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RESUMO

Escobar-Espinal, Daniela Maria Canabinoides previnem nocicepgdo na neuralgia
trigeminal via receptores TRPV1 2023. 89f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023

A neuralgia trigeminal (TN) é uma dor orofacial altamente intensa e debilitante. O tratamento
padréo ouro paraa TN é a carbamazepina. Este medicamento antiepilético proporciona alivio
da dor, mas permanece sendo um dos maiores desafios terapéuticos devido ao nimero de
efeitos colaterais. Para estudar o potencial antinociceptivo do canabidiol (CBD) e seu analogo
fluorado PECS-101 (anteriormente HUF-101), uma lesdo cronica unilateral por constri¢éo
do nervo infraorbital (IoN-CCI) em ratos Wistar machos foi realizada. Sete dias de
tratamento com CBD (30 mg/kg), PECS-101 (3, 10 e 30 mg/kg) ou carbamazepina (10 e 30
mg/kg) reduziram as respostas a alodinia e hiperaglesia. Ao contrario da carbamazepina, o
CBD e o PECS-101 ndo prejudicaram a atividade motora. O alivio das respostas de
hipersensibilidade é associado a modulacao do receptor potencial transitério de vaniléide tipo
1 (TRPV1) no ndcleo espinhal trigeminal. O CBD (30 mg/kg) e o PECS-101 (10 e 30 mg/kg)
reverteram a expressao aumentada do TRPV1 induzida pelo 1o0N-CClI nesta regido. Usando
uma estratégia farmacologica, estabelecemos uma combinacdo do antagonista seletivo do
TRPV1 (capsazepina - CPZ - 5 mg/kg) com doses subeficazes de CBD (3 e 10 mg/kg), esta
combinacéo foi capaz de reverter as respostas de alodinia e hiperaglesia induzidas pelo loN-
CCI. Esse efeito foi acompanhado por uma reducéo na expressao de proteina TRPV1 no
nacleo espinhal trigeminal. Nossos resultados sugerem que o CBD e o PECS-101 podem
beneficiar a neuralgia trigeminal sem causar comprometimento da coordenagéo motora. O
PECS-101 foi mais potente contra as respostas hiperconciptivas e de comprometimento
motor induzidas pela TN em comparacdo com o CBD e a carbamazepina. O efeito
antinociceptivo desses canabinoides €, pelo menos em parte, mediado pelos receptores
TRPV1 na parte caudal do nucleo espinhal trigeminal, a primeira estacdo de processamento
da dor orofacial no sistema nervoso central.

Palavras chaves: Dor orofacial, Neuralgia Trigeminal, TRPV1, Canabinoides, Subndcleo
caudal espinal do trigémeo



ABSTRACT

Escobar-Espinal, DM. 2023. Cannabinoids prevent nociception in trigeminal neuralgia
via TRPV1 receptors. 89f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2023

Trigeminal neuralgia (TN) is a highly intense and debilitating orofacial pain. The gold
standard treatment for TN is carbamazepine. This antiepileptic drug provides pain relief but
remains one of the most significant therapeutic challenges because of the number of severe
side effects reactions. To study the antinociceptive potential of cannabidiol (CBD) and its
fluorinated analog PECS-101 (former HUF-101), we used a unilateral chronic constriction
injury of the infraorbital nerve (IoN-CCI) in male Wistar rats. Seven days of treatment with
CBD (30 mg/kg), PECS-101 (3, 10, and 30 mg/kg), or carbamazepine (10 and 30 mg/kg)
reduced allodynia and hyperalgesia responses. Unlike carbamazepine, CBD and PECS-101
did not impair motor activity. The relief of the hypersensitive reactions has been associated
with transient receptor potential vanilloid type 1 (TRPV1) modulation in the trigeminal spinal
nucleus. CBD (30 mg/kg) and PECS-101 (10 and 30 mg/kg) reversed the increased
expression of TRPV1 induced by IoN-CCI in this nucleus. Using a pharmacological strategy,
we established that a combination of the selective TRPV1 antagonist (capsazepine - CPZ —
5 mg/kg) with sub-effective doses of CBD (3 and 10 mg/kg) is also able to reverse the IoN-
CCl-induced allodynia and hyperalgesia responses. This effect was accompanied by reduced
TRPV1 protein expression in the trigeminal spinal nucleus. Our results suggest that CBD and
PECS-101 may benefit trigeminal neuralgia without causing adverse motor coordination
impairments. PECS-101 was more potent against the hypernociceptive and motor
impairment responses induced by TN compared to CBD and carbamazepine. The
antinociceptive effect of these cannabinoids is, at least in part, mediated by TRPV1 receptors
in the caudal part of the trigeminal spinal nucleus, the first station of orofacial pain processing
in the central nervous system.

Key words: Orofacial Pain, Trigeminal Neuralgia, TRPV1, Cannabinoids, Spinal

Trigeminal Nucleus
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I-INTRODUCAO

I-1. DOR NEUROPATICA TRIGEMINAL

Dor Orofacial Neuropéatica (DON) é uma condicdo dolorosa cronica que pode afetar
cabeca, face e pescoco, associada com a disfuncdo e lesdes primérias do sistema nervoso
(Hossain et al., 2020; McDonough et al., 2014). A neuralgia trigeminal (NT) é o tipo mais
comum de dor neuropética (Kumar et al., 2013), e de acordo com a International Headache
Society (IHS), a NT é definida como "um distarbio caracterizado por uma dor breve e
recorrente, unilateral, semelhante a um choque elétrico, de inicio e término abruptos, limitada
a distribuicdo de uma ou mais divisdes do nervo trigmeo e desencadeada por estimulos
indcuos”. A classificacao da NT conforme estabelecido pela IHS € dividida de acordo com a
causa dessa condicao: 1) NT classica, por trauma ou compressdo da raiz do nervo trigémeo,
2) NT secundaria, causada por uma doenca subjacente ou procedimentos odontoldgicos,
incluindo tumores, trauma, infeccdo viral e esclerose multipla e 3) NT idiopatica, quando ndo
ha identificacdo de uma lesdo em testes eletrofisioldégicos ou ressondncia magnética
mostrando anormalidades significativas que possa explicar a NT (Headache Classification
Committee of the IHS, 2018).

Além disso, esta condicdo apresenta grande influéncia na qualidade de vida do
paciente devido a intensidade e persisténcia da dor. A dor da NT € relatada pelos pacientes
como episddios recorrentes de dor intensa e aguda em um lado do rosto, que pode durar
apenas por um curto periodo de tempo, muitas vezes ao dia. Esses episodios de dor podem
ocorrer espontaneamente ou serem desencadeados por estimulos cotidianos inofensivos,
como falar, comer, lavar o rosto, pentear o cabelo, escovar os dentes, fazer a barba ou mesmo
uma brisa suave (Giorgio et al., 2021). Alem disso, os pacientes enfrentan outras dificultades
como atrasos no diagndstico, medo do surgimento repentino da dor ao longo do dia e efeitos
colaterais do tratamento desta condigao. Infelizmente, esses fatores contribuem para um
sofrimento psicoldgico, que em casos extremos, podem levar a pensamentos suicidas (Araya
etal., 2020; Giorgio et al., 2021). A incidénciade NT € de 4 a 5 casos a cada 100.000 pessoas
por ano e aumenta com a idade. Geralmente, a NT ocorre em pessoas de meia-idade e idosos,
sendo mais prevalente em mulheres (Khalid, 2015; Ni et al., 2020).

Encontrar um alivio duradouro para essa dor excruciante tem sido um desafio para 0s

pacientes e profissionais da salde. Na década de 1940, surgiram abordagens farmacoldgicas
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e cirlrgicas para o tratamento da NT, con a introducdo de alguns medicamentos, incluindo
anticonvulsantes (Prasad & Galetta, 2009).

Antes desse periodo, os tratamentos mais efetivos envolviam a destruicdo do ramo
nervoso afetado por meio da aplicacdo de substancias corrosivas ou pela seccdo da raiz
sensorial do trigémeo (Eboli et al., 2009). Em 1942, o farmaco anticonvulsivante fenitoina
foi introduzido como a primeira op¢do de tratamento para a NT, que ainda pode ser usada
em alguns casos como uma alternativa quando a carbamazepina ndo é bem tolerada ou
ineficaz (Bergouignan, 1958). Posteriormente, foi descoberta a carbamazepina, sintetizada
pela primeira vez em 1952, e utilizada pela primeira vez no tratamento da neuralgia
trigeminal na década de 1960 (Spiller, 2001).

A carbamazepina é o tratamento de primeira linha na NT, mas alguns estudos
evidenciam falta de responsividade dos pacientes a este tratamento, inefetividade, além do
fato de que a grande maioria dos pacientes experienciam pelo menos um efeito colateral
(Bendtsen et al., 2020; Maarbjerg et al., 2017). Alguns efeitos incluem sonoléncia, tontura,
erupcdo cutanea, tremor, dor de cabeca, hepatoxicidade, sintomas dermatoldgicos graves
e as vezes fatais (Debnath et al., 2020; Hossain et al., 2020; Maarbjerg et al., 2017; Nisbet
& Sehgal, 2019).

Essa droga atua principalmente inibindo os canais voltagem dependentes de sddio
(Nav) do sistema nervoso, desempenhando um papel crucial na reducdo da excitabilidade
neuronal e no controle da dor (Schwarz et al., 2021), ja que na dor cronica o aumento dos
Nav contribui para a hiperexcitabilidade e transmissdo ectdpica (Montero & Carnerero,
2018).

Uma consideracao relevante sobre a carbamazepina e seus metabdlitos é a capacidade
de atravessar a barreira hematoencefalica (BH) para exercer seus efeitos centrais, conforme
demonstrado por estudos recentes (Alelwani et al., 2020; Schwarz et al., 2021). Essa
substancia apresenta potencial de toxicidade na BH devido a um mecanismo de perturbacéo
bioenergeética. Esse efeito toxico ocorre por meio do esgotamento dos niveis de trifosfato de
adenosina (ATP), resultando em consequéncias nos transportadores de ATP da BH, que séo
essenciais para a integridade do sistema nervoso central (SNC) (Alelwani et al., 2020).
Adicionalmente, foi recentemente evidenciada a citotoxicidade da carbamazepina em células

endoteliais da BH (EImorsy, 2020). Esses achados sugerem que a carbamazepina pode ter
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efeitos negativos sobre as células que compdem a barreira hematoenceféalica, potencialmente
comprometendo sua fungéo protetora.

Considerando o supracitado, evidencia-se a necessidade de estudos para descobertas
de novos alvos terapéuticos para a analgesia na NT (McDonough et al., 2014; Nisbet &
Sehgal, 2019).

1-2. MODELOS ANIMAIS

De acordo com a literatura, a NT é geralmente causada pela compressdo
microvascular na zona de entrada da raiz trigeminal. Com base nessa caracteristica clinica
comum, modelos animais que envolvem a compressao do nervo trigeminal tém se mostrado
adequados para simular a situacdo clinica da NT (Luo et al., 2012). Os modelos animais
continuam sendo importantes para o desenvolvimento de novos medicamentos, vacinas e
procedimentos cirurgicos mais avancados. Portanto, um modelo animal robusto deve
apresentar alteragbes comportamentais e respostas a medicamentos paralelas as
caracteristicas clinicas dessa condi¢do. Ratos e camundongos tém sido os modelos mais
amplamente utilizados para estudar a dor neuropética, sendo 0s ratos 0s mais comumente
usados (Gupta et al., 2022).

Existem varios modelos de neuralgia trigeminal descritos na literatura, incluindo
ligadura parcial do nervo infraorbitario (Xu et al., 2008), modelo animal induzido pela
injecdo de veneno de cobra (Jian-Xiong et al., 2019), compressdo da raiz do nervo trigeminal
(Jeon et al., 2012; Luo et al., 2012), lesdo por constricdao cronica do nervo infraorbitario ou
constricdo dos ramos do nervo infraorbitario (Deseure & Hans, 2015; Ding et al., 2017; Fu
et al., 2020; Hardt et al., 2019).

No modelo de leséo por constri¢do cronica (CCI) do nervo infraorbitario distal (IoN),
devido a sua localizacdo, ndo é necessaria uma abordagem invasiva ao animal e o territorio
do IoN permanece intacto (Ding et al., 2017). Além disso, o resultado comportamental dos
ratos submetidos a IoN-CCI reflete de forma mais proxima a lesdo do IoN. Dessa forma, o
procedimento cirurgico IoN-CCI é considerado adequado e confiavel para estudar a dor

neuropatica trigeminal (Ding et al., 2017; Hardt et al., 2019)
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I-3. TRANSMISSAO DA INFORMAGAO DOLOROSA OROFACIAL

Apos a lesdo do nervo trigeminal, ocorrem mudancas nas estruturas neuronais devido
a desmielinizacdo das fibras nervosas, o que, por sua vez, desencadeia alteragdes moleculares
que desempenham um papel importante no desenvolvimento de sintomas na NT (Giorgio et
al., 2021). A desmielinizagdo das fibras nervosas causa uma alteracdo na conducéo dos
impulsos elétricos, resultando em hiperexcitabilidade, levando a disparos ectdpicos que
geram os sintomas da dor (Gambeta et al., 2020). As gerac6es ectopicas sdo provocadas pelos
potenciais de acdo e descargas prolongadas dos neurdnios, essas descargas ectopicas sao
amplificadas e distribuidas através de uma transmissdo enfatica entre fibras mielinizadas e
ndo mielinizadas (fibras aferentes AP e fibras C nociceptivas), contribuindo para o
desenvolvimento de sintomas na neuropatia (Chen & Heinricher, 2022; Iwata et al., 2017;
Rotpenpian & Yakkaphan, 2021).

