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RESUMO

Silva-Cardoso. G.K.R. Canabidiol em modelo pré-clinico de dor neuropatica:
uma avaliacdo dos aspectos sensoriais, emocionais e inflamatorios relacionados
com a modulacdo da sensibilidade dolorosa 2022. 181 f. Tese
(Doutorado). Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras
de Ribeirdo Preto, 2022.

Na populacdo geral a incidéncia de dor crénica é de 6% a 8%, e afeta a
qualidade de vida do paciente. O canabidiol (CBD) é considerado uma estratégia
promissora para 0 tratamento da dor neuropatica. Nosso objetivo foi avaliar o
tratamento sistémico com CBD (3 dias) em ratos submetidos a constricdo do nervo
ciatico (CCI), em testes nociceptivos - von Frey, acetona e placa quente - (TN), teste de
campo aberto (TCA), teste de rotarod, e de preferéncia de lugar condicionada (CPP), e a
possivel modulacdo do efeito do CBD na expressdo dos receptores CB1 e TRPV1, além
da proteina FosB, NeuN, marcadores inflamatérios IBA-1 e GFAP e as interleucinas IL-
1B, IL-6 e IL-10. Foram utilizados 140 ratos Wistar (220 g, CEUA-USP:
208.1.103.58.5) submetidos a dois diferentes protocolos. Protocolo I: foi realizado a
linha de base dos TN seguido de procedimento cirargico (CCI ou SHAM) no dia zero, 0
desenvolvimento de neuropatia foi acompanhado por trés semanas (i-von Frey, ii-placa
quente e iii - acetona). O teste do TCA fol realizado no 23° dia e o teste final de TN no
24° dia com 1 h de tratamento, e em seguida foi realizado o procedimento de perfuséo.
Com material encefalico, foi realizado a imunofluorescéncia para receptores CB1 e
TRPV1 nas regides do cortex cingulado anterior (ACC), cértex insular (AIC), complexo
basolateral da amigdala (BLA) e hipocampo dorsal (HD) e ventral (HV). Protocolo II:
foi realizado a linha de base dos TN e o treinamento de rotarod, seguido do
procedimento cirtrgico no dia zero, o desenvolvimento de neuropatia foi acompanhado
por trés semanas pelos TN (i-von Frey, ii-placa quente e iii-acetona). O teste do rotarod
foi realizado no 18° dia apds a leséo e em seguida foi realizado a linha de base do CPP.
Lidocaina (i.m. pata lesionada) foi usada como controle positivo e pareado no contexto
de maior permanéncia na linha de base e o CBD (i.p.) foi usado no contexto menos

preferido pelo animal na linha de base. O teste de TCA foi realizado no 23° dia apds 4



horas do tratamento. No 25° dia (24 horas apés o ultimo condicionamento), os ratos
foram expostos ao teste CPP sem aplicacdo da droga para o teste. E foi realizado a
imunofluorescéncia para NeuN, IBA-1 e GFAP nas regides do ACC, BLA e HD. Além
disso, a imuno-histoquimica foi realizada para marcar a expressdo da proteina FosB, as
regides ACC, BLA e HD. Foi utilizado o teste ANOVA de dois fatores, seguido do teste
de Tukey, P < 0,05. Nos resultados do Protocolo I: O tratamento com CBD por trés dias
em diferentes doses (0,3, 3, 10 e 30 mg/kg i.p.) mostrou efeito antialodinico em ratos
CCI nos trés testes de TN, bem como efeito ansiolitico no TCA. Ademais o CBD
potencializou o aumento na expressdo de receptores CB1 em regides do circuito
corticolimbico, e a cirurgia de CCI promoveu aumento de receptores TRPV1 nos
animais e o tratamento com CBD potencializou este aumento de receptores. No
protocolo IlI: os resultados demonstraram que o tratamento com CBD promoveu
reversdo do CCP nos animais CClI, além do efeito ansiolitico no TCA. Ademais houve
aumento da expresséo de IBA- 1, de GFAP e FosB+ nos animais CCIl. Enquanto a
expressdo NeuN reduziu nestes animais. O tratamento com CBD 3 mg/kg foi capaz de
normalizar estes resultados quando comparados aos animais controle. Podemos
concluir, que o tratamento com CBD 3 mg/kg aumentou a expressao dos receptores
CB1 e TRPV1 e aumentou a expressdo IBA-1 e GFAP nas regibes estudadas
demonstrando que os efeitos do CBD estdo ligados a marcadores inflamatérios, e pela
participacdo do TRPV1 na modulacdo dos efeitos do CBD na dor crénica. Além disso, o
tratamento com CBD reverteu a marcacdo cronica da ativacdo neuronal e aumentou a
expressdo de NeuN nas regides que a cirurgia de CCI promoveu reducgéo da densidade
neuronal. Por fim observamos que o CBD modula a averséo a dor e induz efeitos do
tipo ansiolitico nos animais, resultados estes que sdo promissores, quando lembramos da
relacdo entre dor crénica e comorbidades. Os resultados observados neste estudo podem
explicar os efeitos da modulacéo do CBD nas &reas envolvidas de regulagdo emocional
e na percepc¢éo da dor cronica.

Palavras chaves: Aversdo a Dor, Canabidiol, Dor crénica, CB1 e TRPV1, marcadores

inflamatdrios, proteina FosB,



ABSTRACT

Silva-Cardoso. G.K.R. Cannabidiol in a preclinical model of neuropathic pain: an
assessment of sensory, emotional and inflammatory aspects related to the
modulation of pain sensitivity 2022. 185 f. Thesis (Doctorate). University of S&o
Paulo, Faculty of Philosophy, Sciences and Letters of Ribeirdo Preto, 2022.

In the general population, chronic pain is 6% to 8% and affects the patient's
quality of life. Cannabidiol (CBD) is considered a promising strategy for treating
neuropathic pain. Our objective was to evaluate the systemic treatment with CBD (3
days) in rats submitted to sciatic nerve constriction (CCI), in nociceptive tests - von
Frey, acetone and hot plate - (NT), open field test (OFT), the test of rotarod, and
conditioned place preference (CPP), and the possible modulation of the effect of CBD
on the expression of CB1 and TRPV1 receptors, in addition to the protein FosB, NeuN,
inflammatory markers IBA-1 and GFAP and the interleukins IL-1p, IL-6 and 1L-10. 140
Wistar rats (220 g) were used, CEUA-USP: 208.1.103.58.5. The animals were
submitted to two different protocols: Protocol I: the baseline of the NT was performed
followed by a surgical procedure (CCl or SHAM) on day zero, the development of
neuropathy was followed for three weeks (i-von Frey, ii-hot plate and iii - acetone). The
TCA tests were performed on the 23rd day and the final NT test on the 24th day with 1
hour of treatment, followed by the perfusion procedure. And immunofluorescence was
performed for CB1 and TRPV1 receptors in the regions of the anterior cingulate cortex
(ACC), insular cortex (AIC), basolateral amygdala complex (BLA), and dorsal (HD)
and ventral (HV) hippocampus. Protocol II: NT baseline and rotarod training were
performed, followed by the surgical procedure on day zero, and neuropathy
development was followed for three weeks by NT (i-von Frey, ii-hot plate, and iii-
acetone ). The rotarod test was performed on the 18th day after the injury, and then the
CPP baseline was conducted. Lidocaine (i.m. injured paw) was used as a positive and
matched control in the context of longer permanence at baseline, and CBD (i.p.) was
used in the context less preferred by the animal at baseline. The OFT test was performed
on the 23rd day after 4 hours of treatment. On the 25th day (24 hours after the last

conditioning), the rats were exposed to the CPP test without application of the drug for



the test. And immunofluorescence was performed for NeuN, IBA-1, and GFAP in the
ACC, BLA, and HD regions. In addition, immunohistochemistry was performed to label
the expression of the FosB protein, the ACC, BLA, and HD regions. The two-way
ANOVA test was used, followed by the Tukey test, P < 0.05. The results of Protocol I:
Treatment with CBD for three days at different doses (0.3, 3, 10, and 30 mg/kg ip.)
showed an antiallodynic effect in CClI rats in the three NT tests, as well as an anxiolytic
effect in the TCA. In addition, CBD potentiated the increase in the expression of CB1
receptors in regions of the corticolimbic circuit, and the CCI surgery promoted an
increase in TRPV1 receptors in the animals, and the treatment with CBD potentiated
this increase in receptors. In protocol II: The results showed that the treatment with
CBD promoted reversal of PCC in CCI animals and the anxiolytic effect on OFT.
Furthermore, there was an increase in the expression of IBA-1, GFAP, and FosB+ in
CCI animals. In contrast, NeuN expression was reduced in these animals. Treatment
with CBD 3 mg/kg was able to normalize these results compared to control animals. We
can conclude that treatment with CBD 3 mg/kg increased the expression of CB1 and
TRPV1 receptors and increased IBA-1 and GFAP expression in the regions studied,
demonstrating that the effects of CBD are linked to inflammatory markers and the
participation of TRPV1 in the modulation of the effects of CBD on chronic pain. In
addition, CBD treatment reversed the chronic labeling of neuronal activation and
increased NeuN expression in regions where CCI surgery reduced neuronal density.
Finally, we observed that CBD modulates pain aversion and induces anxiolytic-like
effects in animals, promising results when we remember the relationship between
chronic pain and comorbidities. These results observed in this study may explain the
effects of CBD modulation in the areas of emotional modulation and perception of
chronic pain.

Keywords: Cannabidiol, Chronic Pain, CB1 and TRPV1, inflammatory markers, Pain
Aversion, Receptors, FosB protein.






