréfagos M1. Além disso, a IL-6 ¢
uma interleucina produzida em resposta a infecgdes e danos teciduais, contribuindo na defesa
de organismos externos por meio do estimulo da resposta inflamatéria aguda, hematopoiese e
reacOes imunologicas (TANAKA ef al., 2014). Entretanto, o aumento desta interleucina resulta
na polarizacao dos macréfagos do tipo M1 em M2, visto que esse processo ocorre rapidamente
e de forma constante, e esse subtipo conhecidamente atua na contengdo da inflamagao (LEE,
2019). Dessa forma, estudos demonstraram que o CBD modula, podendo até inibir, a produgao
da interleucina, como expde Sermet et al. (2021). Nesse estudo foi demonstrado que o CBD
interage com os receptores Tool-Like (TLR), que liberam citocinas e ativam sistema imune de
primeira resposta, como a IL-6. Além disso, avaliou-se nove TLR e demonstrou-se que o CBD
interage com sete deles, sendo o TLRS8 responsavel por promover a secrecdo da IL-6
(SERMET et al., 2021). Especula-se que os derivados avaliados no presente trabalho,
DeT CBD e CBD_R104 (Figura 47), possam atuar pela mesma via no aumento da secre¢ao
da citocina IL-6, certamente serdo necessarios estudos futuros analisando a via de agdo dessas

substancias.

Figura 47- Estrutura das substancias CBD _R104 e DeT CBD

@]
CBD_R104 _ DeT_CBD
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Em contraste com os resultados pro-inflamatorios, ressalta-se que os analogos
avaliados nesses experimentos, RAC6 e RAC6_Ab (Figura 48), mostraram um potencial de
acdo anti-inflamatorio. Juknat et al/ (2016) conduziram estudos quanto ao potencial
inflamatorio do derivado DMH-CBD (Figura 48), ¢ demonstraram que essa substincia atua a
nivel molecular na producdo e secre¢do da interleucina. O DMH-CBD reduz a expressao do
mRNA do IL-6 em células microgliais, com ou sem estimulo pelo LPS. Adicionalmente,
DMH-CBD atuou de forma concentragdo-dependente, nas concentragdes de 1, 5 e 10 uM,
sendo a ultima concentracdo de tratamento a que obteve menor expressio do mRNA nas
células (JUKNAT et al., 2016). Embora a acdo dos analogos testados no presente estudo
pareca diferente do padrao CBD, tal substancia também demonstrou seu potencial
anti-inflamatorio. No estudo desenvolvido por Vuolo et a/ (2015) ha indicios que o CBD
possui a capacidade de diminuir os niveis de IL-6 no plasma de camundongos machos Wistar,
em quadro de asma induzido por ovoalbumina durante oito semanas, na dose de 5 mg/kg i.p.

administrada nos dois ultimos dias da indugao (VUOLO et al., 2015).

Figura 48 - Estrutura do RAC6 e RAC6_Ab e do DMH-CBD descrito como potencial
anti-inflamatdrio por JUKNAT et al. (2016)
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Em suma, existem muitas consideragdes a serem feitas diante dos resultados obtidos
nesse experimento. Primeiramente, as substancias avaliadas possuem atividade inibitoria da