Os receptores sensoriais especializados, conhecidos como nociceptores, séo
terminagdes periféricas livres associadas a dois tipos de fibras nervosas aferentes: fibras do
tipo Ad e fibras do tipo C. Essas fibras desempenham um papel crucial na conducao das
informacBes dolorosas da periferia a0 SNC. As fibras Ad sdo caracterizadas por ser
mielinizadas e possuem uma velocidade de conducgdo intermediaria. Elas desempenham um
papel na modulacdo da primeira fase da dor, que é mais aguda ou semelhante a uma pontada.
Por outro lado, as fibras C séo fibras ndo mielinizadas, possuem uma velocidade de conducao
lenta. Elas sdo responsaveis pela transmissdo da segunda dor, difusa, que é descrita como
uma queimacao persistente (Besson, 1997; Klaumann et al., 2008) Além disso, as fibras do
tipo C tém a capacidade de reagir a uma ampla gama de estimulos, incluindo estimulos
térmicos e mecanicos de alta intensidade, bem como estimulos quimicos. Por essa razao, elas
sdo denominadas nociceptores polimodais (Iwata et al., 2017).

As informagdes sensoriais orofaciais sdo transmitidas ao SNC pelo nervo trigémeo
(Fig. 1). Essas informacfes, em Ultima instancia, atingem o talamo, a partir de onde os
estimulos serdo projetados para o cortex, mas também chegam a formacao reticular. O
sistema trigeminal é composto por quatro ndcleos localizados no tronco encefalico, cada um
desempenhando fungdes especializadas. O nuacleo mesencefalico é responsavel pela
propriocepcdo da musculatura mastigatoria, da articulagcdo temporomandibular (ATM) e do
periodonto. O nucleo principal processa informacdes tateis da pele e mucosa da face. O
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nacleo motor estd envolvido em reflexos monossinapticos. Por fim, o nicleo espinal é
responsavel pelo processamento de informacdes de dor e temperatura (Kawamura, 1971). O
nucleo espinal é dividido em trés subnucleos: oral, interpolar e caudal, localizados no tronco
encefalico. Especificamente, o subnucleo caudal (\Vc), desempenha um papel importante no
processamento de informagdes nociceptivas provenientes da face (Akhter et al., 2014).
Portanto, os sinais nociceptivos da regido orofacial sdo transmitidos centralmente por meio
das fibras aferentes do ganglio trigeminal até o subnucleo caudal (\Vc), onde ocorre a sinapse
com neurdnios de segunda ordem que se projetam para os cortices somatossensorial e limbico
através do talamo.

A percepcdo da dor é um fendmeno dindmico que ocorre apds a informagdo
nociceptiva proveniente da periferia ser modulada em varios niveis do SNC, o que pode inibir
ou facilitar a transmissdo sensorial (Bista & Imlach, 2019; Jessri et al., 2020). De fato, a
modulagéo da transmissdo nociceptiva desempenha um papel crucial na instalacido de dor
cronica. Neste sentido, a estimulacédo repetida ou prolongada do nervo trigeminal pode levar
a alterac6es no sistema nervoso central e periférico, resultando em uma resposta amplificada
a dor. Isso pode se manifestar como uma sensibilidade aumentada a estimulos normalmente
ndo dolorosos (alodinia) ou uma resposta exagerada a estimulos dolorosos (hiperalgesia)
(Bista & Imlach, 2019; Iwata et al., 2017; Korczeniewska et al., 2020). Estas sdo respostas
de sensibilizacdo mediadas por diversos fatores pro-inflamatorios, fatores neurotroficos e
neuropeptideos presentes nas terminacdes periféricas, assim como pela expressdo diferencial
de canais ionicos, comunicacdo entre fibras nervosas lesadas e intactas, e aumento da
liberacdo de neurotransmissores nos terminais centrais (Bista & Imlach, 2019;
Korczeniewska et al., 2020).

Diversas evidéncias clinicas e experimentais indicam também o sistema
endocanabinoide na modulacdo da dor (Finn et al., 2021; Walker & Huang, 2002;
Zogopoulos et al., 2013). O sistema endocanabinoide consiste, majoritariamente, em
receptores canabinoides endogenos presentes no sistema nervoso, bem como
endocannabinoides, que sdo os ligantes naturais desses receptores. Apds uma lesdo nervosa,
ocorre um aumento nos niveis de endocanabinoides perifericamente e centralmente
(Crescente et al., 2022)
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Figura 1 - Vias relacionadas a transmissdo da dor na neuralgia trigeminal.
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Fig. 1: Na &rea da face, os nociceptores periféricos sdo terminagdes nervosas das fibras aferentes sensoriais do
nervo trigémeo. Essas fibras nervosas sensoriais mielinizadas (Ad) e ndo mielinizadas (C) tem Seus corpos
celulares localizados no ganglio trigeminal e sua entrada no SNC oncorre pelo subntcleo caudal (Vc) do nicleo
espinal do treigémeo do tronco encefalico. Em seguida, 0s neurdnios de segunda ordem transmitem a
informagdo para o tAlamo através do trato trigeminotalamico conectando-se com o sistema limbico até atingir
0 cortex somatossensorial. Os neurdnios da terceira ordem modulam essa informag&o da dor na via ascendente
e descendente. Os estimulos da via descendente surgem do cortex somatossensorial primario (SI), para o cortex
somatossensorial (SIl) secundario e Medula Rostral Ventromedial (RVM), até o VVc novamente. Fonte propria.

I-4. CANABINOIDES E ANALGESIA

Na década de 1990, pesquisadores descobriram o Sistema Endocanabinoide (ECS)
como um sistema regulador homeostatico que controla muitos processos fisioldgicos no
sistema nervoso (Mallick-Searle & Marie, 2019). Nossa compreensdo da amplitude e
profundidade do sistema endocanabinoide estd em continua expansdo, no entanto, em sua
esséncia, pode ser definida por trés componentes principais: os ligantes enddgenos
(endocanabinoides), os receptores para esses ligantes (receptores canabinoides) e as
enzimas responsaveis pela sintese e degradacao desses ligantes (Cristino et al., 2020). Os

ligantes mais estudados conhecidos como endocanabinoides incluem a anandamida (AEA)
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e o 2-araquidonilglicerol (2-AG). A sintese desses endocanabinoides é mediada pelas
proteinas N-acil-fosfatidiletanolamina especifica fosfolipase D (NAPE-PLD) e
diacilglicerol lipase (DAGL), enquanto sua degradacéo é realizada pelas enzimas hidrolase
de amidas de acidos graxos (FAAH) e Monoacilglicerol lipase (MGL), respectivamente
(Piomelli, 2005). Os diversos efeitos farmacoldgicos do CBD estdo associados a sua
interagdo com varios receptores no sistema nervoso central e periférico. Estes receptores
incluem os canabinoides do tipo 1 (CBI) e tipo 2 (CB2), PPARy, TRPVI, 5-HT1A,
GPR55, entre outros (Campos & Guimaraes, 2009; Sonego et al., 2018; Vuckovi¢ et al.,
2018).

Ao longo das Ultimas décadas, tem havido um crescente interesse em pesquisas
sobre 0 uso da planta Cannabis sativa para o tratamento de diversas doencas e condicdes,
incluindo a dor cronica (Agarwal et al., 2007; Silva et al., 2017; Zogopoulos et al., 2013).
Existem mais de 100 fitocanabinoides isolados derivados dessa planta, dentre eles, os mais
explorados em extensas pesquisas médicas para seu uso farmacoldgico sdo o Delta-9-
tetrahidrocanabinol (THC), considerado o componente principal que apresenta
propriedades psicoativas, e o Canabidiol (CBD), o analogo ndo psicomimético do THC
(Vuckovi¢ et al., 2018). Uma vez que o CBD ndo apresenta os efeitos psicomimético do
THC e possui diversas aplicagoes terapéuticas tais como capacidade antioxidante, anti-
inflamatdria, antidepressiva, ansiolitica, neuroprotetora, analgésica (antinociceptiva), entre
outros (Fiani et al., 2020), tem se tornado uma droga promissora para seu uso na dor crénica
neuropatica orofacial (Urits et al., 2020).

Efeitos antinociceptivos de agonistas mistos de receptores CB1/CB2, agonistas
seletivos de receptores CB1 e agonistas seletivos de receptores CB2 suprimem o
comportamento nociceptivo aumentado nos modelos de CCI, ligadura do nervo espinal
(SNL) e ligadura parcial do nervo ciatico (Adamson Barnes et al., 2016; Rahn & Hohmann,
2009). Além disso, a amida de &cido graxo N-Palmitoiletanolamida (PEA), um substrato
de FAAH e um ligante enddgeno de PPAR-a, produz efeitos antinociceptivos em um
modelo de SNL em ratos e em um modelo de CCI em camundongos (Costa et al., 2008;
Di Cesare Mannelli et al., 2013). Vale ressaltar que os inibidores da FAAH produzem
efeitos antinociceptivos no modelo de CCI, sem o desenvolvimento de tolerancia ap6s

administracdo repetida (Schlosburg et al., 2010).
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Na regido orofacial, assim como em outras regides do corpo, foi observado que 0s
receptores canabinoides sdo modulados em condi¢6es de dor inflamatdria e neuropatica.
Em um modelo de dor orofacial induzida por neuropatia provocada por compressdo do
nervo infraorbitario em ratos, a expressdo dos receptores CB1 a nivel proteico aumentou
nas laminas superficiais do subnicleo caudal espinal do trigémeo (Liang et al., 2007). Em
seres humanos, a expressdo dos receptores CB1 e CB2 a nivel de RNA mensageiro e
proteico foi aumentada nos tecidos gengivais em condic¢des inflamatdrias (como em casos
de gengivite e periodontite) (Nakajima et al., 2006).

Embora o CBD apresente um grande potencial terapéutico como agente anti-
inflamatdrio, antioxidante e antinociceptivo, e seja caracterizado por uma baixa propensao
para induzir efeitos adversos significativos, como mencionado anteriormente, uma
limitacdo para seu uso clinico é a baixa e variavel biodisponibilidade oral em humanos
(Agurell et al., 1981). Além dessa limitagdo, o CBD demonstra um efeito em forma de
curva de U invertido (ou aspecto de sino), onde em estudos com animais, sua faixa de dose
efetiva é limitada (Zuardi et al., 2017). Portanto, uma abordagem alternativa para o
desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas seria a criagdo de novos compostos que
apresentem perfil clinico e seguranca semelhantes ao CBD, mas com biodisponibilidade e
poténcia clinica aprimoradas (Campos et al., 2012).

Os fitocanabinoides, como o CBD, sdo lipofilicos, o que possibilita a realizacao de
sinteses em diferentes posicBes. As modificacBes estruturais do CBD podem incluir a
introducdo de substituintes halogenados no anel fendlico. A sintese farmacoldgica de trés
novos derivados fluorados halogenados do CBD foram relatados (HUF-101, HUF-102,
HUF-103) (Morales et al., 2017). Dentre estes, 0o PECS-101 (antigo HUF-101) demonstrou
melhores resultados em ensaios experimentais relacionado a ansiedade, depressao, psicose,
transtorno compulsivo (Morales et al., 2017). A sintese do PECS-101consiste na adicdo de
uma molécula de fldor no anel aromatico resultando em um composto sintético derivado
do CBD (Breuer et al., 2016). Esse composto foi sintetizado pelo Prof. Dr. Raphael
Mechoulam, da Universidade Hebraica de Jerusalém.

Entre os efeitos possiveis relacionados a estratégia de adicdo de atomos de fldor
em moléculas, destaca-se o aumento da estabilidade metabdlica. Isso é um fator crucial na

biodisponibilidade de um composto, uma vez que a rapida metaboliza¢do oxidativa pelas
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enzimas do citocromo P450 pode limita-la. Adicionalmente, a presenca de flior pode
modificar o carater basico de um composto, reduzindo uma caracteristica que dificulta sua
permeabilidade nas membranas celulares. Por fim, o flior pode também aumentar a
afinidade do composto pelos seus sitios de ligagcdo (Park et al., 2001).

Estudos recentes indicam um efeito antinociceptivo do PECS-101 em doses mais
baixas quando comparado com o CBD. Essas drogas foram testadas em camundongos
suicos machos submetidos aos seguintes modelos preditivos para medicamentos
antinociceptivos: placa quente, contor¢fes induzidas por acido acético e hiperalgesia
inflamatdria induzida por carragenina (Silva et al., 2017). A melhora no perfil
farmacoldgico com a adicdo de flior na molécula de CBD também foi evidenciada em

modelo de dor neuropética induzida por quimioterapicos (Silva et al., 2022).

Fig. 2 — Férmula estrutural do CBD e PECS-101 (HUF-101).
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I-5. O RECEPTOR DE POTENCIAL TRANSIENTE VANILOIDE 1 (TRPV1)

Acredita-se que os principais efeitos farmacoldgicos do THC sejam mediados pela
ativacdo dos receptores canabinoides 1 e 2 (CB1 e CB2). No entanto, 0 CBD tem pouca ou
nenhuma afinidade de ligacdo com os receptores CB1 e CB2 (Navarro et al., 2018). Em
conformidade, o CBD exerce suas propriedades anti-inflamatorias através da regulacéo dos
canais do potencial transitdrio dos receptores (TRP), como o receptor vaniléide do potencial
transitorio (TRPV) tipo 1 e tipo 2 (Costa et al., 2004).

Os canais TRP (do inglés "Transient Receptor Potential™) sdo uma super familia de

canais ionicos transmembranares envolvidos na transducdo de respostas a uma ampla
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variedade de estimulos fisicos e quimicos. Os canais TRP séo classificados em nove
subfamilias e contam com mais de 30 membros, tornando-o0s a segunda maior classe de canais
ibnicos. Eles atuam como canais cationicos ndo seletivos permeaveis ao Ca2+. O calcio
intracelular, como 0 mensageiro secundario mais abundante, desempenha um papel
importante na fisiologia celular fundamental, incluindo controle do ciclo celular, autofagia e
apoptose, expressdo génica e motilidade celular (Luo et al., 2012). Esses receptores séo
subdivididos em seis subfamilias, incluindo TRPC (Canbnica), TRPV (Vaniloide), TRPM
(Melastina), TRPP (Poliquistina), TRPML (Mucolipina) e TRPA (Anquirina). A subfamilia
TRPV contem seis membros: TRPV1/TRPV2, TRPV3, TRPV4 e TRPV5/TRPVE,
recebendo esse nome em referéncia ao seu membro fundador, o receptor vaniloide
(Capsaicina), VR1, que foi clonado em 1997, sendo também o membro mais estudado dessa
subfamilia (Abbas, 2020; Caterina et al., 1997; Louis-Gray et al., 2022) adicionalmente,
evidéncias tem reforgado a importancia desse receptor na transmisséo da dor (Abbas, 2020).