Lista de Abreviaturas

5-HT1A — receptor serotoninérgico do tipo 1A
ACC - anterior cortex cingulado

AIC - cortex insular agranular

AMG - amigdala

ANOVA - analise de variancia

AO - osteoartrite

AP-1 - proteina ativadora 1

BDNF - fator neurotréfico derivado do encefalo
BLA - complexo basolateral da amigdala
CAL —regido 1 do corno de Amon

CA3 - regido 3 do corno de Amon

CB1- receptor canabindides tipo 1

CB2 — receptor canabinoides tipo 2

CBC - canabicromeno

CBCA - 4cido canabicromeno

CBD - canabidiol

CBDA - 4cido canabididlico

CBDV - cannabidivarina

CBG - cannabigerol

CBGA - &cido canabigerolico

CBL - canabiciclol

CBN - canabinol

CCI - constricdo cronica do nervo ciatico
CFA - adjuvante Completo de Freund
CIPN - neuropatia periférica induzida por quimioterapia
CPP - preferéncia condicionado ao lugar
EM - esclerose multipla

FosB — proteina proto-oncogene

GABA - 4cido gama-aminobutirico

GFAP - proteina acida fibrilar glial

GPCR - receptores acoplados a proteinas G

GrDG - camada granular do giro denteado



HD - hipocampo dorsal

HV — hipocampo ventral

I.c.v — intracerebroventricular

I.m. - intramuscular

I.p. — intraperitoneal

I.p.l. — intraplantar

IASP - Associagao Internacional para o Estudo da Dor
IBA-1 - proteina de ligacao ao calcio especifica da microglia
IL-10 - interleucina 10

IL-1B - interleucina 1 beta

IL-6 - interleucina 6

IOD - Densidade Optica Integrada

MIA - monoiodoacetato de sddio

MOG - peptideo glicoproteico oligodendrdcitos de mielina
NeuN - proteina nuclear neuronal

NF-xB - nuclear fator kB

NMDA - receptor de N-metil-DA aspartato

PB — Nucleo Parabraquial

PPARY - receptores ativadores da proliferacdo de peroxissomos do tipo gama.
pSNI - ligadura parcial do nervo ciatico

pSNL - lesdo poupada do nervo

sc. — subcutaneo

SCI - Spinal Cord Injury Model

SHAM - grupo controle falsamente operado

SNL - ligadura do nervo espinhal

STZ - estreptozotocina

TCA — teste de campo aberto

TCE - lesdo cerebral leve

THC - tetrahidrocanabinol

THCA - &cido tetrahidrocanabindlico

TN - testes de nocicepcgéo

TRVP1- receptor transitorio endovanildide tipo 1

VEI - veiculo



Lista de Figuras

Figura 1. Esquema simplificado da Via ascendente da Dor e da Modulagéo

descendente da Dor.

Figura 2. Esquema simplificado da biossintese do Canabidiol e outros
fitocanabinoides derivados da Cannabis Sativa. Abreviaturas: CBGA - &cido
canabigerdlico; CBDA - &cido canabidiolico; CBCA - &acido canabicromeno;
CBG - Cannabigerol; CBD - canabidiol; CBC - canabicromeno; CBL -
canabiciclol; CBDV - Cannabidivarina; THCA - acido tetrahidrocanabindlico;
THC - tetrahidrocanabinol; CBN — canabinol.

Figura 3. Modelos experimentais de dor neuropatica em ratos. A ilustracdo esta
baseada em danos mecénicos as estruturas nervosas periféricas sendo: (1)
Transeccdo do nervo ciatico (Wall et al., 1979). (2) Lesdo por constri¢ao
crbnica (Bennett e Xie, 1988). (3) Ligadura parcial do nervo ciatico (Seltzer et
al., 1990). (4) Modelo de lesdo do nervo poupada (Decosterd e Woolf, 2000).
(5) Ligadura dos nervos espinais L5/L6 (Kim e Chung, 1992). (6) Constricéo
da raiz dorsal (Tabo et al., 1999). (7) Rizotomia dorsal (Lombard et al.,
1979). (8) Rizotomia Ventral (Li et al., 2002). Adaptado de (Klusakova e
Dubovy, 2009)

Figura 4. Testes experimentais de avaliacdo da nocicepcdo na dor neuropética
em ratos e testes comportamentais de ansiedade, locomocdo e comportamento

emocional.

Figura 5. Esquema simplificado de alvos moleculares de CBD na dor cronica.
1- Como ativador de receptores endocanabinodides, o CBD pode modular o
receptor GABA; 2 e 3 - Como mostrado, o CBD influéncia os receptores de
endocanabinoides pré-sinapticos (CB1, CB2) e melhora a atividade pds-
sindptica do GABA. Abreviaturas: GABA - Acido gama-aminobutirico; CBD -
Canabidiol; CB1- receceptor canabinoide tipo 1; CB2 — receptor canabinoide

tipo 2; TRVP1- receptor transitério endovanildide tipo 1; 5-HT1A — receptor
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serotoninergico do tipo 1A; PPARY-. receptores ativadores da proliferacdo de

peroxissomos do tipo gama.

Figura 6. Desenho experimental. Os animais foram submetidos mensuragéo
das linhas de base TN (Acetona, von Frey e Placa quente). Em seguida, os
animais foram submetidos a cirurgia CCl ou SHAM. TN foram realizadas 6, 12
e 18 dias apds a cirurgia. O TCA foi realizado no 23° dia 1 hora apds o
tratamento. A sessdo de teste foi realizada no 24° dia. O tecido foi coletado para
imuno-histoquimica. Abreviaturas: TN - teste de nocicep¢do, CCI - lesdo por
constri¢do crbnica, VEI - veiculo, CBD - canabidiol, TCA — teste de campo
aberto, BLA - complexo basolateral da amigdala, CA1 - regido 1 do corno de
Amon, ACC - anterior cortex cingulado, AIC - cortex insular agranular; GrDG

- camada granular do giro denteado, CA3 - regido 3 do corno de Amon.

Figura 7. O tratamento subcronico CBD reverteu o limiar de retirada mecanica,
reduz a alodinia térmica e hiperalgesia induzida pelo CCI. Sensibilidade
mecanica avaliada pelo teste de von Frey (A), e sensibilidade térmica avaliada
nos testes de acetona (C) e placa quente (E). Os limiares mecanicos ou térmicos
foram avaliados na linha de base (Basal), apdés CCl ou SHAM, dias 6, 12 e 18,
e apos o tratamento com CBD (nas doses 0,3, 3, 10 e 30 mg/kg/dia, ip, por trés
dias, a partir do 22° dia experimental) ou VEI no dia 24. (B, D e F) representam
as analises complementares sobre o A da porcentagem de recuperagcdo nos
testes de von Frey, acetona e placa quente. *P < 0,05 teste de Tukey comparado
ao grupo CCI-VEI; #P < 0,05 O teste de Tukey comparou o CCI-CBD 3 com
outros grupos de CCI-CBD; & P < 0,05 teste de Tukey comparado com sua
respectiva linha de base. Os dados representam médias + erros padrdo. N = 6
para cada grupo experimental. A representa o limiar no 24° - o limiar no
18%limiar basal. Abreviaturas: TN: testes nociceptivos; TCA: teste de campo

aberto.

Figura 8. Tratamento subcronico com CBD preveniu o comportamento
ansiogénico induzido pelo CCI, avaliada no TCA. O as medidas analisadas

foram porcentagem (%) de tempo gasto no centro (A), o numero total de
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cruzamentos (B), tempo (s) de congelamento (C), auto-limpeza, (D), ou
comportamento de elevacdo (E). O TCA foi realizado durante 5 min, 23 dias
apos lesdo de CCl ou SHAM e ap6s dois dias de tratamento com CBD (nas
doses 0,3, 3, 10 e 30 mg/kg/dia, i.p., a partir do 22° dia experimental) ou VEI.
*P < 0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI; #P < 0,05 teste de Tukey em
comparacdo com SHAM-VEI ou CCI-VEI. & P < 0,05 teste T-Student
comparado ao SHAM-VEI. Os dados representam médias + erros padrdo. N =

6-8 para cada experimental

Figura 9. Fotomicrografias representativas mostram areas analisadas do cortex
cingulado anterior (ACC, A e D), cortex insular agranular (AIC, A e D) e
complexo basolateral da amigdala (BLA, B e E), e CA1, CA3 e giro dentado do
hipocampo dorsal (B e E) e ventral (C e F) corados para o receptor
endocanabindide 1 (CB1, AC, verde) ou receptor endovanildide 1 (TRPV1, DF,

vermelho). Barras de escala = 1mm.

Figura 10. (A) Coloracdo de imunofluorescéncia para o0 receptor
endocanabindide 1 (CB1R, verde) no ACC, AIC e BLA no 24° dia
experimental. (B) CB1R é mais expresso apés tratamento subcronico (trés dias,
comecando no 22° dia experimental) com CBD (3 mg/kg, i.p.) em ratos com
dor cronica induzida por CCl ou SHAM, quando comparados aos grupos
tratados com VEI. *P < 0,05 teste de Tukey em comparagdo com SHAM-VEI
ou CCI-VEI. #P < 0,05 em comparagdo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD. N =
6 por grupo. Barras de escala =200 pum.

Figura 11. (A) Coloragdo de imunofluorescéncia para 0 receptor
endocanabinoide 1 (CB1R, verde) nas regides CAl, CA3 e GrDG do HD no
24° dia experimental. (B) CB1 tem uma expressao aumentada apds tratamento
subcrénico (trés dias, iniciando no 21° dia experimental) com CBD (3 mg/kg)
em ratos com dor crénica induzida por CCl ou SHAM, quando comparados
com grupos tratados com VELI. * P < 0,05 teste de Tukey comparado ao SHAM-
VEI ou CCI-VEI # P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou SHAM-
CBD. N = 6 por grupo. Barras de escala = 200 pm.
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Figura 12. (A) Coloracdo de imunofluorescéncia para o0 receptor
endocanabindide 1 (CBL1R, verde) nas regides CAl, CA3 e GrDG do HV no
24° dia experimental. (B) CB1 tem uma expressao aumentada apds tratamento
subcrénico (trés dias, iniciando no 21° dia experimental) com CBD (3 mg/kg)
em ratos com dor cronica induzida por CCI ou SHAM, quando comparados aos
grupos tratados com VEI. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao SHAM-VEI
ou CCI-VEL. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD. N =

6 por grupo. Barras de escala =200 pum.