producdo de nitrito nos macrofagos estimulados por LPS. Algumas delas também
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demonstraram uma agdo concentracdo-dependente, como CBD e¢ CBD R104. As outras
substancias ndo atuam de forma concentracdo-dependente, mas a concentracdo de NO nas
células tratadas estavam mais baixas que as dos macrofagos estimulados por LPS sem
tratamento. Tal comportamento foi mostrado anteriormente, como o padrdo esperado pelo
CBD ¢ por derivados e analogos do fitocanabinoide. Outrossim, a expressao de citocinas pelas
células estimuladas pelo LPS e tratadas com as substancias apresenta diversos caminhos para
discussdo. Além disso, a maior parte das citocinas que foram medidas pelo experimento nao
demonstrou uma concentragdo expressiva, somente as citocinas TNF-a e IL-6. Esse padrao ¢
caracteristico da polarizacdo dos macrofagos para M1, um tipo de macréfago para respostas
inflamatérias agudas. Dessa forma, todas as substancias incitaram a expressao da citocina
TNF-a nas células estimuladas por LPS. Alguns exemplos na literatura citados anteriormente
demonstram que outros derivados do CBD e o proprio fitocanabinoide atuam da mesma
forma. Quanto a expressdo da IL-6 houve uma divergéncia de comportamento por parte das
substincias nas células estimuladas por LPS. RAC6 ¢ RAC6_Ab apresentaram um potencial
redutor na expressdo de IL-6, em contrapartida, DeT_CBD e¢ CBD_R104 aumentaram a
expressdo dessa interleucina. Como colocado anteriormente, a literatura mostra que os dois
caminhos s3o possiveis, porém as condi¢cdes e estimulos variam. Conclui-se que estudos
futuros sdo cruciais para determinacdo do mecanismo de atuagdo das moléculas e como as

condigdes externas, quanto ao estimulo e célula, por exemplo, podem influenciar nos estudos.

5.4 Avaliacdo da atividade do RAC6 em modelo de dor neuropatica e proposicio de uma

possivel via mecanistica

Os resultados demonstrados a seguir foram fruto da inducdo da dor neuropatica pelo
PAC. Tal processo ¢ feito de forma gradativa e continua por 8 dias em que doses de 2 mg/kg
do PAC foram administradas em camundongos dos grupos testados. As administragdes
aconteceram em dias alternados, totalizando quatro aplicagdes, em conjunto com a aplicagdes
do analogo e do CBD. No 14° de tratamento foram feitos a averiguacdo dos parametros para
DN, como alodinia mecanica, controle da coordenacdo motora ¢ a via mecanistica. No caso
dos estudos de alodinia e coordenagdo motora a aferi¢do dos parametros foi feita nas horas 1,

3, 5 e 7. Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical no ultimo dia do
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experimento, sendo esse o 14° dia apoés a primeira aplicagdo do PAC. Os experimentos para
determinar a provavel via de atuacdo do RAC6 contou com testes de alodinia mecanica para
determinar se a utilizagdo dos antagonistas dos receptores CB1 e opidides levaria a o aumento
ou diminuicdo da DN, mesmo depois do tratamento com as substancias. Os antagonistas
usados foram o AM251, como antagonista do receptor CB1, e a naltrexona como antagonista
dos receptores opioides e ambos estdo representados na Figura 49. Além disso, nota-se que
somente 0 RAC6 foi avaliado nesses ensaios, tendo sido sclecionado em razido de sua

atividade promissora na maioria dos outros ensaios realizados

Figura 49 - Estruturas dos antagonistas usados neste estudo: naltrexona ¢ o antagonista do

receptor opidide e AM251 ¢ um antagonista do receptor CB1.

Cl
Naltrexona AM251

Desta forma, os ensaios da avaliagdo da atividade antinociceptiva do RAC6
demonstraram resultados bastante promissores, conforme pode ser observado pela analise dos
os graficos da relacdo entre o limiar nociceptivo € o tempo apos tratamento mostrado na
Figura 50. O RAC6 foi administrado em trés doses diferentes, 5, 10 e 20 mg/Kg para
determinar se a substancia atua de forma dose-dependente. O CBD e a pregabalina foram
administrados em dose Unica, de 20 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente. A pregabalina ¢ o
medicamento considerado padrao ouro no tratamento da dor neuropatica, sendo esse o controle
positivo do experimento. Observa-se que o RAC6 na dose de 20 mg/kg foi tdo ativo quanto o
CBD na mesma dosagem. Fica evidente que nessa dosagem o efeito foi mais prolongado,

sendo o pico de acdo de 5 horas apds a administragdo da substancia. Ainda assim, observa-se
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no grafico na Figura 50b que esta substancia possui uma agdo dose-dependente, ou seja, a
medida que a dose administrada aumenta, o limiar nociceptivo também aumenta. Sendo assim,

o grupo que recebeu a maior dose do RAC6 (20 mg/kg) ¢ também o grupo com maior

resisténcia de estimulo a dor.