Os canais TRPV1 séo expressos nos ganglios sensoriais (GT, DRG, vagal), neurdnios
sensoriais perifericos (Fibras C e Ad), nos terminais de neurdnios sensoriais centrais, onde
os aferentes periféricos formam sinapses com aferentes do nervo trigémeo no subnucleo
caudal do nucleo espinal do trigémeo e no corno dorsal da medula espinhal, assim como
também sdo encontrados em alguns tecidos ndo neuronais (Jara-Oseguera et al., 2008; Louis-
Gray et al., 2022). Interessantemente, recentemente foi evidenciado que neurdnios que
expressam TRPV estdo envolvidos na sensibilidade a dor induzida por carragenina em
articulagdo temporomandibular em ratos machos e fémeas (Leite-Panissi et al., 2023).

O TRPV1 é uma proteina de canal idnico pré-nociceptiva ativada pela capsaicina,
calor e multiplos ligantes enddgenos como anandamida (Ross, 2003). Curiosamente, a
administracao de capsaicina ndo apenas produz uma sensacao transitoria de
dor ardente, mas tambem induz analgesia através da desensibilizacao do receptor para
condicGes de dor neuropéatica (Vyklicky et al., 2008; Wang et al., 2020). Assim, a
dessensibilizacdo do receptor pode tornar o canal TRPV1 ndo funcional para estimulos
dolorosos subsequentes (Novakova-Tousova et al.,, 2007) e, finalmente, induzir uma
analgesia paradoxal. Esse fendbmeno, chamado de dessensibilizacdo imediata, tem sido
relatado para a maioria dos canais TRP, incluindo os canais TRPV1-4 e TRPAL (Akopian et

al., 2009). Entre os agonistas exogenos do TRPV1 alem da capsaicina, podem ser: outros
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vaniloides Resiniferatoxina (RTX), flavonoides, alcaloides, terpenoides e canabinoides
(Abbas, 2020).

Considerando isso, 0 uso de cannabinoides tem sido apontado como uma opgao
terapéutica através desses mecanismos (Louis-Gray et al., 2022). Portanto, pelo menos em
parte, as acdes anti-nociceptivas e anti-hiperalgésicas do CBD parecem ser mediadas pela
ativacgdo, desfosforizacéo e forte dessensibilizagdo dos canais TRPV1 (Silvestro et al., 2020).

De fato, estudos recentes indicam que TRPV1 pode ser desensibilizado por CBD, um
dos mecanismos que explica seu efeito analgésico em neuropatias (Crescente et al., 2022;
Jara-Oseguera et al., 2008; Luo et al., 2019).

1-6. HIPOTESE

Dada a necessidade de buscar novos alvos terapéuticos e alternativas para o
tratamento da neuralgia trigeminal, hipotetizamos neste estudo que 0s compostos
canabinoides CBD, PECS-101e a combinacdo de CBD com Capsazepina (antagonista de
TRPV1) possam ter efeitos antinociceptivos na neuralgia induzida pela constri¢do do nervo
infraorbitario em ratos. Além disso, nossa hipotese sugere que esses efeitos possam ser
semelhantes ou até mais positivos em comparacdo com o efeito da Carbamazepina, uma

droga classica utilizada para tratar essa condicéao.



II. OBJETIVOS
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11-1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste estudo foi investigar o potencial terapéutico de dois
compostos canabinoides, 0 CBD (canabidiol) e o PECS-101(canabinoide sintético), sobre
a nocicepcao induzida pela constri¢cdo do nervo infraorbitario, um modelo animal cléssico
da neuralgia trigeminal. Além disso, o estudo teve como objetivo comparar a resposta
antinociceptiva desses compostos com a Carbamazepina, que é a droga padrdo para essa
condicdo. Também foi analisada a influéncia desses compostos no receptor TRPV1 por
meio da quantificacdo de sua expressao proteica no subnucleo caudal do nicleo espinal do

trigémeo e por meio de estratégia farmacoldgica com antagonista de TRPV1.

11-2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

11-2.1. O primeiro objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antinociceptivo do CBD e
PECS-101 na NT nas seguintes doses: 3, 10, 30 mg/kg, pelos testes nociceptivos de Von
Frey e Formalina orofaciais. A Carbamazepina (nas mesmas doses) também foi testada

pelos mesmos testes.

11-2.2. Na segunda etapa da dissertacdo, o objetivo foi investigar a quantificacdo de
proteinas do receptor TRPV1 no subnucleo caudal do ndcleo espinal do trigémeo, pela
técnica de Western Blotting, para avaliacdo de possiveis mecanismos de acdo dos
canabinoides (CBD e HUF-101).

11-2.3. Considerando os resultados do objetivo #2, tivemos como terceiro objetivo
confirmar o envolvimento do receptor TRPV1 por estratégia farmacoldgica, mediante a
co-administracdo de um antagonista deste receptor, CPZ (5 mg/kg), e as doses sub-efetivas
do CBD (3 /10 mg/kg). O efeito desta associacdo foi avaliada pelos testes nociceptivos de

Von Frey e Formalina orofaciais e avaliacdo da coordenacdo motora por Rota-Rod.

11-2.4. Com base nos efeitos colaterais induzidos pelo tratamento cronico com
Carbamazepina ja descritos na literatura, buscamos aqui avaliar o desempenho motor dos
animais submetidos a loN-CCI e tratados com as drogas avaliadas neste estudo pelo teste

de avaliacdo da coordenacgdo motora por Rota-Rod.



111. MATERIAL E METODOS
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111.1 MATERIAIS UTILIZADOS

111.1.1. CONSUMIVEIS

Tabela 1- Lista de materiais necessarios para realizacao dos experimentos.

Materiais

Fabricante

Agulha descartavel 30G BD
Agulha descartavel 45G BD
Seringa descartavel BD
Luvas

Fio de sutura 4-0 seda

Gaze

Pipeta

Placa 6 pocos

Ponteiras 10ul, 200ul, 1000ul, 5ml e 10ml
Tubo eppendorf 200ul, 2ml, 5 e 10ml

Tubo Falcon 15ml e 50ml

Formalina

BD PrecisionGlide
BD PrecisionGlide
Plastipak
Supermax

Ethicon

3M

Pasteur RBR
Costar

Axygen
Eppendorf
Greiner

Sigma Aldrich

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

111.1.2 REAGENTES UTILIZADOS PARA DILUICAO DE DROGAS

Tabela 2- Lista de reagentes necessarios para o preparo e diluicdo de drogas (veiculos) utilizadas no

tratamento dos animais e realizag&o dos estudos comportamentais.

Reagentes

Fabricante

N° de catdlogo Formula quimica

Dimetilsulféxido (DMSO)

Tween 80

(CH3).SO

Cs4H124026
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111.1.3 APARELHOS

Tabela 3- Lista de instrumentos utilizados no decorrer dos experimentos.

Material Modelo Fabricante
Analgesimetro Digital Wi-fi Insight

Agitador magnético 752 Fisatom

Agitador multifuncional TS-2000A Biomixer

Agitador Vortex Ap59 Phoenix Luferco
Balanca de preciséo ATY?224 Shimadzu

Capela de exaustao Q216-23 Quimis

Centrifuga 5403 Eppendorf

CronGmetro - Abcam
Espectrofotémetro - Biotek

Fonte para eletroforese - Loccus biotecnologia
Homogenizador mecanico PT 1200 E Kineméatica AG

Medidor de pH (PHmetro) SC06 Ms Tcnopon Instrumentagéo
Orbital Shaker Gyromax™ 737R Amerex Instruments, Inc.
Thermomix R - Eppendorf

Sistema de transferéncia turbo - System Bio-Rad
Trans-blot

Imager Blot 680 Amersham GE (Healthcare)

Rota Rod - Ugo Basile

Computador 2440 HP

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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111.1.4 MATERIAIS UTILIZADOS PARA REALIZACAO DA TECNICA DE

WESTERN BLOTTING

111.1.4.1 REAGENTES

Tabela 4- Lista de reagentes necessarios para realizacdo de Western Blotting.

Reagentes Fabricante N° de catalago Formula quimica
2X Laemmli Sample Buffer Bio-Rad 161-0737 -
-Mercapto-etanol Millipore - HSCH2CH20H
Acido acético LabSynth -

Alcool etilico absoluto LabSynth - CH3CH,0OH
(100%)

Azul brilhante de SIGMA - Ca7H4sN3NaO7S;
Coomassie

Bisacrilamida 30% SIGMA SLCB1321 -
Bradford Bio-Rad SLCK1933 -
Hipocloritro de sodio LabSynth - NaClO
(HCL)

Inibidor de protease e ThermoFisher  PPC1010 -
fosfatase scientific

Marcador de peso CellStar® 26634 -
molecular

Reagente de extracdo de ThermoFisher 78501 -
proteina de mamiferos scientific

(MPER®)

Tween 20 LabSynth - CssH114026
Tetrametiletilenodiamina ThermoFisher 15524010 (CH3)2NCH2CH2N(CH5)
(TEMED) Scientif

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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111.1.4.2 SUBSTANCIAS

Tabela 5- Lista de substancias necessarias para realizacao de Western Blotting.

Substancias Fabricante N° de catalago Formula quimica
Albumina de soro bovino Sigma 9048-46-8 -

(BSA)

Cloreto de sddio Sigma 31434 NaCl
Dodecilsulfato de sédio Sigma 151-21-3 C12H2504S
(SDS)

Glicina Sigma (8898 C2HNO>
Leite em p6 desnatado La serenissima - -
Peroxodissulfato de Merck 7727-54-0 (NH4)2S20s
amonia (APS)

Poenceua (s) Sigma P3504 C22H12N4N20
Tris (hidroximetil) Merck 77-86-1 H2NC(CH20H)s

aminometano

111.1.4.3 MATERIAIS

Tabela 6- Lista de materiais utilizados para realiza¢do do Western Blotting.

Material Fabricante

Cuba de eletroforese Bio-Rad (Mini-PROTEAN Tetra
System

Cubas de vidro -

Membrana de nitrocelulose (0,2um Bio-Rad

30cmx 3.5m
Papel de filtro Bio-Rad mini trans-blot ®
Placas de vidro 1,5mm Mini proteans ® System Bio-Rad
Pentes1,5mm Mini proteans ® System Bio-RAD
Suporte de placa Bio-Rad

Anticorpo TRPV1 Novus Biologicals
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Anticorpo HRP

Sigma Aldrich

111.1.4.4 TAMPOES PREPARADOS

Tabela 7- Lista de tampdes e solucdes utilizados para realizacdo de Western Blotting.

Solucéo pH Reagentes Quantidade Agua
destilada(ml)
Tampao de corrida (10x) Tris-base 30g 1000
- Glicina 1449
SDS 49
Tampao de corrida (1x) - Tampdo de corrida - 900
(10x)
Tris-base 15¢ 1000
Tampao de transferéncia - Glicina 729
(5x)
SDS 10% 5g
Tampao de transferéncia - Tampéo de 40ml 120
(1x) transferéncia 5x
Alcool etilico 40ml
TBS (10x) 7,6 Tris-base 249 1000
Cloretro de sodio 889
TBS-t com Tween 20 - TBS (10x) 100ml 900
(0,05%)
Tween 20 5ml 1000
Ponceua (s) - Ponceau(s) em po 0,1g 1000
Acido acético 5ml
NaOH - NaOH 500ul 50
Tampéo para blogueio - TBS-t 50ml -
Leite em po desnatado 5%
1,5 M Tris-Base 8,8 Tris-base 90,869 50ml
0,5M Tris-Base 6,8 Tris-base 30,25 500ml
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111-1.4.5. DROGAS

Tabela 8 — Lista de drogas e concentrac¢des utilizadas no experimento.

Droga Empresa Dose/Concentracéo | Vias de
administracao
Canabidiol BSPG Laboratories, 3mg/kg
(CBD) Reino Unido 10mg/kg Intraperitoneal (i.p.)
30mg/kg
PECS-101 (HUF- | Gentilmente cedido 3mg/kg
101) pelo Rafael 10mg/kg Intraperitoneal (i.p.)
Mechoulam 30mg/kg
Carbamazepina Carbamazepine- 3mg/kg
10,11-epoxide- . .
(CB2) 1306 SIGMA 10mg/kg Intraperitoneal (i.p.)
30mg/kg
Capsazepina Capsazepine
Catalog Number: . .
(CP2) 0464 TOCRIS 5mg/kg Intraperitoneal (i.p.)

Fonte: Editado pelo préprio autor

111-2. METODOS

111-2.1. ANIMAIS

Para realizacao deste estudo, foram utilizados ratos Wistar machos (peso corporal de
150-200g, Biotério Central da USP - Campus de Ribeirdo Preto, (Total =217) foram alojados
e mantidos em grupos de trés por gaiola em um ambiente controlado, sob um ciclo claro-
escuro de 12 horas (acendimento das luzes as 06:00 e desligamento as 18:00), em uma sala
silenciosa com temperatura controlada (23 °C + 1 °C), com alimentagao e agua ad libitum.
Todos os procedimentos experimentais com animais foram aprovados pelo Comité de
Cuidados e Uso de Animais da Universidade de Sao Paulo/Brasil, no Campus de Ribeirdo
Preto sobre o0 numero (2022.1.134.58.2). Os procedimentos experimentais foram submetidos
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ao Comité de Etica em Experimentacio Animal e estdo de acordo com as diretrizes
determinadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
pela Associacdo Internacional para Estudo da Dor (IASP), em animais conscientes
(Zimmermann, 1983). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero de animais

utilizados neste estudo.