Figura 13. (A) Coloracdo de imunofluorescéncia para o receptor endovaniléide
1 (TRPVI1R, vermelho) no ACC, AIC e BLA no 24° dia experimental. (B) O
tratamento subcrénico (trés dias, a partir do 22° dia experimental) com CBD (3
mg/kg, ip) e a dor cronica induzida por CCl promoveram aumento da a
expressdo do receptor TRPV1, quando comparado ao tratamento com VEI e
SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey em comparacdo com SHAM-VEI ou CCI-
VEI. #P < 0,05 em comparacdéo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD. N = 6 por
grupo. Barras de escala = 200 pum.

Figura 14. (A) Coloracdo de imunofluorescéncia para o receptor endovaniléide
1 (TRPVI1R, vermelho) nas regibes CAl, CA3 e GrDG do HD no 24° dia
experimental. (B) O tratamento subcrénico (trés dias, a partir do 21° dia
experimental) com CBD (3 mg/kg) e a dor cronica induzida por CCI
promoveram aumento do TRPV1 expressdo do receptor, quando comparado ao
tratamento com VEI e animais SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao
SHAM-VEI ou CCI-VEI. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou
SHAM-CBD. N = 6 por grupo. Barras de escala = 200 pm.

Figura 15. (A) Coloragdo de imunofluorescéncia para o receptor endovanildide
1 (TRPVI1R, vermelho) nas regides CAl, CA3 e GrDG do HV no 24° dia
experimental. (B) O tratamento subcrénico (trés dias, a partir do 21° dia
experimental) com CBD (3 mg/kg) e a dor cronica induzida por CCI

promoveram aumento do receptor TRPV1 expressdo, quando comparado ao
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tratamento com VEI e SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao SHAM-
VEI ou CCI-VEI. #P < 0,05 em compara¢cdo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD.
N = 6 por grupo. Barras de escala = 200 pum.

Figura 16. Desenho experimental. Os animais foram submetidos a sessdes de
treinamento de rotarod e mensuracédo das linhas de base TN (Acetona, von Frey
e placa quente). Em seguida, os animais foram submetidos a cirurgia CCI ou
SHAM. TN foram realizadas 6, 12 e 18 dias ap0s a cirurgia. No 18° dia, foi
realizado o teste do rotarod e a sesséo de linha de base do CPP. O TCA foi
realizado no 23° dia 4 horas apés o tratamento com CBD ou VEI. Os animais
foram condicionados no CPP entre os dias 22 e 24, e a sessdo de teste foi
realizada no dia 25. O tecido foi coletado para imuno-histoquimica e para
imunoensaios enzimaticos. Abreviaturas: TN - teste de nocicepc¢do, CPP - lugar
de preferéncia condicionado, CCI - lesdo por constri¢do cronica, VEI - veiculo,
CBD - canabidiol, TCA - campo aberto, BLA - complexo basolateral da
amigdala, CAL - regido 1 do corno de Amon, ACC - anterior cértex cingulado,
GrDG - camada granular do giro denteado, AMG - amigdala, HD - hipocampo
dorsal.

Figura 17. Avaliacdo do limiar de retirada mecanica, alodinia térmica e
hiperalgesia induzida por CCI. Sensibilidade mecénica avaliada pelo teste de
von Frey (A), e sensibilidade térmica avaliada pelos testes de acetona (B) e
placa quente. (C) Limiares mecénicos ou térmicos foram avaliados na linha de
base, e apos a cirurgia CCl ou SHAM (dias 6, 12 e 18). Os dados representam
médias * erros padrdo. &P < 0,05 Teste de Tukey contra sua respectiva linha de

base. N = 7 para cada grupo experimental.

Figura 18. (A) Laténcia de tempo que 0s animais permaneceram na haste nas
sessdes de treinamento em trés diferentes velocidades de rotacdo (4, 10 e 40
rpm). (B) Tempo de permanéncia do teste na faixa de velocidades de rotagdo da
haste com aceleracdo suave de 0 a 40-rpm em no dia do teste composto por 2
sessOes de 2 minutos e 30 segundos com intervalo de 3 minutos entre cada

sessdo. Os dados representam médias + erros padrdo. N = 14 para cada grupo
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experimental.

Figura 19. O tratamento subcrénico com CBD reverteu o local preferido dos 98

animais com dor crénica induzida por CCI avaliada no teste de aversdo a dor.
(A) A de preferéncia do teste CPP. (B) laténcia a primeira entrada no
compartimento condicionado com seu respectivo tratamento. ****P < 0,0001
teste de Tukey comparado ao CCI-VEI; *P = 0,0328 teste de Tukey comparado
ao CCI-VEI; #P < 0,001 Teste de Tukey comparou CCI - VEI com SHAM -
VEI. Os dados representam a média + erros padrdo. N = 7/grupo. Abreviatura:
A representa o limiar no teste — a linha de base, CPP — preferéncia condicionada
aversdao a dor, CCl — lesdo por constricdo cronica, VEI — Veiculo, CBD -

canabidiol.

Figura 20. O CBD induziu efeitos ansioliticos em ratos CCI no TCA. (A) % de
tempo gasto no centro, (B) nimero total de cruzamentos, (C) Frequéncia de
elevacdes, (D) Tempo de elevacao, (E) Frequéncia de auto-limpeza, (F) Tempo
de auto-limpeza, (G) Frequéncia de congelamento, (H) Tempo de
congelamento. O TCA foi realizado por 5 minutos, 23 dias apos a cirurgia CCl
ou SHAM, 4 h apds o segundo tratamento com VEI ou CBD (0,3, 3, 10
mg/kg/dia, ip.). Os dados representam a media + erros padrdo. *P < 0,05 teste
de Tukey comparado ao CCI-VEI ou CCI-CBD. # P < 0,05 em comparacao
com SHAM-VEI ou CCI-VELI. N = 7/grupo.

Figura 21. Efeitos do CBD na hiperatividade neuronal cronica. (A)
Imunocoloragdo para neurdnios FosB+, representados por pontos escuros, no
ACC, BLA, GrDG e CA1l do HD, onde foi observado aumento de células
FosB+ nos animais CCI. (B, C, D, E) O tratamento subcronico (trés dias a partir
do 22° dia experimental) com CBD 3 mg/kg reduziu o nimero de neurbnios
FosB+ observados em animais CCI quando comparados ao tratamento CCI-VEI
e grupos SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou CCI-
CBD. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou CCI-CBD. N = 6/grupo

Barras de escala =200 pm.
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Figura 22. Imunofluorescéncia para neurdnios NeuN+. (A) Imagens
representativas de neurdnios NeuN + (vermelho) e a coloracdo nuclear DAPI
(azul) no ACC, BLA, GrDG e CA1l do HD. (B) O tratamento subcrénico (3 dias
a partir do 21° dia experimental) com canabidiol (CBD, 3 mg/kg) aumentou a
densidade neuronal em animais CCl em comparacao ao tratamento com VEI e
SHAM. (C e E) O modelo CCI reduziu a densidade neuronal (neurdnios
NeuN+) e o tratamento com CBD recuperou essa alteracdo quando comparado
ao SHAM-VEI. (D) O modelo CCI e o tratamento com CBD nao produziram
diferencas significativas. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou
CCI-CBD. #P < 0,05 em comparagdo com SHAM-VEI ou CCI-VEI. As setas
brancas indicam exemplos de neurdnios que foram considerados para analise. N
= 6/grupo. Barras de escala de ACC e BLA = 50 um; GrDG = 200 um e CAl =
100 pm.

Figura 23. Imunofluorescéncia para GFAP. (A) Imagens representativas da
expressdao de GFAP (vermelho) no ACC, BLA, CAl e GrDG do HD,
demonstram aumento da expressao de GFAP nos animais CCI (B,CDeE) O
tratamento subcronico (3 dias a partir do 22° dia experimental) com CBD (3
mg/kg) reduziu a expressdo de GFAP em animais CCl em comparagdo ao
tratamento com VEI e grupos SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao
CCI-VEI ou CCI-CBD. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou CCI-
VEI. N = 4-6/grupo. Barras de escala do ACC= 100 um; BLA, GrDG e CAl=
50 pm.

Figura 24. Coloracdo de imunofluorescéncia para expressao de IBA-1. (A)
Imagens representativas da expressdo de IBA-1 (vermelho) no ACC, BLA e
CAl e GrDG do HD, demonstram aumento da expresséo de IBA-1 em animais
CClL. (B, C e E) O tratamento subcronico (trés dias a partir do 21° dia
experimental) com canabidiol (CBD, 3 mg/kg) reduziu a expressao de IBA-1
que foi observada em animais CCI em comparagéo ao tratamento com CBD. *P
< 0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou CCI-CBD. #P < 0,05 em
comparagdo com SHAM-VEI ou CCI-VEI. N = 4-6/grupo. Barras de escala do
ACC= 100 um; BLA, GrDG e CA1= 50 um.
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Figura 25. Avaliagéo das citocinas IL-1p, IL-6 e 1L-10 no HD e AMG. (A, E)
Esquemas representativos das estruturas centrais analisadas. (B, C) Avaliagao
das citocinas IL-1p e IL-6 no AMG,; o tratamento com CBD 3 mg/kg reduziu os
niveis de citocinas em comparacdo com o controle CCI-VEI. (D) Avaliacdo da
citocina 1L-10 no AMG; O tratamento com CBD 3 mg/kg aumentou 0s niveis
de citocinas em comparagdo com o controle CCI-VEI. (F, G) Avaliagdo das
citocinas 1L-1B e IL-6 no HD; O tratamento com CBD 3 mg/kg reduziu os
niveis de citocinas em comparacdo com o controle CCI-VEI. (H) medicédo de
1L-10 no HD; O tratamento com CBD 3 mg/kg aumentou os niveis de citocinas
em comparagdo com o controle CCI-VEI. *P < 0,05 teste de Tukey comparado
ao CCI-VEI ou CCI-CBD. #P < 0,05 em relagdo ao SHAM-VEI ou CCI-VEL.
N = 5-6/grupo.