Figura 50 - Graficos dos niveis de alodinia avaliados pelo ensaio de Von Frey para o analogo
RACG6 nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg o CBD 20 mg/kg, pregabalina 30 mg/kg, e o veiculo. O
gréafico (a) demonstra a relagdo do tempo de movimentagdo da pata mediante o estimulo a dor
apods o tempo de tratamento de 1, 3, 5 e 7 horas. No grafico (b) observa-se a area sob a curva
de cada composto analisado nas respectivas concentragdes. O valor de significancia
considerado foi de p<0,005. Os resultados com *** demonstram valores com diferenca

significativa em relacdo ao controle, e ** em rela¢do ao controle.
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Com base nestes resultados, preconizou-se a dose de 20 mg/kg do RAC6 como a mais
efetiva. Segundo o WHO (2017) essa ¢ a dose limite recomendada na utilizacao do Epidiolex
(medicamento a base de CBD), entretanto, nessa dosagem alguns efeitos adversos sdo
observados para o CBD (WHO, 2017). Evidentemente, outros testes de toxicidade sdo
necessarios para avaliar a seguranga do andlogo RAC6 ¢ verificar se nessa mesma dosagem
nao provoca efeitos adversos significativos, uma vez que possui semelhanga estrutural com o
CBD, como observado na Figura 51. Mesmo assim, o CBD possui resultados satisfatorios
quanto a pesquisa do seu uso no tratamento da DN in vivo. O mecanismo de agdo proposto do
CBD passa pela ativagdo do receptor serotoninérgico 5-HT,,, na redu¢do da DN, ainda assim,
ha registros que o bloqueio dos receptores CB interfere na agdo do fitocanabinoide no controle
da DN, mas nao tanto quanto o bloqueio do receptor 5-TH,, (MLOST et al., 2020; WARD et
al., 2014).

Figura 51- Estrutura do CBD e o andlogo RAC6
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Ademais, ¢ importante investigar qualquer atividade das substincias que promovam

alguma alteracdo no equilibrio quando se determina o potencial de controle da DN. Isso
porque a avaliagdao da alodinia ¢ feita nas patas dos animais, entdo se ha alguma alteracao da
coordenagao motora ou até mesmo um relaxamento muscular, o ensaio seria tendencioso.
Sendo assim, avalia-se os animais no ROTA-ROD, um aparelho que mensura o tempo que o
animal consegue se equilibrar numa haste de madeira que fica girando. Nesse caso, usa-se o
fenobarbital 30 mg/kg no grupo controle positivo, uma vez que ele altera a percepgao de
equilibrio do animal, diminuindo seu tempo de permanéncia no aparelho. O CBD na dose de
20 mg/kg foi administrado nos animais de outro grupo, assim como um outro grupo de animais
recebeu 0 RAC6 na dose de 20 mg/kg, ja que essa foi a dose que demonstrou os resultados

mais promissores no ensaio de alodinia. Houve também um grupo de animais que receberam
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somente o veiculo (Cremophor 5%, Etanol 5% em salina estéril), que serve também como
controle do tratamento com o PAC. No grafico mostrado na Figura 52 observa-se o tempo de
permanéncia no ROTA-ROD de cada grupo tratado com cada substancia e o tempo em que 0s
animais foram avaliados, com a finalidade de analisar os efeitos das substancias em diferentes
horas apos o tratamento. Como resultado, ndo houve diferenga significativa entre o grupo
veiculo, tratado com CBD e RAC6 em nenhuma hora apds o tratamento. Por outro lado, o
grupo tratado com o fenobarbital teve uma queda no tempo de permanéncia ao longo das
horas, chegando no pior tempo 5 horas apds o tratamento. Esse resultado ja era esperado,
contando que a funcdo do fenobarbital neste ensaio ¢ justamente servir de parametro para caso
o RAC6 apresentasse atividade que alterasse o equilibrio dos animais. Em suma, a CBD ¢ o
RAC6 demonstraram resultados bem semelhantes, o tempo de permanéncia mostrou uma
frequéncia semelhante ao basal, independente da hora, inferindo a auséncia da alteragdo

motora deste analogo e o CBD.