111-2.2. MODELO DE NEURALGIA
111-2.2.1. Leséo por Constricao Cronica do Nervo Infraorbitario (IloN-CCI):

O modelo utilizado para inducdo da neuralgia trigeminal neste estudo foi o IoN-CClI
(Fig. 3), por constricdo crbnica do nervo infraorbitario distal fora da cavidade orbital por
meio de uma incisdo facial (dloN-CCl), sendo a cirurgia realizada no lado direito. O grupo
Sham foi submetido ao mesmo procedimento, porém sem a realizacdo da constricdo do nervo
(Sham-operados). Todas as intervencdes cirargicas foram realizadas em ratos sobre anestesia
com cetamina 10% (75 mg/kg) e xilazina 4% (5 mg/kg) por meio de injecao intraperitoneal.
Para manter a assepsia, a pele da face dos animais foi cuidadosamente raspada, sem
prejudicar as vibrissas, e em seguida, foi feita a lavagem com iodo, seguida pela remocéo do
excesso de iodo com alcool isopropilico a 70%. Em seguida, foi feita uma incisdo acima do
labio superior direito lateral ao nariz expondo o nervo infraorbitario (Trevisan et al., 2016;
Vos et al., 1994). A fascia superficial foi delicadamente separada e 0 nervo infraorbitario
distal direito foi exposto. Utilizaram-se dois ligamentos de seda (4-0) para ligar o nervo nas
extremidades proximal e distal, com um intervalo de aproximadamente 2 mm. A constri¢do
do nervo consistiu em reduzir o diametro do nervo, sem bloquear a conducdo nervosa, e
garantindo que a circulacdo sanguinea do nervo ndo fosse obstruida para evitar a necrose.

Ap6bs a cirurgia, a incisdo cutanea foi fechada (Ding et al., 2017).
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Fig. 3 — llustracdo representativa da cirurgia para constri¢do do nervo infraorbitario (IoN-CCI).

Fig. 3: llustracdo do procedimento cirdrgico para inducdo da neuralgia trigeminal por constricdo do nervo
infraorbitario em ratos. Inicialmente, raspamos a superficie facial entre o olho e as vibrissas do rato e realizamos
a assepsia adequada da regido. Em seguida, fizemos uma incisdo acima do labio superior direito, lateral ao
nariz, expondo o nervo infraorbitario . Para promover a indugdo da neuralgia, amarramos frouxamente duas
ligaduras cronicas (4-0) ao redor da parte distal do nervo infraorbitario , mantendo uma distancia de 2 mm
entre elas. Apés o procedimento, fechamos a incisdo na pele com sutura de poliéster (4-0). Fonte: Criado pelo
préprio autor usando o software Biorender.

111-2.3. TESTES NOCICEPTIVOS OROFACIAIS
111-2.3.1 Avaliag&o do limiar mecanico para determinar alodinia (\VVon Frey):

As medidas de alodinia mecénica foi realizada pelo examinador que ndo tinha
conhecimento dos tratamentos, utilizando um dispositivo digital (filamentos de von Frey,
Insight Instruments, SP, Brasil) (Fig. 4) que consiste em um filamento rigido conectado a um
dispositivo eletronico que mede o limiar de resposta em gramas (g) quando o filamento é
aplicado na superficie da regido testada (Crivelaro do Nascimento et al., 2020; Vivanco-
Estela et al., 2021).

No primeiro dia experimental, antes da inducdo da IoN-CCl, todos os animais foram

colocados na caixa de teste por 10 minutos (periodo de habituagdo). O limiar mecénico foi
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calculado como a média de trés valores obtidos em cada sess&o (Silva-Cardoso et al., 2021).
As sessOes de teste foram realizadas 7 dias antes e 21 dias ap6s a cirurgia, e 7 dias apds o
tratamento (dias -7, 21, 28).

Fig. 4 — Analgesimetro digital para modelo nociceptivo comportamental Von Frey (Insight)

Visdo Lateral Visdo Frontal

Fig. 4: Imagem representativa usando o Analgesimetro Digital para von Frey Orofacial, equipado com um visor
digital que exibe a forga em gramas. Essa medida € utilizada para avaliar o limiar de nocicepgao do animal,
permitindo uma medicdo precisa da sensibilidade a dor. Fonte: Criada pelo autor, utilizando o software
Biorender

111-2.3.2 Avaliacdo do limiar mecénico para determinar hiperalgesia (Formalina):

O teste da formalina foi realizado como modelo de dor orofacial (Fig. 5), conforme
descrito por (Clavelou et al., 1995). Para a administracdo das solugcfes de formalina, os ratos
foram adaptados a uma camara de teste por 20 minutos. A sala experimental possuia uma
temperatura controlada de 25 + 1 °C e ndo tinha atividade humana, sons e odores. Os animais
ndo tiveram acesso a agua e comida. O teste consiste em uma injecdo subcutanea de uma
solucgéo diluida de formaldeido (0,05 ml, 5%) em solucgéo salina a 0,9%, realizada 0 mais
rapidamente possivel (para evitar manipulagdo prolongada), com um volume de 50 pL no
labio superior, lateral ao nariz dos ratos (area dos vibrissas), no lado da lesdo. Uma agulha
30G 1/2" acoplada a uma seringa plastica de 1 mL foi utilizada para as inje¢6es. Cada rato
foi entdo colocado de volta na cdmara e o periodo de observacao de 45 minutos foi iniciado.

A resposta comportamental relacionada a intensidade da dor foi o ato de friccionar a zona
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injetada. A resposta de fricgdo foi analisada em duas fases, fase 1 (0-15 minutos) e fase 2
(15-45 minutos). A fase 1, conhecida como inicial ou neurogénica, ocorre nos primeiros
minutos apos a injecdo de formalina. E caracterizada por uma resposta rapida e intensa, que
estd principalmente associada a ativacdo direta dos canais TRPAL1 (Potencial Transiente do
Receptor Anquirina 1) e TRPV1 (Potencial Transiente do Receptor Vanildide 1), ambos
envolvidos na percepcdo da dor. A segunda fase, fase tardia ou inflamatdria ocorre
aproximadamente de 15 a 45 minutos apos a injecdo de formalina. Ela é caracterizada por
uma resposta mais prolongada e continua, incluindo e esta associada a liberacdo de
mediadores inflamatorios, como prostaglandinas, bradicinina e citocinas, que sensibilizam e
ativam as fibras nervosas responsaveis pela deteccdo de dor (nociceptores) na area afetada
(Dubuisson & Dennis, 1977; Tjglsen et al., 1992).

Fig. 5 - Modelo nociceptivo comportamental: Formalina orofacial

Viséo lateral Vis&o frontal

Fig. 5: Imagem representativa da administracdo de formalina orofacial. Uma solugdo diluida com salina e
formalina ao 5%, é aplicada ou injetada na &rea das vibrissas do animal. Essa aplicacdo desencadeia uma
resposta inflamatoria localizada, resultando em uma sensacéo dolorosa na regido facial do animal.

111-2.4. TESTE COMPORTAMENTAL MOTOR
111-2.4.1 ROTA-ROD

O teste do Rota-Rod (Fig. 6) foi realizado para avaliar os possiveis efeitos da
Carbamazepina, do CBD e do PECS-101na atividade motora. As mudancas no desempenho
motor foram medidas utilizando um aparelho de rotacdo acelerada para ratos (Ugo Basile,

modelo 7750, Comerio, Italia). Os animais foram treinados durante dois dias no aparelho. O



Dissertacao de Mestrado — Daniela Maria Escobar Espinal | 45

Rota-Rod foi testado antes da cirurgia para obter um desempenho basal (Dia -7), apds a
cirurgia (Dia 21) e no ultimo dia de tratamento (Dia 28), 30 minutos ap0s receberem
Carbamazepina, PECS-101, CBD (3, 10, 30 mg/kg) ou veiculo (intraperitonealmente). Os
ratos foram colocados no bastdo rotatério e a velocidade de rotacdo foi ajustada para
aumentar linearmente de 4 a 17 rpm ao longo de 2 minutos e, em seguida, permaneceu em
20 rpm por 5 minutos. O tempo até a queda do bastdo foi registrado. O pesquisador
responsavel pelos testes comportamentais estava cego em relacéo aos tratamentos recebidos

por cada animal.

Fig. 6 — Teste para avaliacdo de coordinagdo motora do animal

~=mam= |

Fig. 6: Imagem ilustrativa do aparelho Rota-Rod, (teste de rotacéo cilindro). consiste em um cilindro horizontal
ou uma barra giratoéria, geralmente revestida com material antiderrapante para garantir a aderéncia do animal.
O animal é colocado e estimulado a caminhar enquanto o cilindro gira. A performance é medida pelo tempo
que o animal consegue permanecer no cilindro antes de cair, sendo registrado automaticamente pelo
equipamento ou manualmente por um observador.

I11-2.5. EUTANASIA, COLETA E PROCESSAMENTO DE TECIDOS

Ao final das analises comportamentais, os animais foram anestesiados conforme
descrito abaixo e em seguida, decapitados imediatamente. A decapitacdo foi escolhida por
ser um procedimento rapido e que ndo causa dor ou sofrimento ao animal. Os animais foram

previamente sedados e anestesiados (tiopental 40 mg/kg e cloridrato de lidocaina 10 mg/kg
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intraperitonealmente (Holson, 1992; van Rijn et al., 2011). O Sp5c foi microdissecado (Fig.
7) em uma placa de dissecacdo resfriada com gelo, com auxilio de uma lupa (Leica Zoom
2000) e imediatamente congelado em nitrogénio liquido (-196 °C). As amostras de tecido

foram armazenadas a -80 °C até o uso.

Fig. 7 — Coleta do subnucleo caudal trigeminal (Sp5c)

Fonte: Retirado de: The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates 5th Edition Paxinos & Watson.

Dissecagdo do Sp5c do lado direito, indicado pela flecha (autoria propria).

111-2.6. WESTERN BLOTTING

O Sp5c¢ foi homogeneizado (sistema de homogeneizagdo POLYTRON® PT 2100,
Kinematica AG, Lucerna, Suiga) com tampdo M-PER (9000 pl) (#78501; Invitrogen)
contendo um coquetel inibidor de proteases e fosfatases (100 ul) (#78440; Invitrogen). Os
homogeneizados foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes
foram recuperados para medicdo da concentracdo de proteinas usando o ensaio de Bradford
(Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Alemanha). As proteinas (30 pg) foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE de 10%) e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando a técnica de transferéncia
semisseca. As membranas de nitrocelulose foram incubadas a 4 °C durante a noite usando o
anticorpo anti-TRPV1 (1:1000; Novus Biologicals, NB100-1617), com o anticorpo anti-a-
tubulina como controle (1:4000, Cell Signaling Technology, EUA). Os anticorpos primarios
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foram detectados com um anticorpo secundario conjugado com peroxidase (anti-coelho,
1:4000). As bandas foram visualizadas por quimioluminescéncia aprimorada (ECL,
Amersham, Reino Unido) e quantificadas com o software IMAGEJ (dos-Santos-Pereira et
al., 2018). Unidades arbitrarias (U.A.) representaram a analise de densidade integrada
extraida das intensidades das bandas da proteina TRPV1, normalizadas pela expressédo de

suas respectivas bandas de tubulina.

111-2.7. CALCULO AMOSTRAL / DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Calculamos o numero amostral considerando referéncia publicada que utiliza 0 mesmo
modelo experimental (devidamente citada no texto — (Krzyzanowska et al., 2011) para o
estabelecimento do desvio padréo ou as frequéncias populacionais da variavel. Utilizamos a
seguinte férmula para calcular o tamanho da amostra (n) para que se obtenha uma estimativa
confidvel da média populacional (de acordo com Miot, 2011 - J Vasc Bras 2011, Vol. 10, N°
4):

n = (Za0/2.60 / E)2
Onde:
n — tamanho da amostra;
Za/2 — valor critico para o grau de confianca desejado, usualmente: 1,96 (95%);
d — desvio padréo populacional da variavel;
E = Diferenca maxima estimada entre a média amostral e a verdadeira média populacional.
E a margem de erro ou erro maximo de estimativa.
Para nosso desenho experimental, obtivemos o seguinte célculo:
n =(1,96x7/5)2 = 7,52 por grupo.
Considerando a contemplacao dos objetivos deste estudo, temos o n total de 217 ratos,

como descrito a nos protocolos experimentais abaixo.

111-2.8. ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica dos testes comportamentais foi realizada por meio de ANOVA
de dois fatores. As comparacdes entre os dias antes e depois da cirurgia, assim como apds 0s
tratamentos, foram avaliadas por meio de analise de variancia de medidas repetidas (RM-

ANOVA de dois fatores). No caso de um efeito significativo dos tratamentos, o teste
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Bonferroni post-hoc foi utilizado para compara¢cdes mdaltiplas. Para a analise do western
blotting, utilizamos a anélise univariada de variancia para medidas independentes (ANOVA
unifatorial), seguida pelo teste Bonferroni post-hoc. Todas as analises estatisticas foram
conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 6. Um valor de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Os dados sdo apresentados como media + erro padrdo da média
(SEM), sendo que os pontos representam os dados de animais individuais. Os testes

estatisticos estdo detalhados nas legendas das figuras.

111-2.9. LINHAS EXPERIMENTAIS

111-2.9.1. LINHA EXPERIMENTAL 1:

Como primeiro passo para o desenvolvimento experimental do estudo, realizamos uma
avaliacdo da resposta de alodinia e hiperalgesia mecanica em animais usando um modelo de
neuralgia trigeminal que foram tratados com CBD, PECS-101 e Carbamazepina. No dia
anterior a cirurgia para loN-CCl, 21 dias ap6s a cirurgia loN-CCI e, por Gltimo, no dia 28
apos o tratamento. Os animais foram submetidos ao teste de von Frey e formalina no lado
ipsilateral da lesdo. O teste de coordenacdo motora foi realizado utilizando o Rota Rod, no

dia anterior a cirurgia, 21 dias ap0s a lesdo e 28 dias apds o tratamento.