Figura 26. Avalicdo das citocinas IL-1p, IL-6 e IL-10. (A, B) Dados da analise
de 1L-1B da AMG, respectivamente direita e esquerda, onde o tratamento com
CBD 3 mg/kg reduziu os niveis de citocinas em comparacdo com o controle
CCI-VEL. (C, D) Dados da anélise de 1L-6 da AMG, respectivamente direita e
esquerda, onde o tratamento com CBD 3 mg/kg reduziu os niveis de citocinas
comparado ao controle CCI-VEI em AMG direita. (E, F) Dados da andlise 1L-
10 da AMG, respectivamente direita e esquerda, onde o tratamento com CBD 3
mg/kg aumentou os niveis de citocinas em comparagdo com o controle CCI-
VEI. (G, H) Dados da analise de 1L-1B do HD, respectivamente direito e
esquerdo, onde o tratamento com CBD 3 mg/kg reduziu os niveis de citocinas
em comparacao com o controle CCI-VEI no HD. (I, J) Dados da anélise de 1L-
6 do HD, respectivamente direito e esquerdo, onde o tratamento com CBD 3
mg/kg reduziu os niveis de citocinas em comparac¢do com o controle CCI-VEI
no HD direito. (K, L) Dados da analise 1L-10 do HD, respectivamente direito e
esquerdo, onde o tratamento com CBD 3 mg/kg aumentou o0s niveis de
citocinas em comparagdo com o controle CCI-VEI no HD esquerdo. *P < 0,05
teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou CCI-CBD. #P < 0,05 em relacéo ao
SHAM-VEI ou CCI-VEI. N =5 - 6 por grupo.
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“Se enxerguei mais longe, foi porque me apoiei sobre os ombros de gigantes”.

Isaac Newton



Pagina |24

Introducdo

1. Viaascendente da dor e a modulacdo descendente da dor

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define dor como "uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ao dano tecidual real ou
potencial, ou descrita em termos de tais danos™ (Scholz et al., 2019). Esta classificagdo
afirma que a dor é subjetiva e a0 mesmo tempo, é desagradavel e, portanto, também
uma experiéncia emocional.

Com relacdo aos mecanismos fisiologicos de percepcdo da dor, esta
sensibilidade somatovisceral é percebida na periferia por meio de receptores
especializados (0s nociceptores), 0s quais por meio de vias ascendentes transmitem os
sinais nociceptivos até areas do sistema nervoso central, responsaveis pelo
processamento e modulacdo deste estimulo. De forma resumida, os estimulos
nociceptivos sdo transduzidos pelos nociceptores (receptores de alto limiar, para
estimulos mecanicos, térmicos ou polimodais — englobam estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos), e conduzidos por fibras de pequeno calibre mielinizadas (A delta)
ou desmielinizadas (fibras C). As fibras A-delta conduzem sensacdes dolorosas agudas
imediatas e bem localizadas, enquanto as fibras C, de conducdo mais lenta, estdo
associadas com a dor mais tardia e difusa (Brandao, 2001). As vias ascendentes
nociceptivas sdo constituidas por numerosos tratos (espinotalamico, espinorreticular,
espinomesencefalico, via pés-sinaptica da coluna dorsal, espinocervical, sistema
trigeminal e sistema proprioespinal). O trato espinotaldmico é considerado como a
principal via ascendente (Millan, 1999), o qual se localiza anterolateralmente na
substancia branca da medula espinal e projeta as suas fibras para o talamo, formacéo
reticular, nucleo magno do rafe e substadncia cinzenta periaquedutal. O trato
espinotalamico, pode dividir-se em (i) trato ascendente lateral (neoespinotalamico),
sendo este responsavel pelos aspetos discriminativos da dor e (ii) trato ascendente
medial (paleoespinotalamico), associado aos aspectos autondmicos e emocionais
desagradaveis da dor. Algumas fibras espinotalamicas projetam-se na substancia
cinzenta periaquedutal constituindo importante ligacdo entre as vias ascendentes e
descendentes (Millan et al., 1999).

A sensibilidade dolorosa possui como caracteristica Unica, vias descendentes

associadas a modulacdo dos estimulos nociceptivos. O primeiro mecanismo de
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modulacéo da dor ocorre ao longo da entrada das fibras nociceptivas no corno posterior
da medula espinal (inibicdo segmentar), mecanismo este que conta com a participagdo
de fibras mielinizadas grossas responsaveis pela percepcao de estimulos mecénicos nao
nociceptivos (Branddo, 2001). Particularmente, os neurdnios de segunda ordem
localizados na medula espinal, recebem sinapses de interneurdnios adjacentes ativados
por fibras grossas que conduzem sensacOes ndo dolorosas. Estes influxos quando
prevalecem sobre o influxo nociceptivo inibem a transmissdo sinaptica constituindo
uma forma de controle da dor. Este mecanismo ¢ conhecido como “teoria da comporta

espinal”, tendo sido descrito no inicio da década de 70 (Millan et al., 1999).

Cortex somatossensorial

Talamo

Locus coeruleus

Substancia Cinzenta Trato espinomesencefalico

Periaquedutal

trato espinorreticular

—— Modulagédo descendente da Dor

- \/ia ascendente da Dor

Ganglio espinal

estimulo nociceptivo
Sistema anterolateral
Trato espinotalamico

Convergéncia dos aferentes nociceptivos e modulacio descendente no corno da medula espinal

Figura 1. Esquema simplificado da Via ascendente da Dor e da Modulagéo descendente da Dor.

Fonte: Autoria propria.

Com relacdo as vias de modulacdo descendente, estas tém origem em nucleos

encefalicos (substancia cinzenta periaquedutal, ndcleo magno da rafe e formacgéo
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reticular adjacente), as quais se projetam para o bulbo e para a medula espinal, podendo
ser ativados em diversas circunstancias tais como o estresse, as doengas cronicas
sistémicas, o comportamento cognitivo ou mesmo pela propria dor (Brand&o, 2001).
Estruturas como a amigdala ou o cortex limbico, também participam na modulacdo
descendente inibitoria (Millan, 2002). Os mecanismos envolvidos na modulacdo
nociceptiva sdo complexos, incluindo diferentes estruturas ao longo do eixo encefalico e
com participagdo de diversos sistemas de neurotransmissores, entre eles, opioidérgico,
serotonérgico, gabaérgico, adrenérgico e colinérgico (Millan, 2002).

A sensibilidade dolorosa é classificada em duas grandes categorias: dor
fisiologica e patolégica. A dor fisioldgica (ou aguda) € um sinal de alerta precoce
essencial que, geralmente, inicia um reflexo de retirada e, desse modo, aumenta as
chances de sobrevivéncia, protegendo o organismo de maiores lesdes. Em contraste, a
dor patologica (persistente ou cronica, por exemplo, a dor neuropética) é resultado do
processamento inadequado do sistema nervoso (Woolf et al., 2004).

Considerando em particular a dor neuropética, estda se desenvolve como
consequéncia de uma lesdo ou doenca que acomete as vias somatossensiveis no sistema
nervoso periférico ou central, e pode acompanhar muitas doencas sistémicas (por
exemplo, neuropatia diabética periférica, radiculopatia, lesdo medular, acidente vascular
cerebral e esclerose multipla) (Max, 2002). Na populacdo global a incidéncia da dor
neuropatica é de 6% a 8% e seu impacto na qualidade de vida, humor e sono excede o
fardo de sua patologia causal (Magrinelli et al., 2013). Uma caracteristica peculiar da
dor neuropatica é a coexisténcia de sintomas e sinais negativos e positivos, refletindo
perda e ganho de fungdo do sistema somatossensorial, respectivamente. Os sintomas
principais da dor neuropética incluem caracteristica lancinante, em tiro ou queimacao
espontéanea, hiperalgesia e/ou alodinia (Baron, 2006; Baron et al., 2010).

A dor neuropética tem sido considerada um problema clinico de dificil manejo
devido a falta de padrédo ouro de diagnostico e da resposta insatisfatoria ao tratamento
(Magrinelli et al., 2013). Além disso a dor crbnica é frequentemente associada ao
dominio somatossensorial, mas essa conceituacdo € problematica porque,
diferentemente da maioria das outras sensacdes que geralmente sdo afetivamente
neutras, a dor tem seus componentes aversivos. Sob esse estado aversivo, a resposta
comportamental a dor geralmente envolve uma motivagdo para buscar alivio da dor e o
retorno ao equilibrio homeostatico € uma recompensa (Holroyd et al., 1996;

Navratilova et al., 2013). E infelizmente estudos com avaliacdo de dor espontanea
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ainda sdo escassos (ver detalhes no Capitulo 1), entretanto o CBD se propGem ser uma
boa opgdo como modulador emocional (Genaro et al., 2017), e este € um desafio que
propomos no Capitulo 111 desta tese.

Com énfase entre os sistemas neuroquimicos de modulacdo da dor, o sistema
endocanabindide € um importante sistema endogeno que participa desta circuitaria,
funcionando em conjunto ao sistema opioide, e desempenhando papéis cruciais no
desenvolvimento e resolucdo dos estados da dor, considerando, principalmente, os
aspectos afetivos e cognitivos. A respeito de sua distribuicdo, os endocanabindides séo
encontrados em todo o sistema nervoso central e periférico e modulam diversos
processos comportamentais incluindo cognicdo, emogéo, processamento sensorial e

nocicep¢do (Matsuda et al., 1992).