Figura 52 - Gréfico representando o potencial de relaxamento muscular das substancias
testadas mediante o tempo de permanéncia dos animais na manilha do aparelho ROTA-ROD,
apos 1, 3, 5 e 7 horas do tratamento, inferindo alteragdo no movimento. O farmaco utilizado
como controle para o teste foi o fenobarbital na dose de 50 mg/kg. O CBD ¢ o0 RAC6 foram
avaliados na dose de 20 mg/Kg. A significancia foi determinada no valor de p<0,005. Os

dados com ** e *** gpresentam diferenga significativa em relacdo ao controle.
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O andlogo do CBD escolhido para avaliagdo da atividade analgésica mostrou-se
promissor para um potencial uso no seu tratamento da DN, aumentando o limiar da retirada de
pata dos animais nos testes de alodinia. Além do mais, ele ndo apresentou atividade sedativa
quando comparado ao fenobarbital, no teste de¢ ROTA-ROD, ja que os animais tratados com
RAC6 permaneceram no aparelho no limite basal. O CBD pode em si apresentar um efeito
sedativo quando administrado em doses altas (MECHOULAM et al, 2002a; PICKENS, 1984).
Entretanto, ndo possui o mesmo efeito sedativo em compara¢ao com o fenobarbital, ainda que
ambos atuem como anticonvulsivantes por vias semelhantes (LEWIS & ADAMS, 2022).
Entdo, o RAC6 ndo desempenha o mesmo papel que o farmaco controle, reforcando que o
aumento do limiar nociceptivo estaria ligado ao seu potencial analgésico.

Sabendo-se que o RAC6 potencialmente inibe a dor neuropdtica, excluindo alguma
acdo que favoreca e/ou exacerba um prejuizo motor, foram analisadas possiveis vias de ag¢ao
desta substancia. Assim, prosseguiu-se com a analise da alodinia mecanica utilizando o
antagonista do CB1, AM251, que compdem uma das vias propostas para a agao do CBD. Cabe
ressaltar que como forma de avaliar a atividade do RAC6 no controle da dor, o antagonista do
CBI1 foi administrado em conjunto com essa substincia, dessa forma ¢ possivel analisar se a
presenca do AM251 leva a inibigao dessa atividade ou ndo. Dessarte, observa-se no grafico da
Figura 53a a relagdo entre o limiar nociceptivo e os diferentes tempos apds a administragdo do
RACG6 na dose de 20 mg/kg, do antagonista AM251 nas doses de 4 e 8 mg/kg e do veiculo.
Pode-se inferir que o analogo atua por meio da interacdo com o receptor CB1, em razdo da
diminui¢do notavel do limiar de retirada de pata quando a administracao da substancia ¢ feita
junto ao antagonista. Isso se comprova com a relacdo entre a diminui¢do da atividade e o
aumento da dose do antagonista, e denota também uma interacdo dose-dependente conforme
proposto anteriormente. Outro ponto a ressaltar é que o pico de acdo, ou seja, 0 maior tempo
de retirada da pata dos camundongos ocorreu em horas diferentes. Observando o grafico na
Figura 53b vé-se que, com excecao do grupo tratado somente com o veiculo e o veiculo em
conjunto com o antagonista a 8mg/kg, o grupo tratado com o antagonista a 8 mg/kg associado
ao andlogo a 20 mg/kg possui a menor area sob a curva. Ainda, comparando o grupo que foi
tratado com 4 mg/kg e o de 8 mg/kg de AM251, o primeiro possui uma diferenga significativa

da area sob a curva, sendo a da menor dose do antagonista maior que a menor dose,
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inferindo-se que RAC6 ndo sé possui atividade com o receptor CB1, como também expressa
de maneira mais efetiva seu potencial nociceptivo relacionado da disponibilidade de receptores

disponivel.