Figura 8 - Desenho experimental representando o protocolo geral de avaliagdo de testes nociceptivos
mecénico em animais tratados com CBD, HUF e CBZ

PROTOCOLO EXPERIMENTAI
Testes Nocik eptivos
Tratamento (7 Dias)
CBD / PECS-101 /CBZ
Dia -7 Dia 0 Dia 21 ' ' ' ' ‘
Dia 22 Dia 28

C ) @ ° ° ° a ° O

Basal ION-CCI Von Frey Von Frey
Von Frey Formalin Formalin
Formalin Rota-Rod Rota-Rod
Rota-Rod Western Blotting

Fig. 8: Ratos Hannover foram utilizados para este modelo. Os animais foram avaliados por teste nociceptivo
(alodinia mecénica - Von Frey Orofacial e hiperalgesia mecénica - formalina). Basal: antes de serem submetidos
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a cirurgia para inducdo da neuralgia trigeminal por constricdo do nervo infraorbitario; 21 dias apés a cirurgia e
28 dias depois do tratamento. Criado pelo proprio autor usando o software Biorender.

111-2.9.2. LINHA EXPERIMENTAL 2:

No segundo desenho experimental, realizamos uma avaliacdo da resposta de alodinia
e hiperalgesia mecanica em animais utilizando um modelo de neuralgia trigeminal e tratados
com CBD em conjunto com Capsazepina. Essa avaliagdo foi conduzida no dia anterior a
cirurgia para loN-CCI (n =7) ou nos animais Sham (n =7), 21 dias ap0s a cirurgia loN-CClI
e, por fim, no dia 28 ap0s o tratamento. Durante essas etapas, 0s animais foram submetidos
ao teste de von Frey e formalina no lado ipsilateral da lesdo. Além disso, realizamos o teste
de coordenacdo motora utilizando o Rota Rod, no dia anterior a cirurgia, 21 dias apés a lesao
e 28 dias apds o tratamento. Para a analise molecular, os tecidos foram coletados para o

western blotting no dia 28 (apds o tratamento).

Figura 9 - Figura - Desenho experimental representando o protocolo geral de avaliacdo de testes
nociceptivos mecanico em animais tratados com CPZ + CBD

PROTOCOLO EXPERIMENTAI

Tratamento CBD

(7 Dias)
# lratamento CPZ
(3 Dlas
v * ' ' ' ' B
Dia -7 Dia 0 Dia 21 e Dia 26 Dia 28
O & ) D o c @ 2] o O
Basal ION-CCI Von Frey Von Frey
Von Frey Formalina Formalina
Formalina Rota-Rod Rota-Rod
Rota-Rod Western Blotting

Fig. 9 : Ratos Hannover foram utilizados para este modelo. Os animais foram avaliados por teste nociceptivo
(alodinia mecénica - Von Frey Orofacial e hiperalgesia mecanica - formalina). Basal: antes de serem submetidos
a cirurgia para inducdo da neuralgia trigeminal por constricdo do nervo infraorbitério ; 21 dias ap0s a cirurgia
e 28 dias depois do tratamento. Criado pelo préprio autor usando o software Biorender.
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111-2.10. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

111-2.10.1 Experimento 1: Impacto da administragéo subcrénica de CBD, PECS-101ou
CBZ na expressao de alodinia e hiperalgesia uma vez que a leséo Io0N-CClI estava
presente.

O objetivo deste experimento foi analisar o efeito antinociceptivo dos medicamentos
CBD, PECS-101e Carbamazepina sobre alodinia e hiperalgesia orofaciais induzidas por IoN-
CCI (n=98 ratos neste protocolo). Antes da cirurgia, no dia -7, sem nenhum tratamento
farmacoldgico, os animais foram avaliados nos testes de VVon Frey e Formalina para obter
uma medida de referéncia (linha de base). No dia 0, os animais foram submetidos a cirurgia
de IoN-CCI. 21 dias apés a cirurgia, os ratos foram avaliados nos testes de VVon Frey e
Formalina novamente para obter uma medida pés-operatéria. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 14 grupos (n=7 por grupo): VEH, SHAM/CBD30, SHAM/PECS30,
SHAM/CBZ30 (Esses animais foram Sham-operados submetidos aos mesmos testes); I0N-
CCI + VEH, IoN-CCI + CBD3, IoN-CCI + CBD10, IoN-CCI + CBD30; IoN-CCI + PECS3,
IoN-CCI + PECS10, IoN-CCI + PECS 30; IoN-CCI + CBZ3, 1oN-CCI + CBZ10, loN-CClI
+ CBZ30. Cada grupo recebeu uma unica dose do medicamento uma vez ao dia durante 7
dias. Finalmente, apds os catorce grupos receberem seus respectivos tratamentos, eles foram
novamente avaliados nos testes de VVon Frey e Formalina (Dia -7, 21 e 28). Para analise da
expressao dos receptores TRPV1 em Sp5c por western immunoblotting, os seguintes grupos
experimentais deste protocolo foram incluidos: VEH, SHAM/CBD30, IoN-CCI + VEH, IoN-
CCIl + CBD3, IoN-CCI + CBD10, loN-CCI + CBD30; SHAM/PECS30; IoN-CCI + PECS3,
IoN-CCI + PECS10, lIoN-CCI + PECS30.

111-2.10.2 Experimento 2: Impacto de doses subefetivas de CBD associadas ao CPZ na
alodinia e hiperalgia e expressao dos receptores TRPV1no ndcleo trigeminal espinhal.
Devido aos efeitos anti-nociceptivos do CBD e do PECS-101 acompanhados por uma
reducdo dos receptores TRPV1 no Sp5c detectados no protocolo anterior, nosso objetivo
neste momento foi investigar a influéncia do receptor TRPV1 sobre as doses subefetivas de
CBD na neuralgia trigeminal. Neste experimento, procuramos analisar se a administragao

intraperitoneal das doses subefetivas de CBD (3,10 mg/kg) associadas a capsazepina (CPZ -



Dissertacao de Mestrado — Daniela Maria Escobar Espinal | 51

antagonista seletivo de TRPV1) pode induzir efeitos antinociceptivos no modelo IoN-CClI
em ratos (n=35 ratos neste protocolo). Antes da cirurgia, no dia -7, sem nenhum tratamento
farmacoldgico, os animais foram avaliados nos testes de VVon Frey e Formalina para obter
uma medida basal. No dia 0, os animais foram submetidos a cirurgia de IoN-CCI. 21 dias
apos a cirurgia, os grupos foram avaliados novamente nos testes de VVon Frey e Formalina
para obter a medida pos-operatoria. Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos
(n =6 por grupo): VEH; IoN-CCI + VEH; IoN-CCI + CPZ; IoN-CCI + CPZ + CBD3 e IoN-
CCl+CPZ + CBD10. Cada grupo recebeu CBD ou seu veiculo uma vez ao dia por sete dias
consecutivos. Os grupos selecionados para o tratamento combinado receberam CPZ (5
mg/kg) 30 minutos antes da administragdo de CBD durante os Ultimos trés dias de tratamento.
Finalmente, apds o0s grupos receberem o tratamento correspondente, os testes de VVon Frey e
Formalina foram novamente avaliados (Dia 28). Para analise da expressdo dos receptores
TRPV1 em Sp5c por western immunoblotting, 0os seguintes grupos experimentais deste
protocolo foram incluidos: VEH; IoN-CCI; lIoN-CCI + CPZ + CBD3 e IoN-CCI + CPZ +
CBD10.

111-2.10.3 Experimento 3: Impacto da administracio repetida de CBD, PECS-101 ou
CBZ e associagdo CPZ + CBD na coordenagdo motora uma vez que a IoN-CCI estava
presente.

Um experimento independente foi realizado para analisar os efeitos dos tratamentos
farmacoldgicos utilizados neste estudo (CBD, PECS-101, Carbamazepina e associacao
Capsazepina + CBD) na coordenagdo motora (n=84 ratos neste protocolo). O objetivo deste
experimento foi comparar o efeito das drogas com Carbamazepina, que ja demonstrou em
estudos anteriores alteracdes no desempenho motor usando o teste do rotarod (ldanpaan-
Heikkila & Guilbaud, 1999; Pineda-Farias et al., 2021; Cankal et al., 2021). O teste do rotarod
foi realizado nos animais antes da cirurgia para obter uma resposta basal (Dia -7). No dia 0,
os animais foram submetidos a cirurgia de loN-CCI. 21 dias ap0s a cirurgia, o teste do rotarod
foi avaliado (pds-operatério) e também apos sete dias de tratamento (Dia 28). Testamos aqui
12 grupos de animais (n = 7 por grupo): IoN-CCI + CBD3, IoN-CCI + CBD10, IoN-CCI +
CBD30; IoN-CCI + PECS3, IoN-CCI + PECS10, loN-CCI + PECS30; loN-CCI + CBZ3,
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IoN-CCI + CBZ10, IoN-CCI + CBZ30; l1oN-CClI + CPZ, IoN-CCI + CPZ + CBD3 e IoN-
CCl + CPZ + CBD10.



V. RESULTADOS
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IV-1. IoN-CClI provoca alodinia mecénica orofacial e os canabindides previnem
esta resposta

A Figura 10A ilustra a linha temporal referente a este protocolo experimental. Como
esperado, a lesdo IoN-CClI induziu alodinia mecénica orofacial. O teste de VVon Frey indicou
que o limiar mecénico orofacial foi reduzido ap6s 21 dias de loN-CCI, em comparagdo com
a medida inicial (Basal - P < 0,05, Fig. 10).

Os tratamentos com CBD, PECS-101 e Carbamazepina foram testados na alodinia
mecanica orofacial induzida por IoN-CCI. N&o houve efeito significativo do CBD nas doses
de 3 e 10mg/kg na alodinia mecanica, enquanto a dose mais alta, 30mg/kg, aumentou o limiar
mecanico orofacial em comparacdo com a medida po6s-operatoria (IloN-CCl, Figura 10B,
aumento de 64%) com efeitos no tratamento (F (2, 54) = 5,032, P=0,0099); tempo (F (2, 54)
= 20,83, P<0,0001) e uma interacdo entre eles (F (4, 54) = 4,954, P=0,0018).

A administracdo de PECS-101, nas trés doses (3, 10, 30 mg/kg), diminuiu a alodinia
mecanica em comparacdo com a medida pos-operatoria (aumento no limiar de 69%; 65%;
73% respectivamente; P < 0,05 Fig.10C). Houve efeito no tratamento (F (2, 54) = 2,783,
P=0,0407) e tempo (F (2, 54) = 27,21, P<0,0001).

A dose mais baixa de Carbamazepina, 3mg/kg, ndo foi capaz de reverter a alodinia
mecanica em comparagdo com as doses de 10 e 30mg/kg (Figura 10D). O tratamento com
Carbamazepina em 10 e 30 mg/kg aumentou o limiar de alodinia mecanica orofacial em
comparagdo com a medida pés-operatdria (IloN-CCI, Figura 10D, aumento de 71% e 40%
respectivamente) com efeitos no tratamento (F (2, 54) = 11,74, P<0,0001); tempo (F (2, 54)
= 19,10, P<0,0001) e uma interacdo entre eles (F (4, 54) = 7,182, P=0,0001).

Os grupos VEH, SHAM + CBD30 e SHAM + PECS-101 ndo apresentaram mudancas
significativas no limiar mecanico orofacial, indicando que os efeitos antinociceptivos do
CBD e PECS-101 sobre a alodinia sdo dependentes da lesdo (Tabela 9). A Carbamazepina,
por outro lado, na dose de 30mg/kg aumentou o limiar de alodinia mecénica orofacial em
animais Sham-operados (P<0,05, Tabela 9), com efeito no tempo (F (1,444, 37,55) = 17,65,
P<0,0001).
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Figura 10 — Resposta farmacoldgica do CBD, PECS-101 e Carbamazepina sobre a alodinia mecanica orofacial.
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Fig. 10: Efeito do CBD, PECS-101 e Carbamazepina sobre as respostas de alodinia orofacial em ratos
submetidos a loN-CCI. (A) Linha experimental dos testes nociceptivos, cirurgia e sequéncia de tratamento. (B)
Efeito do tratamento com canabidiol (3, 10, 30mg/kg) na alodinia mecanica. A dose de 30 mg/kg de CBD foi
eficaz em relacdo a medida pds-operatoria. (C) Efeito do tratamento com PECS-101 (3, 10, 30mg/kg) na
alodinia mecanica. Todas as doses foram eficazes. (D) Efeito do tratamento com Carbamazepina (3, 10,
30mg/kg) na alodinia mecanica. Apenas as doses de 10 e 30mg/kg foram eficazes. SHAM é o grupo de animais
Sham-operados e IoN-CCI é o grupo de animais lesionados e tratados com veiculo. Os dados sdo apresentados
como média = SEM. *P < 0,05 em relacdo & medida basal (BL); #P < 0,05 em relacdo ao Dia 21 (medida p6s-
operatéria); &P < 0,05 em relacdo ao grupo IoN-CBZ 30. Testes estatisticos: RM Two Way ANOVA,
Bonferroni post-hoc; Variaveis: tempo e tratamento. Os resultados de SHAM+CBD30; SHAM+PECS30;
SHAM+CBZ 30 estdo apresentados na Tabela 1. CBD: Canabidiol; PECS: Canabidiol sintético fluorado; CBZ:
Carbamazepina.
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Tabela 9 - Limiar de retirada de cabega — alidinia mecanica — VVon Frey

GRUPOS (Dia 0 - Basal) (Dia 21) (Dia 28)
EXPERIMENTAIS

Sham + CBD 30 236,3 £ 16,93 262,4 +17,81 258,5 + 15,08
Sham + PECS 30 268,9 £ 17,047 307,2 £ 21,65 279,6 + 5,793
Sham + CBZ 30 232,4 + 6,508 251,8 + 5,619 325,2 + 10,09%

Fonte: Elaborado pelo prdprio autor. SHAM: Animais Sham-operados; CBD: Canabidiol; PECS: Canabidiol
sintético fluorado; CBZ: Carbamazepina. P<0,05 comparado ao dia 21.

IV-2. 1oN-CClI provoca hiperalgesia orofacial e os canabindides previnem esta
resposta

A Figura 11A ilustra a linha temporal referente a este protocolo experimental. A
coceira orofacial em resposta a de formalina a 5% foi analisada neste experimento. A leséo
de IoN-CCl aumentou a hiperalgesia orofacial apds 21 dias de IoN-CCI, em comparagao com
a medida inicial (Basal - P < 0,05, Figura 11B-D).