2. Canabidiol e Dor

Historicamente, o sistema endocanabindide foi investigado a partir da analise
dos efeitos da Canabis sativa em alvos especificos no sistema nervoso. Diversas
tentativas foram realizadas a fim de se conseguir o isolamento e a elucidacdo das
estruturas quimicas dos compostos responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos e
fisiolégicos da Cannabis sativa, mas devido a natureza quimica dos endocanabindides,
isso sé foi possivel com o desenvolvimento tecnoldgico alcancado a partir da década de
40. Ap0s o isolamento dos compostos, suas estruturas quimicas foram elucidadas nas
décadas seguintes, e atualmente, sabe-se que a Cannabis contétm mais de 400
substancias, dentre as quais podemos destacar os fitocanabinoides, como o Canabidiol
(CBD) e o A9-tetrahidrocanabinol (THC) (Turner et al., 1980, 2017). O THC é o
principal composto responsavel pelos efeitos psicoativos da Cannabis, tendo sido
devidamente isolado por Gaoni e Mechoulam (1964) e sua estrutura quimica elucidada
em 1967 (Mechoulam e Hanus, 2000). Por sua vez, o CBD foi isolado na década de
1940 por dois grupos independentes (Adams et al., 1940), e sua estrutura quimica
elucidada anos mais tarde, na década de 60 (Mechoulam e Shvo, 1963). Ainda, as
proporcdes destas duas moléculas na Cannabis e de seus Gleos e extratos essenciais
podem alterar os seus efeitos, por esse motivo, diferentes fontes e preparacdes da planta
podem apresentar efeitos fisioldgicos, farmacoldgicos, e psicolégicos variaveis (Cook
et al., 2015). E importante destacar que o CBD é um constituinte fitocanabindide de

Cannabis sativa que ndo possui os efeitos psicoativos do THC, e apresenta propriedades
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terapéuticas amplas em distarbios neuropsiquiatricos, com diversas agdes do sistema

nervoso central e periférico (Blessing et al., 2015).

Cannabis sativa

N CBGA
f | \
Biossintese THCA CBDA CBCA
Descarboxilagio THC CBG CBD CBC
Degradagdo CBN CBDV CBL

Figura 2. Esquema simplificado da biossintese do Canabidiol e outros fitocanabinoides
derivados da Cannabis Sativa. Abreviaturas: CBGA - &cido canabigerdlico; CBDA - acido
canabididlico; CBCA - &cido canabicromeno; CBG - Cannabigerol; CBD - canabidiol; CBC -
canabicromeno; CBL - canabiciclol; CBDV - Cannabidivarina; THCA - A4cido

tetrahidrocanabinélico; THC - tetrahidrocanabinol; CBN — canabinol. Fonte: Autoria propria.

Nesse sentido, 0 CBD tem recebido grande destaque devido as suas propriedades
antipsicoticas (Zuardi et al., 1991), hipnéticas e anticonvulsivas (Carlini e Cunha,
1981; Monti, 1977; Pickens, 1981), antioxidantes e antinflamatdrias (Campos et al.,
2016; Costa et al., 2007) e, principalmente, por apresentar baixa toxicidade e alta
tolerabilidade na auséncia de efeitos psicoativos (Bergamaschi et al., 2011; Carlini e
Cunha, 1981). Dentro desta perspectiva, o CBD é considerado uma estratégia
promissora para o tratamento de doencas inflamatdrias persistentes (Carrier et al.,
2006) e da dor neuropatica (De Gregorio et al., 2019; Silva-Cardoso et al., 2021).
Além disso, os efeitos ansioliticos do CBD ja foram demostrados tanto em animais de
laboratdrio, (Campos et al., 2013; Guimaraes et al., 1990; Moreira et al., 2006),
guanto em humanos com transtorno de ansiedade social (Bergamaschi et al., 2011;
Crippaetal., 2011).

E importante destacar que os receptores endocanabindides (CB1 e CB2), bem
como os endovaniloides sdo expressos em varias regides encefalicas intimamente

relacionadas com a modulacdo do comportamento emocional e da sensibilidade
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dolorosa (Cristino et al., 2006; Mezey et al., 2000). Em particular, um estudo de
Cristino e cols. (2006) realizado em camundongos evidenciou a co-expressao dos
receptores CB1 e TRPV1 nas regifes do hipocampo, nos ganglios da base, no tdlamo,
no hipotalamo, na substancia cinzenta periaquedutal e no cerebelo. Os autores sugerem
que estas colocalizardo pode resultar em relacdo funcional entre estes dois sistemas de
receptores. Ainda, estudos de Mezey e cols. (2000) verificou a imunorreatividade em
ratos para receptores TRPV1 em diferentes estruturas que compde 0 neuroeixo, com
destaque para todas as areas corticais (nas camadas 3 e 5), em estruturas do sistema
limbico (hipocampo, amigdala e habenula), no estriado, hipotdlamo, talamo, na
substancia negra, no locus coeruleus e cerebelo. Estes autores sugerem que estes
receptores podem estar envolvidos em diferentes sistemas de modulagéo,
particularmente envolvidos na modulacdo da emocdo e da dor. Além disso, estudos
demonstraram que lesdes neuropaticas especificas e doencas inflamatorias induzem
aumento na expressédo de receptores TRPV1 na medula espinal, fato que colabora para a
sensibilizacdo dos neurdnios aferentes primarios, contribuindo com o desenvolvimento
de hiperalgesia e alodinia (Hudson et al., 2001). E importante destacar que a
modulacdo dos receptores TRPV1 realizada por endocanabindides pode ser
explicitamente importante uma vez que esses receptores nao so influenciam a sensacdo
de dor, mas também podem modular a resposta inflamatéria (Lowin e Straub, 2015;
Straub, 2014), bem como os efeitos da sinalizacdo de receptores CB1 na periferia e no
sistema nervoso central (Carrier et al., 2006).

Sabemos também da importancia do papel da micrdglia nas mudancas na
remodelacgdo sinaptica, conectividade, e da funcdo de rede subjacente a dor crénica que
estd associada a regides cerebrais importantes para 0s aspectos emocionais da dor
crbnica (Inoue e Tsuda, 2018; Ji et al., 2018, 2013). Ademais sdo considerados uma
importante fonte de citocinas pré-inflamatérias que estdo envolvidas na facilitacdo da
dor (Guo et al., 2018, 2017). A reatividade microglial é essencial para o inicio da
hipersensibilidade induzida por lesdo de nervo periférico (Raghavendra et al., 2003;
Romero-Sandoval et al., 2008), mas também est4 envolvida na manutencdo a longo
prazo da dor neuropatica (Tawfik et al., 2007). A microglia pode ser ativada por
receptores AMPA/cainato, com a consequente producéo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias (Noda et al., 2000), enquanto os astrocitos parecem ser 0s grandes
responsaveis pela manutencdo ou cronicidade da hipersensibilidade ap6s lesdo do nervo
periférico (Ledeboer et al., 2005; Raghavendra et al., 2003).
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3. Modelo de constri¢do crénica do nervo ciatico e dor crbnica

Dentre os modelos de dor neuropatica, os modelos cirdrgicos sdo de
fundamental importancia na inducdo de estados dolorosos. Nesse contexto, existem
varios modelos, dentre eles: dor crénica induzida por constricdo cronica do nervo
ciatico (CCl), ligadura parcial do nervo ciatico (pSNI), ligadura do nervo espinhal
(SNL) e leséo poupada do nervo (pSNL). A maioria desses modelos induz respostas
semelhantes as encontradas na causalgia; uma doenca neuroldgica crénica, normalmente
associada ao trauma, onde sua sintomatologia € caracterizada por dor espontanea em
queimacdo, hiperalgesia, edema, alteracdo da funcdo motora e anormalidades
autondmicas; frequentemente observada na extremidade distal apos lesdo parcial do

nervo periférico em humanos (Challa, 2015).

Dias et. al 2013
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Adaptado: klusakova & Dubovy 2009

Figura 3. Modelos experimentais de dor neuropética em ratos. A ilustracdo estd baseada em
danos mecanicos as estruturas nervosas periféricas sendo: (1) Transecc¢do do nervo ciatico (Wall
et al., 1979). (2) Lesdo por constricdo crénica (Bennett e Xie, 1988). (3) Ligadura parcial do
nervo ciatico (Seltzer et al., 1990). (4) Modelo de lesdo do nervo poupada (Decosterd e Woolf,
2000). (5) Ligadura dos nervos espinais L5/L6 (Kim e Chung, 1992). (6) Constricdo da raiz
dorsal (Tabo et al., 1999). (7) Rizotomia dorsal (Lombard et al., 1979). (8) Rizotomia Ventral
(Li et al., 2002). Adaptado de (Klusakova e Dubovy, 2009).
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O modelo de CCI é um modelo utilizado, principalmente para estudos
comportamentais, pois resulta em edema intramural, que estrangula 0 nervo,
axotomizando efetivamente muitos axénios, mas ndo todos os ax6nios, além de simular
neuropatia periférica pos-traumatica em humanos (Austin et al., 2012; Boogaard et al.,
2015). A denervacgdo parcial preserva algumas respostas comportamentais a estimulos
periféricos e mostra sinais comportamentais de dor espontanea. Este modelo produz
reducdo de quase todas as fibras AP e da maioria das fibras Ad, que s3o axiotomizadas,
enguanto grande namero de fibras C permanecem intactas (Lewinter et al., 2004). Por
envolver os componentes inflamatdérios e o componente neuropatico, este € um dos
poucos modelos que se torna adequado para avaliagdo da alodinia ao frio (teste de
acetona) quando comparado a pSNI e a pSNL (Austin et al., 2012; Challa, 2015). Um
dos deméritos caracteristicos do modelo de CCI a ser considerado é a autotomia que
leva a danos nos dedos posteriores e torna o animal improprio para estudo. Neste estudo
optamos por utilizar o modelo de CCI modificado (Fig. 3) para uma amarradura para
minizar danos como a autotomia (Dias et al., 2013).