Figura 53 - Grafico da avaliagdo dos niveis de alodinia avaliadas pelo ensaio de Von Frey
com o andlogo RAC6, nas doses de 20 mg/Kg, o antagonista do receptor CB; AM251, nas
doses de 4 e 8 mg/Kg e o veiculo CMC 0,5%. Grafico a representa o tempo de movimentagao
da pata mediante o estimulo & dor X tempo de tratamento de 1, 3, 5 e 7 horas. Gréfico b
representa a area sob a curva de cada substancia analisada nas diferentes concentragdes. O
valor de significancia considerado foi de p<0,005. ** e *** demonstram valores com diferenca

significativa.
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Os dados obtidos nos ensaios com o antagonista AM251 permitem dizer que o RAC6
esta potencialmente agindo no receptor CB1, uma vez que o aumento da presenca do
antagonista diminui o limiar nociceptivo. Alguns trabalhos comprovam que o CBD nio atua
por esse mecanismo de acdo, de forma que, apesar da semelhanga estrutural, pode ser que estas
duas substancias atuam por mecanismo de acdo distinto no que se refere a atividade
antinociceptiva (MLOST et al., 2020). Todavia, alguns pesquisadores relatam a interagdo com
os receptores CBs no uso do CBD em associagdo com o THC (LI et al., 2018). Derivados
desidroxi do CBD apresentaram uma via de acdo diferente da que vem sendo proposta para o
fitocanabinoide, conforme descrito por Xiong et al. (2012) que demonstraram que a atividade

analgésica do derivado desidroxil-CBD (DH-CBD) (Figura 54) estaria relacionada a sua

afinidade aos receptores de glicina (GlyR), em especial a subunidade da enzima a3, que
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desempenha um papel importante na dor cronica. Sabe-se que a dessensibiliza¢do de a3 GlyR
¢ percebida em processos nociceptivos € a potencializagdo desse receptor atua no controle da

dor (XIONG et al., 2012).

Figura 54 - Estrutura do DH-CBD

FONTE: Cioffi (2018)

Ainda com o intuito de investigar o possivel mecanismo de acdo do RAC6, decidiu-se
avaliar se este poderia atuar, também, em receptores opidides. Nesse sentido, realizou-se o
ensaio para determinacdo de alodinia mecanica, mas, dessa vez, utilizando o farmaco
naltrexona, um antagonista competitivo dos receptores opidides, administrado em associa¢ao
com o RAC6. A naltrexona foi administrada nas doses de 5 ¢ 10 mg/kg em dois diferentes
grupos, entdo o RAC6 foi administrado, na dose de 20 mg/kg, nesses mesmos grupos. O
experimento foi feito dessa forma para avaliar se 0 RAC6 possui alguma afinidade ou atua nos
receptores opidides, além do mais, usou-se diferentes doses do antagonista para avaliar se
havia uma relagdao dose-dependente entre substincia e a atividade no receptor. Sendo assim, o
grafico na Figura 55 demonstra a relagdo entre o limiar nociceptivo € o tempo apods
administracdo de cada tratamento, incluindo os resultados do grupo controle em que foi
administrado o veiculo. Observa-se que os animais do grupo em que foram administrados
RAC6 ¢ o antagonista naltrexona nas doses de 5 e 10 mg/kg se comportaram de maneira
semelhante em relagdo a atividade anti-alodinica, quando comparado ao grupo que recebeu
apenas o RAC6. Esses resultados demonstram que a atividade anti-alodinica deste analogo do
CBD nado esta relacionada a atuacdo em receptores opioides. Analisando o grafico na Figura
55b infere-se que nao houve diferenca significativa entre a area sob a curva do andlogo