O CBD, nas doses de 3, 10 e 30mg/kg, reduziu a hiperalgesia orofacial induzida por
IoN-CCI em comparacdo com a medida pés-operatdria (IoN-CClI, Figura 11B) na segunda
fase do teste da formalina, nos periodos entre 20 e 40 minutos da analise, com efeitos no
tratamento (F (4, 30) = 3,982, P=0,0104) e tempo (F (5,704, 171,1) = 2,646, P=0,0195).

A administracdo de PECS-101, nas trés doses (3, 10, 30 mg/kg), reverteu a
hiperalgesia orofacial na segunda fase do teste em comparacdo com a medida p6s-operatoria
(P < 0,05 Figura 11C). Houve uma diminuicdo significativa na hiperalgesia com um efeito
principal no tratamento (F (4, 30) = 8,886, P<0,0001) e tempo (F (5,010, 150,3) = 6,141,
P<0,0001).

A menor dose de Carbamazepina, 3mg/kg, ndo foi capaz de reduzir a hiperalgesia
orofacial em comparacgdo com as doses de 10 e 30mg/kg (Figura 11D). Carbamazepina na
dose de 10mg/kg reduziu a hiperalgesia orofacial aos 20 e 40 minutos do teste de formalina.

Carbamazepina em 30mg/kg reduziu a hiperalgesia orofacial aos 20, 25, 35, 40 e 45 minutos
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do teste de formalina. Carbamazepina apresentou efeito no tratamento (F (4, 30) = 3,494,
P=0,0186) e tempo (F (6,098, 182,9) = 4,034, P=0,0007).

CBD, PECS-101 e Carbamazepina (30mg/kg) reduziram a coceira orofacial em
animais submetidos a cirurgia SHAM, sugerindo um efeito de tratamento sobre a inflamacéo
induzida pela formalina (P<0,05, Tabela 10).
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Figura 11 — Resposta farmacolégica do CBD, PECS-101 e Carbamazepina sobre a hiperalgesia orofacial.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A Teste Nociceplivo
Tratamento {7 Dias)
CBD / PECS-101 / CBZ
Dia-? Dia 0 Dia 21 ' ' . ‘ ‘ ‘. S
Dia 22 Din 28
O 0 O—8—o —@
Basal JON-CCI Foamalina Formalina
Formaling
o  SHAM ® loN-CCl o [|oNLCI+CBD3
® [oN-CCI+CBD 1O e JoN-CCl+« CBD 30
]
3 300+
g 2504
E
g 200 '
" [}
E.‘ 150 . o é’ ..,
E 1004 T P > ora1e*®
< . | -
fid W oo oll®l ® -
o &l %
= 0.l . i . -
<
Fase | Fase 2
5-15 min 15-45 min
C o SHAM ® JoNCCI o JoN-CCl+PECSA
® ONCO«PRCSIO e  JoN-CCle PECS 30
%
7 300-
: A
& 250~
E
& 2004
= 150
=
2 100+
)
= 50+
=
g 0
e Fase 1 Fase 2
S-15 min 15-45 min
O SHAM e joNCCI 9  JoN-CCle CBZZ
D ® |JoN<O«CB210 ®  JoN-CCl + CBZ 50

Coceira orofacial (Tempo - seg)

300+
250
200
150+
100-

50+

Fase 2

1545 min

Fase |
515 min

Fig. 11: Efeito do CBD, PECS-101 e Carbamazepina sobre as respostas hiperalgicas orofaciais em ratos IoN-
CCI. (A) Linha experimental dos testes nociceptivos, cirurgia e sequéncia de tratamento. (B) Efeito do
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tratamento com CBD (3, 10, 30mg/kg) sobre a hiperalgesia orofacial. As doses de 3, 10 e 30 mg/kg de CBD foi
eficaz na segunda fase do teste. (C) Efeito do tratamento com PECS-101 (3, 10, 30mg/kg) na hiperalgesia
orofacial. As doses de 3, 10 e 30 mg/kg de PECS-101 foi eficaz na segunda fase do teste. (D) Efeito do
tratamento com Carbamazepina (3, 10, 30mg/kg) na hiperalgesia orofacial. As doses de 10 e 30mg/kg foram
eficazes. SHAM é o grupo de animais Sham-operados e I0N-CCI é o grupo de animais lesionados e tratados
com veiculo. Os dados sdo apresentados como média + SEM. *P < 0,05 em relacdo ao grupo lIoN-CCI + VEH.
Testes estatisticos: RM Two Way ANOVA; Bonferroni post-hoc; Varidveis: tempo e tratamento. Os resultados
de SHAM+CBD30; SHAM+PECS30; SHAM+CBZ 30 estdo apresentados na Tabela 2. CBD: Canabidiol;
PECS: Canabidiol sintético fluorado; CBZ: Carbamazepina.

Tabela 10 — Resposta hiperalgésica orofacial — Teste da Formalina

GRUPOS DIAO DIA 21 DIA 28 DIAO DIA 21 DIA28
EXPERIMENTAIS
Fase | Fase 11
Sham + CBD 30 57,00 £ 70,14 + 55,14 + 65,14 + 60,43 + 16,14 +
14,47 11,07 15,95 7,942 10,41 8,413*
Sham + PECS 30 67,14 + 90,00 + 50,29 + 83,00 + 106,0 + 38,14
7,430 7,678 7,524 23,24 14,94 9,035*
Sham + CBZ 30 63,14 + 49,00 £+ 19,00 + 89,29 + 91,00 = 34,43 +
15,22 8,309 7,982* 13,95 19,27 12,07*

Fonte: Elaborado pelo prdprio autor. SHAM: Animais Sham-operados; CBD: Canabidiol; PECS: Canabidiol
sintético fluorado; CBZ: Carbamazepina. *P<0,05 comarado ao dia 21.

IV-3. O CBD e 0 PECS-101 reduzem a nocicepc¢ao induzida por 1oN-CCI ao
atuarem na expressao do receptor TRPV1 no Subnucleo caudal do Nucleo
Espinal do Trigémeo (Sp5c).
Foram investigadas possiveis alteracdes nos receptores TRPV1 no Sp5c¢ neste estudo.
A Figura 12A ilustra a linha temporal referente a este protocolo experimental. A expressao
da proteina TRPV1 foi determinada por analise de Western blotting. Nas espécimes
examinadas, o anticorpo para TRPV1 detectou banda constante, em torno de 100 kDa. O
grupo experimental 1o0N-CCI apresentou um aumento na expressao de TRPV1 no Sp5c em
comparagdo com os grupos VEH e SHAM (P < 0,01, Figura 12B, C).
O CBD na dose de 30 mg/kg reverteu os niveis de proteina TRPV1 (P < 0,01, Figura
12A). Houve um efeito no tratamento (F (5, 18) = 10,15, P = 0,0001). As doses de 3 e 10

mg/kg ndo tiveram efeito significativo nesta analise (Figura 12A). Duas doses de PECS-101
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mostraram efeitos positivos na expressao de TRPV1 no Sp5c. PECS-101 nas doses de 10 e

30 mg/kg reverteu os niveis de proteina TRPV1 (P < 0,01, Figura 12B). Houve um efeito no
tratamento (F (5, 18) = 6,401, P = 0,0014). A dose de 3 mg/kg ndo apresentou efeito

significativo nesta analise (Figura 12B).

Figura 12 — Anélise de expressdo de proteina TRPV1 no subnicleo caudal do nucleo espinal do trigémeo.
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relagdo ao grupo VEH e SHAM+CBD; #P < 0,001 em relagdo ao grupo IoN-CCIl + VEH. Testes estatisticos:
One-Way ANOVA, Bonferroni post-hoc.

IV-4. A associacdo de um antagonista seletivo do TRPV1 (Capsazepina) com
doses subefetivas de CBD atenua a alodinia mecanica e a hiperalgesia orofacial
induzidas por 1oN-CCI.

Para investigar se a modulacdo dos receptores vaniloides TRPV1poderia ser
responsavel pela falta de efeitos anti-nociceptivos do CBD na alodinia orofacial, nas doses
de 3 e 10 mg/kg, foi adninistrado um antagonista do TRPV-1, Capsazepina (5 mg/kg i.p.),
associado ao CBD (3 e 10 mg/kg i.p.) em ratos com leséo (Figura 13). A Figura 13A ilustra
a linha temporal referente a este protocolo experimental.

Os resultados indicaram um efeito geral da associacdo das drogas no limiar de
alodinia mecanica orofacial (Figura 13B, C). A Capsazepina (5 mg/kg) administrada antes
das doses subefetivas de CBD (3 e 10 mg/kg) aumentou significativamente o limiar mecénico
orofacial induzido por IoN-CCI (aumento de 65% e 30%, respectivamente; P < 0,05; Figura
13B). Houve um efeito no tempo (F (2, 45) = 28,43, P < 0,0001). A administracdo isolada de
CPZ ndo foi suficiente para induzir o efeito antinociceptivo nas respostas de alodinia.

Em uma segunda analise, investigamos o curso temporal dessas drogas no teste de
nocicepc¢do induzida por formalina (Figura 13C). Os resultados mostraram uma reducéo
significativa do comportamento induzido pela formalina nas fases | e 1l com a associa¢do de
Capsazepina e CBD. A associacdo de Capsazepina e CBD na dose de 3 mg/kg foi eficaz em
reduzir a hiperalgesia orofacial em todos os pontos de tempo analisados, com excec¢éo de 5
minutos (P < 0,05; Figura 13C). A dose de 10 mg/kg de CBD associada ao Capsazepina foi
eficaz na primeira e segunda fase do teste de formalina em pontos especificos: 10, 15, 20 e
30 minutos (P < 0,05; Figura 13C). Houve um efeito no tratamento (F (4, 25) = 7,769, P =
0,0003); tempo (F (4,959, 124,0) = 5,889, P < 0,0001) e uma interacdo entre tratamento e
tempo (F (32, 200) = 1,477, P = 0,0474).

Essa reducdo na nocicepgdo foi acompanhada por uma reducdo na expressdo da
proteina TRPV1 no Sp5c. Como esperado, o grupo experimental IoN-CCI mostrou uma
superexpressdo da proteina TRPV1 em comparacdo com o grupo VEH (P < 0,05, Figura
13D) e a associagdo de Capsazepina + CBD (3 ou 10 mg/kg) foi significativamente eficaz

em reduzir a expressao da proteina TRPV1 no Sp5c¢ (P < 0,05, Figura 13D).
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Figura 13 — Resposta farmacolégica da associacdo de antagonista de TRPV1 com doses subefetivas de CBD

sobre a alodinia mecanica, hiperalgesia e expressdo de proteina TRPV1 no subntcleo caudal do ndcleo espinal

do trigémeo.
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Fig. 13: A associacdo de um antagonista seletivo de TRPV1 (Capsazepine) com doses subefetivas de CBD
atenuou a alodinia mecénica e a hiperalgesia induzidas por Io0N-CCI. (A) Linha experimental dos testes
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nociceptivos, cirurgia e sequéncia de tratamento. (B) Efeito das doses subefetivas de CBD (3 e 10 mg/kg) com
CPZ (5mg/kg) na alodinia mecénica. (C) Efeito das doses subefetivas de CBD (3 e 10 mg/kg) com CPZ
(5mg/kg) na hiperalgesia. (D,E) A associacdo CPZ+CBD 3 e 10 mg/kg reduziu a expressao do receptor TRPV1
em SP5c¢. Os dados sdo expressos como média £ SEM; para o teste antinociceptivo, testes estatisticos: RM Two
Way ANOVA, Bonferroni post-hoc; Variaveis: tempo e tratamento. Para analise molecular, testes estatisticos:
One-Way ANOVA, Bonferroni post-hoc. Teste de Von Frey: *P < 0,05 em relacdo a medida basal (BL); #P <
0,05 em relacdo ao Dia 21 (medida pés-operatdria); +P < 0,05 em relagéo ao grupo loN-CCI+CBD10. Teste de
formalina: *P < 0,05 em relacéo aos grupos IoN-CCI + VEH e IoN-CCI + CPZ. Teste de Western Blotting: *P
< 0,05 em relagdo ao grupo VEH; #P < 0,05 em relacdo ao loN-CCI+VEH.

IV-5. Influéncia do CBD, PECS-101, Carbamazepina e da associacdo CPZ/CBD
na coordenagéo motora.

Vérios estudos pré-clinicos tém mostrado que a dose antinociceptiva da
Carbamazepina é acompanhada por disfuncdo motora, o que se refere a alguns dos efeitos
colaterais que os pacientes com neuralgia trigeminal experimentam com 0 uso cronico de
anticonvulsivantes. Neste estudo, o teste do Rotarod foi utilizado para a analise da
coordenacao motora. O desenho experimental esta representado na Figura 14A.

Observou-se uma diminuicao significativa da coordenacdo motora nos animais com
IoN-CCI no periodo p6s-operatério (Dia 21) em comparagdo com o desempenho motor pré-
operatorio (BL, P < 0,05, Figura 14B-E).

O tratamento com CBD nas doses de 3 ou 10 mg/kg ndo alterou 0 comprometimento
motor nos animais, em comparacdo com o desempenho motor pos-operatorio. A dose mais
alta de CBD (30 mg/kg) melhorou o desempenho no teste do Rotarod (P < 0,05, Figura 14B).
O PECS-101, em todas as doses analisadas (3, 10 ou 30 mg/kg), melhorou o
comprometimento motor no teste do Rotarod (P < 0,05, Figura 14C).

O tratamento sub-crénico com a carbamazepina (doses de 10 e 30 mg/kg) agravou a
coordenacdo motora dos animais lesionados. A laténcia no aparelho do Rotarod dos ratos
lesionados diminuiu significativamente com estas doses de Carbamazepina em comparacao
com o desempenho pré e pds-operatorio (P < 0,05, Figura 14D).