Ressaltamos que no modelo CCI ocorre hiperalgesia, embora ndo seja um
aspecto convencional no espectro da dor neuropética, € um fator importante a ser
avaliado laboratorialmente. Em nosso estudo, utilizamos o teste da placa quente, que
utiliza como estimulo uma temperatura fixa, capaz de ativar receptores térmicos
nociceptivos. Em particular, usamos este teste para avaliar o envolvimento dos
receptores TRPV1 e sua participacdo em nosso estudo. Considerando que este modelo
utiliza a temperatura como estimulo nociceptivo, os nociceptores (principalmente fibras
C e A-delta) foram estimulados com a ativacdo dos receptores endovanilGides,
especificamente os receptores TRPV1 que possuem ativacdo a 43°C (Lewinter et al.
2004). Cabe destacar que esta ultima é importante na avaliacdo da resposta a estimulos
térmicos (teste da placa quente), uma vez que sdo responsaveis pela resposta ao
aumento da temperatura (Julius e Basbaum, 2001).

4. Testes de nocicepgdo térmicos e mecanicos

O termo nocicepgéo é utilizado para descrever a resposta neuronal periférica a
estimulos nocivos, que engloba quaisquer estimulos, sejam mecanicos, térmicos,
elétricos ou quimicos, que tenham potencial para causar danos aos tecidos (Dubin e
Patapoutian, 2010; Dubner, 1983). Normalmente, os estimulos nocivos ativam 0s

nociceptores, um subconjunto de neurbnios sensoriais periféricos, que possuem uma
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variedade de canais i6nicos especializados e receptores que transformam estimulos
nocivos em sinais elétricos (Deuis et al., 2017). Os sinais nociceptivos sdo entdo
enviados para a medula espinhal e para o encéfalo para serem processados como a
sensacdo de dor (Millan, 1999). Assim, a dor é uma experiéncia que engloba
componentes sensoriais e emocionais; portanto, o termo dor ndo € intercambiavel com
nocicepcdo (Deuis et al., 2017). Assim, como a dor ndo pode ser medida diretamente
em roedores, foi necessario desenvolver métodos indiretos para quantificar e avaliar
comportamentos semelhantes a dor em animais ndo anestesiados que sejam confiaveis,
reprodutiveis, sensiveis e especificos (Mogil, 2009).

Os testes manuais de von Frey permitem a quantificagdo de limiares mecénicos
em animais sem contencdo, o que elimina o risco de estresse induzido pelo manuseio.
No entanto, isso também exige que os animais sejam aclimatados as gaiolas, para
garantir que os comportamentos de deambulacdo e exploracdo, que podem ser mal
interpretados como uma resposta positiva, sejam reduzidos ao minimo (Deuis et al.,
2017). Em geral ratos tendem a se habituar rapidamente (<10 min) (Chaplan et al.,
1994). O sistema eletronico do von Frey (Fig. 4) opera sob principios semelhantes como
von Frey manual, exceto que um dnico filamento ndo dobrado é aplicado com forca
crescente até que a retirada da pata resposta é observada (Minett et al., 2014). A forca
com que essa resposta ocorre é registrado automaticamente pelo aparelho e é designado
como o limiar de retirada da pata. A principal vantagem de von Frey eletronico
comparado ao von Frey manual é a forca crescente € aplicada por um dnico filamento
(Deuis et al., 2017). Isso, portanto, fornece uma medida do limiar de retirada da pata em
uma escala continua, pois a forca € aplicada continuamente e ndo em etapas. Apesar
dessas vantagens da automacao, os experimentadores ainda precisam ser treinados para
distinguir respostas verdadeiras de respostas “tocando” e deambulagdo. Sob a orientacdo
do pesquisador, o aparelho aplica um filamento de von Frey (0,5 mm) na superficie
plantar, aumentando a forca de forma incremental até atingir o limiar de retirada da
pata. O dispositivo registra automaticamente a forca na qual ocorre a retirada da pata
(Deuis et al., 2017). No entanto, independentemente do método utilizado, o desfecho é
a retirada da pata a um estimulo que normalmente ndo é aversivo e, portanto, ambos 0s
métodos podem medir a alodinia mecénica.

O teste da placa quente, descrito pela primeira vez em 1944, pode ser usado para
determinar os limiares de temperatura em camundongos e ratos (Deuis et al., 2017;

Woolfe e MacDonald, 1944). Diferentemente do teste de retirada de cauda, o teste da
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placa quente e outros testes que aplicam estimulos térmicos nas patas traseiras sao
considerados como integrando as vias supraespinhais, pois ratos com transecgédo
espinhal n&o retiram os membros posteriores no teste da placa quente (Giglio et al.,
2006). No teste convencional da placa quente (Fig. 4), o rato é colocado em uma
superficie metalica mantida a uma temperatura constante, geralmente entre 50°C e 51°C,
e a laténcia de resposta, que é o0 tempo necessario para observar um comportamento
nocifensivo, é registrada pelo investigador. Comportamentos nocifensivos incluem
retirada ou lambida da pata dianteira, retirada ou lambida da pata traseira, pisar no chdo,
postura inclinada e pular (Deuis et al., 2017; Espejo e Mir, 1993). Enquanto a retirada
da pata dianteira geralmente ocorre primeiro, a retirada ou lambida da pata traseira é
considerada um indicador mais confidvel de nocicepg¢do, pois as patas dianteiras séo
frequentemente usadas na limpeza e higiene (Minett et al.,, 2014; Woolfe e
Macdonald, 1944). Se ndo forem observados comportamentos nocifensivos, o animal
deve ser retirado da placa quente ap6s um tempo de corte pré-determinado para evitar
danos nos tecidos, embora a temperatura e o tempo de corte do teste ndo sejam capazes
de promover dano tecidual ou comportamento nocifensivo nos animais.

Um fator adicional importante no teste da placa quente é a tendéncia para
respostas comportamentais aprendidas, que levam a tempos de reacdo diminuidos
durante exposicdes subsequentes a placa quente (Deuis et al., 2017; Gamble e Milne,
1989; Plone et al., 1996). Assim, o teste de placa quente pode produzir dados muito
variaveis, mesmo dentro de laboratérios. Uma desvantagem adicional do teste da placa
quente € que todas as quatro patas e a cauda sdo expostas ao estimulo de calor. Embora
isso geralmente ndo seja um problema ao testar os efeitos antinociceptivos de
compostos administrados sistematicamente (Menéndez et al., 2002).

O teste de evaporacdo de acetona (Fig. 4), descrito pela primeira vez em 1994, ¢é
uma técnica usada para medir comportamentos aversivos desencadeados pelo
resfriamento evaporativo e é tipicamente considerado como uma medida de alodinia ao
frio (Choi et al., 1994; Vissers e Meert, 2005). O teste é realizado em piso de tela e
acetona € instilada na superficie plantar da pata traseira, provocando resfriamento da
pele a temperaturas indcuas de aproximadamente 10-C (Colburn et al., 2007; Leith et
al., 2010), embora a temperatura real varie com a temperatura ambiente e a temperatura
da pele. A exposi¢éo da pata traseira a acetona ndo evocar a retirada da pata em animais
levemente anestesiados (ao contrario o teste de retirada de pata) (Leith et al., 2010). A

sensibilidade ao frio é registrada pela quantificagdo do nimero ou duracdo de respostas
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nocifensivas, ou pontuacdo da gravidade da resposta, por exemplo, 0, sem resposta; 1,
retirada rapida ou movimento da pata; 2, sacudidas repetidas da pata; 3, repetido sacudir
a pata traseira e lamber a pata (Deuis et al., 2017; Xing et al., 2007). O teste de
evaporacdo de acetona foi validado em varios modelos de dor inflamatoria e neuropética
em camundongos e ratos (Choi et al., 1994; Colburn et al., 2007; Yamamoto et al.,
2016). A vantagem adicional do teste de acetona é a aplicagdo do estimulo térmico,

permitindo a comparacdo com o lado contralateral em modelos unilaterais.

Testes nociceptivos

Acetona von Frey Placa quente

Testes Comportamentais

Rotarod Campo aberto Preferencia condicionada ao lugar

Figura 4. Testes experimentais de avaliacdo da nocicepcdo na dor neuropatica em ratos
e testes comportamentais de ansiedade, locomocdo e comportamento emocional. Fonte:

Autoria propria.

5. Testes de ansiedade e locomog¢ao: Campo aberto e Rotarod

Apesar das técnicas modernas atualmente utilizadas na pesquisa em
neurociéncia, a analise comportamental adequada esta, sem duvida, vinculada a
neurociéncia comportamental e € uma ferramenta essencial para estudar o encefalo
normal e patologico (Krakauer et al., 2017). Nesse cenario, o teste de campo aberto
(TCA) consiste em uma arena circular (Fig. 4) cercada por paredes elevadas onde os
animais sdo colocados individualmente para explorar livremente o aparato (Perals et

al., 2017; Walsh e Cummins, 1976). O TCA foi inicialmente projetado para estudar o
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“comportamento emocional” em ratos e; ao longo de décadas, esse teste foi validado
para medir ansiedade e exploracdo em varias espécies, incluindo roedores, passaros,
peixes, coelhos, macacos e humanos (Perals et al., 2017; Prut e Belzung, 2003).
Neste teste, o comportamento de ansiedade é especialmente desencadeado pela
agorafobia; portanto, o aumento do tempo gasto no centro da arena indica
comportamento ansiolitico em roedores e humanos. Além disso, locomocéo horizontal,
levantamento e limpeza sdo outros comportamentos comuns medidos no aparelho de
TCA (Prut e Belzung, 2003). Além disso, a tigmotaxia parece ser de extrema
importancia para os comportamentos exibidos pelos roedores, uma vez que 0S
comportamentos exploratérios ocorrem com mais frequéncia em espacos cercados por
paredes em uma arena (Lamprea et al., 2008).

O teste do rotarod é um dos testes mais antigos que tem sido amplamente
utilizado para avaliar a habilidade motora inata em roedores desde a década de 1950
(Fig. 4) (Dunham e Miya, 1957; Eltokhi et al., 2021). Para realizacdo do teste €
definido uma velocidade inicial de 4 rpm, com taxa de aceleragdo de 20 rpm/min
(Shiotsuki et al., 2010). No entanto, quedas antes de 5 segundos devido a ma colocacao

do experimentador ndo devem ser registradas (Shiotsuki et al., 2010).