sozinho e dele com as diferentes concentragdes da naltrexona.
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Figura 55- Graficos da avaliagdo dos niveis de alodinia pelo ensaio de Von Frey utilizando
RAC6 na dose de 20 mg/Kg, o antagonista do receptor opiodide, naltrexona, nas doses de 5 ¢ 10
mg e o veiculo CMC 0,5%. Gréfico (a) - relagdo do tempo de movimentagao da pata mediante
o estimulo a dor ap6s 1, 3, 5 e 7 horas de tratamento. Grafico (b) - area sob a curva de cada
grupo estudado. O valor de significancia considerado foi de p<0,005. ** e *** demonstram

valores com diferenca significativa.
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Por outro lado, no presente trabalho, a ativacdo ou a afinidade do RAC6 pelos
receptores opioides ndo foi observada quando se utilizou o antagonista naltrexona. Essa
hipotese ¢ justificada pela ndo alteragdo da atividade do analogo na presenca do antagonista.
Comparado com a atividade do CBD nos receptores opioides constata-se uma atividade
diferente do andlogo, mais especificamente nos receptores do tipo Mu nos quais a naltrexona
possui atividade antagonista (SUDAKIN, 2016). Estudos sugerem que na concentragcdo de 10
uM, o CBD se comporta como agonista alostérico desses receptores (KATHMANN et al.,
2006). Entretanto, contrastado com a pesquisa realizada por Abraham et al. (2020) que
compararam o uso de canabinoides com a morfina no controle da DN, percebeu-se que as
substdncias naturais da maconha promovem um alivio prolongado da dor. Além disso,

observou-se que o CBD, quando comparado a morfina, ndo possui efeitos psicoativos e nao
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interage com o organismo do individuo na auséncia da dor. Levando em conta o potencial
viciante de substancias que manifestam afinidade aos receptores opiodides, a auséncia de
afinidade do andlogo pelo receptor ¢ um bom pardmetro, indicando a falta de efeitos

psicoativos da substancia sintetizada (HERMAN et al., 2022).

Dessarte, o analogo RAC6 demonstrou habilidade de tratar a alodinia incitada nos
animais pelo PAC de forma dose-dependente, com efeitos mais promissores na dosagem de 20
mg/kg. A substancia ndo possui um potencial sedativo ou relaxante muscular, o que poderia
levar a um comprometimento da avaliacdo da alodinia. Por fim, o analogo parece atuar por
meio dos receptores CB1, o que o diferencia da acdo conhecida do CBD. Porém, estudos
posteriores sdo cruciais na determina¢do completa da via mecanistica desta substancia no

alivio dos sintomas causados pela DN.

CONSIDERACOES FINAIS

A planta Cannabis sativa é conhecida por possuir uma variedade de substancias com
potencial terapéutico. Existem iniimeros substancias responsaveis por essa premissa, € dentre
as diversas classes estdo os fitocanabinoides. Devido a esta classe de substancias a planta tem
um papel controverso na sociedade. Isso se deve aos fitocanabinoides THC e CBD, o primeiro
leva a sintomas psicoativos procurados no uso recreativo da Canabis e o segundo ¢
considerado um farmaco potente no tratamento de sindromes convulsivas. O CBD também
apresenta outros usos terapéuticos, sendo alguns atualmente avaliados em estudos clinicos.
Apesar do CBD ja ser utilizado como um fadrmaco, tanto isolado como em conjunto com o
THC, ha efeitos adversos do seu uso, bem como limitacdes associadas a parametros
farmacocinéticos e farmacoterapéuticos.

A pesquisa e sintese de novos derivados do CBD ¢ crucial para tentar contornar esses

efeitos indesejaveis, além de aprimorar os efeitos desejaveis. Assim, novos derivados e
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analogos ja vem sendo avaliados quanto aos seus potenciais antioxidante, analgésico,
antitumoral e anti-inflamatorio. Embora existam substancias que estejam sendo avaliadas em
estudos de fase clinica, ainda ha pesquisas em fases iniciais € muito o que ser investigado.
Entdo, novos derivados e andlogos do CBD foram propostos pelo nosso grupo de pesquisa e a
investigagdo de suas potenciais atividades antioxidante, analgésica, antitumoral e
anti-inflamatdria tornou-se foco principal do presente estudo.