A combinacéo de Capsazepina (5mg/kg) + CBD (3 e 10 mg/kg) apresentou resultados
positivos para o desempenho motor dos animais lesionados (P < 0,05, Figura 14E).
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Figura 14 — Resposta Farmacoldgica do CBD, PECS-101 e Carbamazepina sobre a coordenacdo motora.
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Fig. 14: A administragdo de Carbamazepina prejudica a coordenagdo motora dos animais. (A) Linha
experimental dos testes nociceptivos, cirurgia e sequéncia de tratamento. (B) Efeito do tratamento com
canabidiol (3, 10, 30 mg/kg) na coordenacdo motora. As doses de 3 e 10mg/kg de CBD mantiveram 0 mesmo
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desempenho motor dos animais a partir do Dia 21 (medida pos-operatoria), en quanto a dose de 30 mg/kg
melhora o desempenho motor. (C) Efeito do tratamento com PECS-101 (3, 10, 30 mg/kg) na coordenacdo
motora. Todas as doses melhoraram o desempenho motor dos animais a partir do Dia 21 (medida pos-
operatéria). (D) Efeito do tratamento com Carbamazepina (3, 10, 30 mg/kg) na coordenacdo motora. As doses
de 10 e 30 mg/kg prejudicaram o desempenho motor dos animais a partir do Dia 21 (medida pds-operatdria).
(E) Ambas associaces de CPZ com CBD melhoraram o desempenho motor dos animaos. Os dados sdo
apresentados como média £ SEM. *P < 0,05 em relacdo a medida basal (BL); #P < 0,05 em relagdo ao Dia 21
(medida pds-operatoria). Testes estatisticos: RM Two Way ANOVA,; Bonferroni post-hoc; Variaveis: tempo e
tratamento. CBD: Canabidiol; PECS: Canabidiol sintético fluorado; CBZ: Carbamazepina.



V. DISCUSSAO
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Este estudo mostra que compostos canabinoides naturais e sintéticos tém um efeito
antinociceptivo no modelo de neuralgia trigeminal (NT) em ratos, sem causar
comprometimento da coordenacdo motora. A carbamazepina (CBZ), terapia padrdo-ouro
para NT, também foi testada e apresentou efeito antinociceptivo acompanhado de prejuizo
motor. A dose de 30 mg/kg de CBD alivia a alodinia mecénica, enquanto as doses de 3, 10 e
30 mg/kg de PECS-101 revertem efetivamente essa resposta. Utilizando as doses de 10 e 30
mg/kg, a CBZ atua melhorando a alodinia mecénica. As respostas de hiperalgesia induzidas
por loN-CClI foram atenuadas tanto pelo CBD quanto pelo PECS-101 nas trés doses testadas,
enquanto apenas as doses de 10 e 30 mg/kg de CBZ reduzem essa resposta na segunda fase
do teste de formalina. Mais interessante, o tratamento com ambos os canabinoides reduziu a
expressao da proteina TRPV1 no subnucleo caudal espinal do trigémeo caudal (SP5c). Além
disso, a associacao de Capsazepine (CPZ), um antagonista do TRPV1, com doses subefetivas
de CBD foi altamente eficaz na reducédo da alodinia mecénica e da hiperalgesia, e reduziu a
expressao da proteina TRPV1 no SP5c, reforcando nossos resultados anteriores, os efeitos
antinociceptivos desses canabinoides sdo resultado de sua acdo no sistema vaniloide no

complexo trigeminal nesse modelo experimental.

PECS-101 e CBD atuam como potentes agentes farmacol6gicos antinociceptivos em
ratos com alodinia e hiperalgesia orofacial induzidas por 1o0N-CCI.

Analogos sintéticos do CBD séo estruturas modificadas do CBD, como o PECS -101,
que é um derivado semissintético do CBD com um atomo de flGor no anel aromatico (Breuer
et al., 2016). Atualmente, o desenvolvimento do CBD sintético tem recebido atencdo
significativa devido a intencdo de aprimorar as propriedades terapéuticas do CBD. Isso é
alcancado pela adi¢do de um atomo de fltor, que esta relacionado ao aumento da estabilidade
da molécula, facilitando a permeabilidade do composto e demonstrando uma acgédo
farmacoldgica mais potente devido a sua maior afinidade pelos receptores (Silvaetal., 2017).
Assim como o CBD, o PECS-101 demonstra efeitos benéficos como ansiolitico,
antidepressivo, antipsicotico, neuroprotetor e antinociceptivo (Perez et al., 2018; Silva et al.,
2017). Nossos dados sdo consistentes com a evidéncia de que o PECS-101 produziu efeitos
antinociceptivos em doses mais baixas do que o CBD na alodinia mecanica orofacial induzida

por um modelo de dor neuropatica trigeminal, corroborando resultados observados na
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prevencdo de alodinia mecénica e térmica em um modelo de dor neuropética periférica
induzida por quimioterapia (Silva et al., 2017). Outros autores indicam que, com uma
administracdo subcrénica de CBD (3, 10, 30 mg/kg) em roedores submetidos a constri¢do
crbnica do nervo ciatico, apenas a dose mais alta de CBD induziu um efeito anti-alodinico
(Jesus et al., 2022).

Também é importante ressaltar que o tratamento com as trés doses de CBD inibiu a
resposta de hiperalgesia na segunda fase do teste da formalina. Esses dados devem ser
colocados em perspectiva com estudos anteriores que mostram o CBD como um potente
composto anti-hiperalgésico em outros modelos de dor a partir de doses mais baixas, como
em hiperalgesia térmica induzida por injecdo intraplantar de carragenina (Costa et al., 2010),
a administracdo subcutanea miofacial de CBD em modelo de doenca de Parkinson (Vivanco-
Estelaetal., 2021) e o teste da formalina orofacial em um modelo agudo de migranea (Greco
et al., 2023).

Apesar dos efeitos benéficos do CBD em diferentes modelos de doencas
neuroldgicas, o potencial terapéutico desse composto continua sendo estudado devido aos
seus diversos e abundantes mecanismos de acdo (Mlost et al., 2020). Além disso, seu estudo
tem sido desafiador porque esse composto produz uma curva dose-resposta, em que a
resposta terapéutica é alcancada em uma determinada concentracdo, tornando dificil
determinar a janela terapéutica (Gallily & Yekhtin, 2019; Zuardi et al., 2017).

O PECS -101, nas trés doses testadas, também diminuiu a intensidade da hiperalgesia
orofacial em consonéncia com descri¢Ges anteriores de estudos anteriores que abordaram
modelos de dor neuropética, como no teste de hiperalgesia induzida por carragenina (Silva
etal., 2017).

Nos animais tratados com carbamazepina, observamos uma reducdo significativa da
alodinia mecanica com as doses intermediaria e mais alta (10 e 30 mg/kg). Um estudo com
um modelo animal de neuralgia trigeminal mostrou que o carbamazepina foi eficaz apenas
em doses >10 mg/kg (s.c.) (Idanpaan-Heikkild & Guilbaud, 1999). Outros autores como,
(Pineda-Farias et al., 2021) também constataram que o carbamazepina, na dose mais alta
testada (50 mg/kg), teve uma influéncia significativa sobre a sensibilidade mecéanica orofacial
induzida pelo mesmo modelo de constrigdo nervosa utilizado neste estudo. Embora a

carbamazepina tenha sido estabelecida clinicamente para o tratamento da dor neuropética
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trigeminal, esse medicamento produz efeitos analgésicos acompanhados por muitos efeitos
colaterais, dentre eles, o mais comum é a ataxia. Para avaliar alguns esse efeito do
medicamento, o teste do rota rod foi utilizado neste estudo.

Conforme esperado, apenas os animais tratados com carbamazepina apresentaram
comprometimento motor no desempenho no rotarod, em consonancia com varios estudos que
também demonstraram o comprometimento motor induzido pela administracdo das doses
mais altas desse farmaco em modelos de neuralgia trigeminal (ldanpéén-Heikkila &
Guilbaud, 1999; Jeon et al., 2012; Pineda-Farias et al., 2021). O CBD (doses de 3 e 10 mg/kg)
manteve o desempenho motor estabelecido apds 21 dias da lesdo. O CBD, na dose de 30
mg/kg e o PECS-101, nas trés doses, por outro lado, melhoraram esse desempenho no rota
rod.

Um estudo de (Osuntokun et al., 2021) evidencia que essa coordenacdo motora
prejudicada esta relacionada aos efeitos de acdo central dos medicamentos
anticonvulsivantes, que causam uma diminuicdo no peso do cerebelo. Esses medicamentos
também estdo sendo identificados como toxicos nessa area central por reduzirem a atividade
da Superoxido Dismutase, uma importante enzima que controla os niveis de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS) nas células. A maior parte das concentracfes de carbamazepina
administradas permanecera ligada as proteinas plasmaticas e o medicamento entrara na
corrente sanguinea a partir das reservas de tecido. Apos a oxidacdo, a carbamazepina é
convertida em carbamazepina-10,11-epdxido, que é o metabdlito ativo responsavel por esses
efeitos toxicos (Osuntokun et al., 2021). Por outro lado, os canabinoides (CBD e PECS -101)
tém se mostrado benéficos como possiveis medicamentos terapéuticos, uma vez que sua
eficacia ndo estd acompanhada de comprometimento motor, corroborando achados anteriores
(Reddy, 2023; Silva et al., 2022).

A reducdo da alodinia e hiperalgesia orofacial pelo CBD e PECS-101 esta acompanhada
da diminuicdo dos receptores TRPV1 no subnudcleo caudal do nudcleo espinal do
trigémeo.

Vinte anos apos a identificacdo do receptor potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1)
como o primeiro membro da familia de receptores potenciais transitorios (TRP) com uma

conexdo hipotética a dor, as evidéncias foram substancialmente reforgadas, indicando que
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diversos canais TRP s&o expressos no sistema sensorial e contribuem para o desenvolvimento
da dor fisiopatélogica, incluindo a dor orofacial (Luo et al., 2021). De fato, varios canais
ibnicos TRP estdo amplamente expressos no sistema sensorial trigeminal e desempenham
papéis essenciais na transmissao e desenvolvimento da dor orofacial (Luo et al., 2021).

Utilizando a técnica de Western blotting, nossos dados sdo consistentes em mostrar
que o TRPV1 é aumentado no Sp5c em ratos, 21 dias ap6s a lesdo por loN-CCI.
Corroborando esses resultados, Rossi e colaboradores (2012), utilizando o mesmo modelo
animal (IoN-CCl), evidenciaram um aumento no nimero de neurdnios do ganglio trigeminal
que expressam TRPV1 duas semanas apds o procedimento cirurgico (Rossi et al., 2012).
Além disso, foi observada uma elevagdo do RNA mensageiro do TRPV1 no ganglio
trigeminal e na medula espinal cervical de ratos com loN-CCI (Demartini et al., 2018).
Ainda, nossos dados corroboram estudos que determinaram que os niveis de TRPV1 foram
aumentados no nucleo espinal do trigémeo de ratos aos 14 e 28 dias ap6s a IoN-CCI (Wu et
al., 2016).

O aumento da expressdo do TRPV1 é explicado por sua ativacao, que conduz a dois
efeitos: despolarizacdo e influxo de calcio, levando a transmissdo sinaptica excitatoria e
sensibilizagdo do receptor, provocando a intensificagdo central das informagdes nociceptivas
no Sp5c, contribuindo para a dor persistente orofacial (Tamada et al., 2021).

Encontramos aqui que o aumento da expressdao do TRPV1 apds 21 dias de lesdo do
nervo infraorbitario na regido do Sp5c é efetivamente reduzido pela terapia com
canabinoides. O PECS-101 reduziu a expressao da proteina TRPV1 em uma dose mais baixa
do que o CBD, o que pode ser explicado pela maior afinidade desse canabinoide sintético
com o receptor (Jin et al., 2023). De fato, enquanto o THC interage principalmente com 0s
receptores canabinoides CB1 e CB2, o CBD possui um perfil farmacoldgico mais complexo
e pode interagir com multiplos alvos moleculares envolvidos no controle da dor, o que lhe
confere seus potenciais efeitos antinociceptivos. Uma dessas interacdes esta relacionada aos
receptores TRPV1. O CBD pode dessensibilizar e modular a atividade dos receptores
TRPV1, aliviando a dor (Bisogno et al., 2001).

Vaérios estudos tém demonstrado que a auséncia ou inibicdo dos receptores TRPV1

in vivo pode levar a reducdo do edema induzido pela inflamacdo, da hipersensibilidade



Dissertacao de Mestrado — Daniela Maria Escobar Espinal | 71

térmica e do comportamento nociceptivo em diferentes modelos de dor (Caterina et al., 2000;
Davis et al., 2000; Keeble et al., 2005; Szabo et al., 2005).

As respostas do TRPV1 ao CBD estdo associadas a dessensibilizacdo do canal apos
exposicao prolongada, semelhante a capsaicina. A reducéo da atividade neuronal do receptor
com a normalizacdo do influxo de célcio induz um efeito analgésico paradoxal descrito em
dor neuropética e doencas epilépticas (Anand et al., 2022; Etemad et al., 2022; lannotti et al.,
2014; Peng et al., 2022; Silvestro et al., 2020). A desensibilizacdo pode ser explicada como
um processo resultante da administracdo prolongada de um agonista do receptor TRPV1. Isso
leva a uma condi¢do conhecida como taquifilaxia, na qual ocorre uma diminuicdo na
responsividade do receptor. Esse fendmeno ocorre devido a internalizagdo do receptor
TRPV1, que é seguida por uma diminuicdo na atividade do receptor causada pela reducdo da
entrada de calcio na célula, o que, por sua vez, leva a desensibilizacdo (Koivisto et al., 2022;
Sanz-Salvador et al., 2012).

A expresséo reduzida de TRPV1 foi encontrada apenas na dose mais alta de CBD em
nosso estudo, em conformidade com alguns resultados em cultura de neurénios do ganglio
da raiz dorsal (DRG). Anand et al. (2020) encontraram uma dessensibilizacdo dependente da
dose induzida pelo CBD. O CBD inibe o sinalizagdo de TRPV1 por meio de dois
mecanismos: inibicdo da via do cCAMP e inibi¢do mediada por calcineurina de TRPV1
(Anand et al., 2022). Vale ressaltar que nossos achados sdo originais ao analisar os efeitos

do PECS-101 no receptor TRPV1 em um modelo de dor neuropatica trigeminal.

Potencial efeito da co-administragdo de CBD com um antagonista do TRPV1,
Capsazepina, nas respostas de alodinia e hiperalgesia orofacial.