6. Preferéncia condicionada ao lugar e o Teste de Aversao a Dor

Muitas abordagens para estudar a dor em animais podem ser encontradas na
literatura, a maioria das quais se baseia em processos nociceptivos (por exemplo,
hipersensibilidade de &reas lesadas). A nocicepcdo geralmente resulta em respostas
inelésticas (ou seja, reflexo de retirada), enquanto o componente afetivo da dor contribui
e pode ser afetado pelo aprendizado. Assim, paradigmas experimentais baseados em
respostas aprendidas (como testes de preferéncia, motivacdo e aversao) fornecem uma
base mais forte para investigar o componente afetivo (Navratilova et al., 2013, 2012,
Porreca e Navratilova, 2017).

A preferéncia condicionada ao lugar (CPP)/aversdo condicionada ao lugar
(CPA) (ver Figura 4) é um paradigma comportamental amplamente baseado nos
principios do condicionamento classico (pavloviano) (Silva-Cardoso e Nobre, 2021).
Para o condicionamento, um conjunto distinto de pistas ambientais & explicitamente
emparelhado com um tratamento especifico com ou sem drogas, e um conjunto
distintamente diferente de pistas ambientais é emparelhado com um tratamento de
controle (Genaro et al., 2017; King et al., 2009; Wu et al., 2017). Mais comumente,
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0s pares de tratamento e controle sdo repetidos varias vezes, geralmente uma vez por
dia. Ao longo do condicionamento, os efeitos recompensadores ou aversivos do
tratamento se tornardo associados ao conjunto particular de pistas pareadas com o
tratamento, de modo que em um teste de teste de pos-condicionamento, essas pistas
provocardo aproximacdo (quando o tratamento teve efeitos recompensadores) ou
evitacdo (quando o tratamento teve efeitos aversivos), resultando em uma preferéncia ou
aversdao condicionada pelo ambiente pareado ao tratamento (ou “lugar”) (King et al.,
2009; Wu et al., 2017).

Neste sentido os circuitos neuronais que modulam a dor podem aumentar ou
diminuir a sensibilidade dolorosa com base em vérios fatores, incluindo contexto,
estresse, expectativa e outros. No entanto, o papel desses circuitos em circunstancias de
motivacdes concorrentes, como recompensa e ameaca, levou a formulacdo do modelo
de decisdo motivacional da dor (Fields, 2000; Melzack e Casey, 2015; Melzack e
Wall, 1965; Millan, 2002, 1999). A presenca de dor crbnica em animais sem a
necessidade de um estimulo evocado do experimentador foi demonstrada usando o
paradigma de aprendizado de CPP que se baseia nas qualidades afetivas e motivacionais
da dor (Genaro et al., 2017; King et al., 2009; Navratilova et al., 2013; Wu et al.,
2017). Como a dor crbnica fornece um impulso motivacional constante para buscar
alivio, a preferéncia por um contexto associado ao alivio da dor pode ser usada como
medida de aversdo a dor (Navratilova et al., 2013). Portanto, o alivio da aversdo a dor
foi considerado um refor¢co negativo que pode ser avaliado pelo paradigma CPP (King
et al., 2009; Navratilova et al., 2013, 2012). Além disso, os tratamentos clinicamente
eficazes contra a dor continua em humanos séo eficazes no paradigma CPP e 0 inverso
também é verdadeiro, fornecendo suporte para essa abordagem experimental (King et
al., 2009; Porreca e Navratilova, 2017).
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Objetivos

Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo avaliar se o tratamento sistémico com CBD é capaz
de reduzir a alodinia e hiperalgesia em modelo de dor neuropatica. Em particular, foi
avaliado se a administracio de CBD altera de maneira especifica a resposta
comportamental frente a estimulos nocivos agudos (térmicos e mecéanico) e se ele
modula a aversdo a dor cronica, ou seja, do componente discriminativo da dor, e/ou do
componente afetivo-motivacional da dor. Em uma segunda etapa, foi avaliado a
expressdo de receptores TRPV1 e CB1, bem como da proteina FosB e NeuN e
marcadores inflamatérios IBA-1, GFAP e interleucinas IL-1b, IL-6 e IL-10 em é&reas

encefélicas envolvidas na modulagdo do componente afetivo-motivacional da dor.
Objetivos Especificos

Capitulo I:
1.Revisar a literatura sobre “Dor crénica e CBD em modelos animais” e analisar

lacunas na literatura disponivel até 0 momento.

Capitulo 11:

2. Avaliar a sensibilidade mecéanica com utilizacdo do teste de von Frey e térmica
(calor e frio) pelos testes da placa quente e da acetona, respectivamente, em ratos com
dor neuropética induzida por CCI e submetidos ao tratamento sistémico (por 3 dias)
com CBD.

3. Avaliar se o tratamento sisttmico com CBD altera a expressao de receptores CB1
e TRPV1 em ratos submetidos a CCI no cértex insular (AIC), no cortex anterior do giro
do cingulo (ACC), no complexo basolateral da amigdala (BLA) e no hipocampo ventral
(HV) e dorsal (HD).

Capitulo 111

4. Avaliar o efeito do tratamento sistémico com CBD em ratos com dor neuropatica
induzida por CCI e submetidos ao teste de aversdo a dor (teste de preferéncia ao local,
CCP).
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5. Avaliar a expressdo da proteina FosB e NeuN em areas encefalicas (ACC, BLA e
HD) relacionadas com o componente afetivo-motivacional da dor em ratos com dor
neuropética, tratados ou ndo com CBD sistemicamente (3 dias) e submetidos ao teste de
aversdo a dor (teste de preferéncia ao local, CCP).

6. Avaliar a expressdo GFAP e IBA-1 em areas encefalicas (ACC, BLA e HD)
relacionadas com o componente afetivo-motivacional da dor em ratos com dor
neuropética, tratados ou ndo com CBD sistemicamente (3 dias) e submetidos ao teste de
aversdo a dor (teste de preferéncia ao local, CCP).

7. Avaliar a expressdo de citocinas IL-1p, IL-6 e IL-10 em areas encefalicas como a
amigdala (AMG) e no HD relacionadas com o componente afetivo-motivacional da dor
em ratos com dor neuropatica, tratados ou ndo com CBD sistemicamente (3 dias) e

submetidos ao teste de aversdo a dor (teste de preferéncia ao local, CCP).

Considerando estes objetivos, pretendemos compreender 0S mecanismos que
estariam envolvidos na modulagdo da dor neuropdtica e relacionados com a
neurotransmissao canabindide nas areas encefalicas abordadas neste estudo, e como o0s

efeitos do CBD modulam estes componentes em areas do circuito corticolimbico.
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Capitulo I

Revisao da literatura: “Dor cronica e Canabidiol em modelos

animais: farmacologia comportamental e perspectivas

futuras”
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Este capitulo ¢ uma adaptagdo da revisdo intitulada “Chronic pain and Cannabidiol in
animal models: behavioral pharmacology and future perspectives”, atualmente
submetida a Edicdo especial sobre Canabidiol (CBD) da Cannabis and Cannabinoid

Research.

1. Contextualizacéo

O CBD possui amplas propriedades terapéuticas em distdrbios neuropsiquiatricos,
com diversas acdes do sistema nervoso central e periférico (Blessing et al., 2015).
Dentro dessa perspectiva, 0 CBD ¢ considerado uma estratégia promissora para o
tratamento de doencas inflamatdrias persistentes (Carrier et al., 2006) e dor
neuropatica (Costa et al., 2007; Silva-Cardoso et al., 2021). Em relagdo a dor, 0s
componentes do sistema endocanabindide sdo expressos ao longo das vias nociceptivas
e, por meio do aumento da sinalizacdo enddgena ou de ligantes endocanabindides
exogenos, pode haver regulacdo da sinalizacdo nociceptiva nos niveis periférico e
central (Starowicz et al., 2013; Starowicz e Finn, 2017). Os endocanabinoides sdo
gerados sob demanda em resposta a dor e produzem efeitos antinociceptivos,
desempenhando um papel fundamental na resolucdo de estados de dor aguda e
mediando a analgesia induzida pelo estresse (Blessing et al., 2015; Julius e Basbaum,
2001; Kendall e Yudowski, 2017; Lotsch et al., 2018). Seus niveis ja se mostraram
elevados em vérias regides das vias nociceptivas em estados de dor crbnica, sugerindo
um papel como analgésico endégeno (Fine e Rosenfeld, 2013; McCarberg e Peppin,
2019; Schnitzler e Ploner, 2000; Woodhams et al., 2017).

No entanto, apesar do crescente corpo de evidéncias ligando a eficacia do CBD para
o controle da dor em pesquisas clinicas e basicas, ha uma falta de revisGes sobre o
assunto. Revisamos estudos que avaliam a sensibilidade a dor em modelos de inducéo
de dor crénica ou modelos de doenca onde uma das consequéncias € o aparecimento de
dor neuropatica associada a alguns dos modelos animais mais prevalentes: lesdes
mecanicas periféricas e centrais, modelos genéticos ou induc¢do quimica de dor cronica
periférica e central, dor cronica e neoplasia (cancer), dor crbnica e diabetes tipo I, dor
crbnica e osteoartrite, dor cronica e esclerose multipla e dor inflamatéria persistente.
Nossa revisdo incluiu apenas estudos que usaram testes de nocicepc¢do para avaliar o
limiar mecanico ou térmico em pelo menos um dos testes mais comumente usados (por
exemplo, von Frey, placa quente, acetona, Hargreaves, retirada de cauda, Randall &

Selitto e outros).
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2. Métodos

2.1 Estratégia de pesquisa e critérios de elegibilidade
Pesquisamos a literatura publicada na base de dados PubMed (até janeiro de 2022)
usando as seguintes palavras-chave e sinénimos: “dor cronica ou dor neuropatica” AND

“canabidiol” AND “modelo animal”.