Nos ensaios da avaliagdo da atividade antioxidante percebe-se que o derivado
MPP_CBD foi o mais ativo em quase todos os ensaios quimicos de reducdao, demonstrando
maior atividade que do CBD, e as vezes que a do proprio controle positivo (Trolox).
Acredita-se que a inser¢ao do anel piperidina seja responsavel pelo aumento da atividade.
Outro derivado com atividade similar foi o CBD_R104, que evidencia ser mais ativo que o
CBD em dois dos ensaios. Por fim, para melhor entender e explicar a acdo das substancias ¢
crucial a analise do seu perfil eletrostatico, por meio de céalculos moleculares que determinam
0s grupos que interagem com os radicais livres eximindo o potencial antioxidante observado.

No presente estudo também foi feita a avaliagao do perfil citotoxico das substancias em
trés linhagens tumorais, das quais somente a MPP_CBD obteve a menor concentragdo de agao
em todas as linhagens. Evidencia-se que a alteracdo estrutural é crucial para esta atividade
também, uma vez que foi mais ativa que o CBD, mas que as duas agdes ocorrem por vias
semelhantes. Determinantemente, estudos para determinar a via de atuacdo, concentragdes e
do mecanismo in vivo sdo importantes para compreender melhor a acdo de tal composto.

Infelizmente, MPP_CBD nao pdde ter seu potencial anti-inflamatério testado, por falta
de quantidades suficientes para serem utilizadas nos outros estudos. Sendo assim, a
determinagdo da atividade anti-inflamatéria foi feita com os demais andlogos e derivados
sintetizados utilizando os experimentos de dosagem de nitrito e de citocinas. Todas as
substancias testadas atuaram inibindo a producdo de NO,, mostrando um potencial
anti-inflamatodrio. Sabe-se que o CBD atua como como supressor ou estimulador da expressao
de citocinas. Todavia, algumas das substancias atuaram estimulando a produgao das citocinas
TNFa e IL-6, em especial a DeT_CBD, que se mostrou capaz de estimular a producdo de
ambas. Cabe ressaltar que esse padrdo ndo foi apresentado por nenhuma outra substincia
avaliada. Investigagdes sobre a relagdo entre estrutura e atividade sdo cruciais para inferir

sobre o comportamento nao s6 da substancia DeT CBD, mas das outras também. Além disso,
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¢ necessario repetir o ensaio que foi feito em simplicata e os resultados sdo somente uma
inferéncia do possivel comportamento.

Por fim, atividade antinociceptiva foi testada com o RAC6, que foi escolhido por ser
ativo nos outros ensaios e ser de mais facil obtencdo. Os estudos demonstram que tal
substancia tem potencial para ser utilizada no tratamento da dor neuropdtica atuando por meio
da interagdo com o receptor CB1 e ndo pelos receptores opioides. Tal constatacdo ¢
surpreendente visto que o CBD atua por uma via de atuagio diferente desta. E evidente que
mais pesquisas sao necessarias para determinar a agcdo dessa substancia em outros receptores.

Diante do que foi proposto no presente trabalho, alguns dos derivados e analogos do
CBD demonstraram sua atividade em mais de um ensaio biologico. Infelizmente, nao se testou
todas as substincias em todos os ensaios. Como resultado, vé-se que algumas foram mais
ativas que o CBD e o devido controle positivo usado nos experimentos, comprovando a teoria
que essas mudangas estruturais resultam na obtencdo de moléculas que possam apresentar
vantagens em relagdo ao uso do fitocanabinoide. Algumas substancias, como RAC6 ¢
MPP_CBD, aparentam possuir um amplo espectro de acdo. Desta maneira, evidencia-se a
necessidade de estudos posteriores para avaliar seu mecanismo de a¢do, perfil farmacocinético,

toxicidade, dentre outros parametros.
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