A combinacdo de CBD e capsazepina (CPZ) no tratamento da neuralgia trigeminal
em modelos animais é uma area que atualmente carece de estudos suficientes. Embora haja
evidéncias limitadas sobre os efeitos dessa combinacdo especifica em modelos de dor
neuropatica, mais pesquisas sdo necessarias para estabelecer sua potencial eficacia e
seguran¢a. Em nosso estudo, o efeito antagonista sobre o receptor TRPV1 pela CPZ foi
crucial para revelar a acdo anti-alodinica induzida por doses menores de CBD. Nossos dados
sugerem que a combinacdo de doses subefetivas de CBD (3 e 10 mg/kg) com uma dose de
5mg/kg de CPZ resultou em um aumento significativo no limiar de retirada orofacial
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(alodinia) e uma diminuicdo do comportamento hipernocifensivo (hiperalgesia) em ratos com
neuralgia trigeminal induzida por IoN-CCI. Além disso, a dose menor de CBD (3 mg/kg) em
associacdo com o CPZ produziu um maior percentual de efeitos antinociceptivos em
comparacdo com a dose média (10 mg/kg). Essas descobertas indicam um potencial efeito
sinérgico entre 0 CBD e 0 CPZ na reducéo da dor no modelo animal de neuralgia trigeminal.

Em nossos experimentos, o0 CPZ isolado (5 mg/kg) conseguiu produzir analgesia na
resposta de hiperalgesia, mas ndo na alodinia mecénica. Corroborando nossos resultados,
Urano e colaboradores (2012) demonstraram que a dor térmica, mas ndo a dor mecanica,
induzida pela ligadura do nervo infraorbitario pode ser suprimida pela administracao
subcutanea do antagonista de TRPV1, a capsazepina, em uma dose mais elevada (Urano et
al., 2012). Em concordancia com esses achados, De Gregorio et al. (2019), utilizaram um
modelo de lesdo nervosa em ratos, observaram que o tratamento apenas com CPZ (1 mg/kg,
i.v.) ndo alterou o limiar mecanico em compara¢ao com os ratos tratados com veiculo (De
Gregorio et al., 2019).

O efeito do antagonismo do TRPV1 na dor trigeminal tem sido investigado em
diversos modelos pré-clinicos e experimentais. A injecdo do antagonista de TRPV1,
AMG9810, no Sp5c, efetivamente atenuou a hiperalgesia mecéanica apés 1o0N-CCl (Kim et
al., 2014). A eficéacia dos antagonistas do TRPV1 em modelos de dor pré-clinicos, no entanto,
varia. Alguns mostram eficacia tanto em modelos de dor inflamatéria (por exemplo, dor
artritica induzida por adjuvante completo de Freund) quanto em modelos de dor neuropética
(leséo dos nervos espinais L5 e L6 - modelo de CHUNG), enquanto outros foram eficazes
apenas em modelos de inflamacéo (Koivisto et al., 2022; Moran & Szallasi, 2018; Szallasi et
al., 2007).

A administracdo combinada de CBD e CPZ em certos estudos tem mostrado potencial
para reduzir a dor. Os mecanismos exatos subjacentes a sua interacdo e possiveis efeitos
sinérgicos ainda estdo sendo investigados e podem depender da condi¢éo especifica de dor e
do protocolo experimental.

Um estudo anterior de nosso grupo de pesquisa mostrou que em modelo de
parkinsonismo em camundongos induzido por 6-hidroxidopamina, o0 CBD exerceu efeitos
antinociceptivos. Acredita-se que esses efeitos sejam mediados pelo aumento da ligacdo da
anandamida, um endocanabinoide, aos receptores CB1 e TRPV1 (Crivelaro do Nascimento
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et al., 2020). Curiosamente, o efeito anti-nociceptivo do CBD foi aumentado quando os
receptores TRPV1 foram antagonizados com a capsazepina. O antagonismo dos receptores
TRPV1 pode potencializar os efeitos analgesicos do CBD possivelmente impedindo a
ativacdo desses receptores por outros estimulos indutores de dor.

No entanto, existem resultados contrastantes em relacdo a administragdo simultanea
de CBD e do antagonista do receptor TRPV1, a CPZ, em diferentes modelos de dor.

(Costa et al., 2007) detetaram, em um modelo de dor neuropatica em ratos, que a
administracdo de capsazepina reverteu a acao anti-hiperalgésica do CBD. Isso sugere que a
capsazepina contrapds os efeitos analgésicos do CBD nesse modelo especifico. Utilizando
um modelo de inflamagéo aguda em ratos induzida pela injecéo intraplantar de carragenina,
a co-administracdo de CPZ com CBD preveniu a resposta inflamatéria, mas ndo a dor (Costa
etal., 2004). Esses resultados aparentemente contraditorios na literatura podem ser atribuidos
a diferencas metodoldgicas entre os estudos. Fatores como o modelo de dor especifico
utilizado, dosagem, momento da administragdo de CBD e capsazepina, e 0s métodos de
avaliacdo empregados podem contribuir para variaces nos efeitos observados.

O efeito analgésico da capsazepina é atribuido a sua capacidade de reduzir as
correntes mediadas por TRPV1, que contribuem para a hiperexcitabilidade (McArthur et al.,
2019). Por outro lado, o CBD ativa os canais TRPV1, mas com rapida dessensibilizacéo,
resultando no silenciamento dos neurénios hiperativos da dor e promoc¢do da analgesia
(Anand et al., 2020).

(Jeske et al., 2006), investigaram o mecanismo pelo qual os canabinoides,
especificamente o composto WIN, age para desfosforilar e dessensibilizar a atividade do
TRPV1. A principal descoberta do estudo é que o WIN induz a desfosforilacdo do TRPV1
em neurdnios sensoriais do ganglio trigeminal, ativando o TRPAL (receptor potencial
transitério de anquirina 1), outro receptor envolvido na dor e na sinalizacdo sensorial.
Novamente, em um outro estudo utilizando analise de patch clamp conduzida em células
HEK?293 transfetadas, foi demonstrado que o CBD pode ativar e rapidamente dessensibilizar
os canais TRPV1, TRPV2 e TRPA1 de forma dose-dependente (lannotti et al., 2014). A
desfosforilagdo do TRPV1 pode resultar em uma diminuicdo em sua atividade e
responsividade. Esse processo pode levar a dessensibilizacdo do receptor, onde se torna

menos sensivel ou responsivo a estimulos ativadores. Essa dessensibilizacdo é considerada
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responsavel pelo efeito analgésico paradoxal dos agonistas do TRPV1 e pode explicar como
a ativacdo do TRP pode reduzir a hiperexcitabilidade neuronal (Wong & Gavva, 2009).

Curiosamente, o envolvimento da fosforilagdo do TRPV1 pela proteina quinase C
(PKC) no desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria tem sido estudado (Gu et al., 2018).
Pesquisas recentes utilizando edicdo de genes CriSPr/Cas9 para eliminar o local de
fosforilacdo da PKC S801 no TRPV1 demonstraram uma redugdo na dor continua associada
a inflamacgéo do muasculo masseter, sem interferir nas funcgdes fisioldgicas normais do TRPV1
(Joseph et al., 2019). Essas descobertas sugerem o potencial para desenvolver novos
antagonistas do TRPV1 que visam especificamente a forma fosforilada do TRPV1, abrindo
novas possibilidades para estratégias direcionadas de controle da dor.

Por outro lado, o potencial efeito antinociceptivo da associagdo CPZ + CBD também
pode ser explicado pela atuacdo diretamente no sistema endocanabinoide. O CBD atua como
inibidor da enzima FAAH e ativa o receptor TRPV1 através da sua inibicdo. Essa enzima é
responsavel pela quebra e degradacdo de endocanabinoides, como a anandamida (AEA). A
inibicdo da enzima evitaria essa quebra resultando no aumento de AEA, o que facilita seus
efeitos analgésicos na dor neuropatica (O’Hearn et al., 2017) (Fig.15). Uma revisdo de
Hossain e colaboradores (2020) mostrou que inibidores da FAAH apresentam efeitos
antialodinicos e antihiperalgésicos potentes em modelos de dor neuropatica em roedores
(Hossain et al., 2020). Além disso, esse trabalho também demonstrou que os inibidores duais
como (AA-5-HT) que é um composto hibrido que atua como inibidor da enzima FAAH e
antagonista do canal TRPV1, foram testados em modelos de dor neuropatica, mostrando que
0 composto AA-5-HT produziu resultados antinociceptivos melhores do que os inibidores
destes receptores que foram testados em modelos de dor neuropatica separadamente (de
Novellis et al., 2011; Hossain et al., 2020; Malek et al., 2016; Malek & Starowicz, 2016). Em
conjunto, estes dados indicam que a co-administracdo de um inibidor da FAAH e um
antagonista do receptor TRPV1 resulta em uma resposta antinociceptiva.

Para obter uma compreensdo dos mecanismos dos efeitos antinociceptivos dessa
associacao, também foi avaliada a expressdo proteica do TRPV1 em Sp5c. O Western
Blotting demonstrou que a expressdo do TRPV1 aumentou consideravelmente no grupo de
animais submetidos ao 1o0N-CCI. A associacdo de CBD e CPZ promoveu uma reducdo na

expressao da proteina TRPV1 em Sp5c.
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A capsazepina € descrita por modular a funcéo e a expressdo do TRPV1 em varios
estudos. Alguns estudos relatam que o tratamento com capsazepina pode levar a uma redugédo
nos niveis de proteina TRPV1. Kang e colaboradores (2021) mostram os efeitos do
tratamento intratecal com capsazepina na expressdo de TRPV1, por western blotting, em
medula espinhal lombar de camundongos com inflamag&o induzida por carragenina. A
expressdo de TRPV1 na medula espinhal foi significativamente maior em animais injetados
com carragenina e esta expressdo foi reduzida em animais tratados com a capsazepina (Kang
et al., 2021). Essa reducdo na expressdo da proteina TRPV1 contribui para os efeitos
analgésicos da capsazepina. Em modelo de dor neuropética induzida por quimioterdpico
também foi investigado o efeito da capsazepina intratecal sobre os niveis de TRPV1 em
medula espinal. O aumento da intensidade de sinal por imunofluorescéncia dos receptores
TRPV1 foi prevenido pela injecdo de capsazepina (Lee et al., 2021). Vale ressaltar que,
embora a capsazepina possa influenciar a expressdo do TRPV1, seu mecanismo de agdo
priméario é como um antagonista do TRPV1, inibindo a atividade dos canais TRPV1 em vez
de afetar diretamente os niveis de expressdo do TRPV1

A maioria das pesquisas sobre CBD e TRPV1, por outro lado, tem se concentrado em
suas interacgOes funcionais, em vez de mudangas na expressao do TRPV1. O CBD tem efeitos
tanto ativadores quanto inibidores na atividade do TRPV1, dependendo da concentracédo e

configuracdo experimental (lannotti, Fabio Arturo et al 2014; Silva-Cardoso et al 2021)

Fig. 15 — Desenho esquematico representando 0 mecanismo hipotético pelo qual CBD e CPZ reduzem a
resposta nociceptiva no modelo de IoN-CCI.
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Fig. 15: Representagdo da acdo antinociceptiva sinérgica da combinagdo CPZ/CBD no sistema
endocanabinoide e no receptor TRPV1 por meio dos seguintes mecanismos: 1. Blogueio do receptor TRPV1
pelo antagonista CPZ, bloqueando sua atividade e impedindo que ele responda aos estimulos que desencadeiam
a sensacdo de dor. 2. Ativacéo do receptor TRPV1 pelo CBD, levando a dessensibilizag&o do receptor apds
uma exposicdo prolongada. 3. Inibicdo da enzima FAAH pelo CBD, aumentando o nivel de AEA que é um
endocanabinoide conhecido por seu papel na regulacdo da dor, dessensibilizando também TRPV1. Elaborado
pelo proprio autor.



V1. CONCLUSAO




Como considerag0es finais acerca dos resultados deste estudo, podemos pontuar:

v

Compostos canabinoides naturais e sintéticos tém um efeito antinociceptivo
no modelo de neuralgia trigeminal (NT) em ratos, sem causar
comprometimento da coordenacdo motora.

A carbamazepina (CBZ), terapia padrdo-ouro para NT apresentou efeito
antinociceptivo acompanhado de prejuizo motor.

A dose de 30 mg/kg de CBD alivia a alodinia mecanica, enquanto as doses de
3, 10 e 30 mg/kg de PECS-101 revertem efetivamente essa resposta.
Utilizando as doses de 10 e 30 mg/kg, a CBZ atua melhorando a alodinia
mecanica.

As respostas de hiperalgesia induzidas por IoN-CClI foram atenuadas tanto
pelo CBD quanto pelo PECS-101 nas trés doses testadas, enquanto apenas as
doses de 10 e 30 mg/kg de CBZ reduzem essa resposta na segunda fase do
teste de formalina.

O tratamento com CBD e PECS-101 reduziu a expressdo da proteina TRPV1
no subndcleo caudal espinal do trigémeo caudal (SP5c).

A associacdo de Capsazepina (CPZ), um antagonista do TRPV1, com doses
subefetivas de CBD foi altamente eficaz na reducdo da alodinia mecanica e

da hiperalgesia e reduziu a expressao da proteina TRPV1 no SP5c

A dor orofacial é uma condicdo altamente incapacitante que representa desafios

significativos para a sociedade em termos sociais e econdmicos. Diante da eficicia limitada

e dos efeitos adversos significativos associados as terapias atuais, a necessidade de

tratamentos mais eficazes para a dor orofacial é de extrema importancia. Consolidar os

achados de pesquisas sobre os canais TRP em relacdo a dor orofacial pode levar a uma

compreensdo mais profunda dessa doenca debilitante e servir de base para o desenvolvimento

racional de novos medicamentos analgésicos. Mais estudos pre-clinicos, incluindo avaliagdo

de outras respostas hipernociceptivas, sdo necessarios para entender melhor os beneficios e

riscos potenciais dessa terapia combinada. Além disso, ensaios clinicos envolvendo seres

humanos seriam necessarios para avaliar sua eficAcia em um contexto translacional.
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