2.2 Os critérios de exclusao especificos incluiram:

(1) Estudos em humanos; (2) Revisdo, revisao sistematica, meta-analise, relato de
caso, comentario, editorial; (3) N&o uso de modelos de inducdo de dor crénica, (4) Uso
de agonistas seletivos de CB2 ou agonista de CB1 (5) Uso de enzimas inibidoras que
hidrolisam endocanabindides (ou seja, FAAH ou MAGL ou similar) (6) Nao uso testes
de nocicep¢do (von Frey , Hargreaves, placa quente, retirada de cauda, Randall &
Selitto, ou outros), (7) Falta de apresentacdo de grupos controle adequados; (4) Falta de

detalhamento da metodologia aplicada.

2.3 Os critérios de inclusdo especificos incluiram:

(1) idioma inglés; (2) publicagdes originais (3) uso de tratamento com canabidiol;
(4) utilizar pelo menos um modelo de inducdo de dor cronica (14 dias ou mais); (5)
Estudos em modelos pré-clinicos; (6) dor somatica, (7) Avaliar pelo menos um dos
testes de nocicepcdo (von Frey, Hargreaves, placa quente, retirada de cauda, Randall &

Selitto, ou outros).

De acordo com os critérios acima, 22 artigos foram investigados para elegibilidade.
Incluimos 10 estudos que investigaram modelos de lesdes neuropaticas periféricas e
centrais de dor cronica, 4 de dor cronica e modelos de neuropatia periférica induzida por
quimioterapia, 2 de dor cronica e neuropatia periférica induzida por diabetes tipo I, 2 de
dor crénica e neuropatia periférica induzida por osteoartrite e artrite, 1 dor crbnica e
esclerose multipla, 3 de dor inflamatdria persistente. Nenhum estudo foi descartado
antes da andlise do resumo, assim como foram incluidos estudos que ndo foram
encontrados na busca anterior por palavras-chave, mas que atendiam aos critérios de

inclusdo na revisao.
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3. Resultados

Nesta revisdo, focamos em estudos com modelos de dor crbnica, um problema
complexo e multifacetado. Os principais resultados revisados estdo resumidos na Tabela
S1 (Apéndice A).

3.1 Efeitos do CBD na dor crbénica em modelos animais: lesdes periféricas e

centrais

A neuropatia periférica surge de danos nos nervos periféricos e pode ser recorrente
ou persistente, enquanto a neuropatia central é causada por uma lesdo ou doenca do
sistema nervoso somatossensorial central. Pode estar relacionado & medula espinhal ou
lesdo cerebral, acidente vascular cerebral ou esclerose multipla (Szok et al., 2019).
Dentre os estudos que avaliam o0s tratamentos e mecanismos da dor cronica, sdo 0s
modelos animais mais utilizados e apresentam algumas variacdes.

Em modelos de dor crénica que usam lesGes mecanicas periféricas, como lesdo por
CCl, o tratamento com CBD por via subcutanea usando doses de 5 mg/kg (De Gregorio
et al., 2019), 20 mg/kg intraperitoneal (i.p.) (Comelli et al., 2008) ou 20 mg/kg por via
oral (Mitchell et al., 2021) mostraram efeitos em testes nociceptivos com o0s bons
resultados em avaliagBes mecéanicas ou térmicas. Recentemente, um estudo demonstrou
que o CBD tem um comportamento de curva em U invertido no tratamento com doses
de 0,3, 3, 10 e 30 mg/kg i.p. por trés dias no modelo CCl, os autores observaram que a
dose de 3 mg/kg foi capaz de reverter a alodinia mecanica e térmica em ratos sem
efeitos motores (Silva-Cardoso et al., 2021). Da mesma forma, Abraham e cols.
(Abraham et al., 2020), usando um modelo de pSNL, demonstraram resultados
positivos no limiar mecéanico dos camundongos durante um tratamento com consumo
voluntério de gelatina com CBD a 20 mg/ml. Em um estudo que investigou o0 modelo de
dor miofascial em ratos relatou que o CBD apenas aumentou o limiar mecanico no teste
de von Frey na dose de 5 mg/kg entre 10 e 30 min apos o consumo (Wong e Cairns,
2019).

Em modelos de dor crénica usando lesdes centrais, como a SCI, um estudo ndo
encontrou efeitos usando um tratamento com CBD na dose de 1,5 mg/kg (Li et al.,
2018); no entanto, em um novo modelo de lesdo cerebral traumatica para inducéo de
lesdo cerebral leve (TCE) em ratos, foi demonstrado que o tratamento com CBD (30 ml,
10% de 6leo, administracdo oral) entre os dias 1 e 14 e no intervalo do dia 50 ao 60,

reduziram a alodinia tatil nos camundongos (Belardo et al., 2019).
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O CBD também pode aumentar a antinocicep¢do induzida pela morfina. Em um
modelo animal que usa NMDA (hiperatividade do receptor de N-metil-DA aspartato)
para induzir uma sindrome convulsiva associada a um acidente vascular cerebral
isquémico, o tratamento com CBD na injecdo intracerebroventricular (i.c.v.)
intensificou os efeitos da morfina na antinocicepc¢éo supraespinhal e reduziu o tamanho
do infarto causado por oclusdo unilateral permanente da artéria cerebral média
(Rodriguez-Mufioz et al., 2018).

3.2 Efeitos do CBD na dor cronica e modelos de neuropatia periférica induzida

por quimioterapia

A neuropatia periférica induzida por quimioterapia (CIPN) é um efeito colateral
incapacitante de muitos agentes quimioterapicos para o tratamento do cancer, é
conhecido por prejudicar a funcdo diaria e diminuir a qualidade de vida. Em alguns
pacientes, isso persistira, e em outros pacientes sera desenvolvido os sintomas somente
apo6s o término do tratamento. Uma neuropatia sensorial distal crénica muitas vezes
dolorosa esta presente em 33% dos pacientes um ano ap0s o término do tratamento
(Seretny et al., 2014). Os modelos animais de CIPN sdo usados para investigar a
fisiopatologia e testar terapias potenciais (HOke e Ray, 2014). Assim como a
semelhanca entre 0 modelo CPIN induzido por paclitaxel e os modelos de neuropatia
traumatica de curto prazo também foi demonstrada (Costa-Pereira et al., 2019).

Um dos taxanos mais usados é o Paclitaxel, um dos “Big Five” (cisplatina,
oxaliplatina, vincristina e Bortezomibe) — os modelos animais mais eficazes de
polineuropatia induzida por quimioterapia (Gadgil et al., 2019). O paclitaxel interfere
na interacdo de proteinas associadas aos microtibulos (Black, 1987), e embora essa
atividade antitumoral o torne um bom agente quimioterapico, também é téxico para os
neurbnios e causa neuropatia periférica (Hoke e Ray, 2014b; Rowinsky et al., 1993).
Apesar do crescente conhecimento da etiologia da dor neuropatica, esse tipo de dor
crbnica € resistente aos analgésicos disponiveis em aproximadamente 50% dos
pacientes. E, portanto, continuamente um assunto de consideravel interesse para
fisiologistas, neurologistas, quimicos medicinais, farmacologistas e outros que buscam
opcodes de tratamento mais eficazes para essa condi¢éo debilitante.

Em estudos de modelo animal, Ward e cols. (Ward et al., 2011) demonstraram que
camundongos tratados com CBD (5,0 ou 10,0 mg/kg i.p..) uma vez ao dia nos dias 1 a

14, impediram completamente o desenvolvimento de alodinia mecénica induzida pelo
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frio pelo Paclitaxel, sem neuropatia latente emergente apds a interrupgdo do tratamento
com CBD. O mesmo grupo mostrou (Ward et al., 2014) que em camundongos tratados
com CBD (2,5 e 5,0 mg/kg) ha reducdo da alteracdo da sensibilidade mecénica induzida
por paclitaxel e sugeriram que o CBD tem efeitos protetores quanto a neurotoxicidade
induzida pelo paclitaxel. Esse efeito foi, em parte, mediado pelo receptor 5-HT1A
(King et al., 2017; Ward et al., 2014). Ademais outros resultados reforcam que a
injecdo de CBD (0,625 - 20 mg/kg), 15 minutos antes da injecdo de Paclitaxel, pode
aumentar o limiar mecéanico dos animais no teste de von Frey. Em outro modelo de
neuropatia periférica induzida por quimioterapia, que utilizou cisplatina para induzir
alodinia tatil, o tratamento com CBD (nas doses 0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg) atenuou a
neuropatia no teste de von Frey, mas infelizmente o tratamento preventivo nao

apresentou resultados significativos (Harris et al., 2016).

3.3 Efeitos do CBD na dor crénica e modelos de neuropatia periférica induzida

por diabetes tipo |

A dor neuropatica é uma condicdo frequente causada por uma lesdo ou doenca do
sistema nervoso somatossensorial central ou periférico. Uma causa frequente de dor
neuropatica periférica é a neuropatia diabética. A neuropatia diabética dolorosa afeta
aproximadamente 25% dos pacientes com diabetes (Shillo et al., 2019), e sua
fisiopatologia complexa ndo esta totalmente elucidada, o que contribui para
subavaliacdo e subtratamento (Rosenberger et al., 2020). Entre os modelos de diabetes
de roedores usados para estudar neuropatia e avaliar terapias potenciais, 0 mais comum
é 0 modelo de estreptozotocina (STZ) (Jolivalt et al., 2016).

Em um estudo utilizando 0 modelo STZ em camundongos, o tratamento com CBD
(i.p. ou intranasal), promoveu reducdo no desenvolvimento de hipersensibilidade
térmica e alodinia tatil, sugerindo efeito positivo dessa intervencdo (Toth et al., 2010).
Da mesma forma, em um estudo mais recente, foi demonstrado que o tratamento com
CBD (3 mg/kg, i.p.), aumentou os limiares de von Frey em ratos diabéticos (Jesus et
al., 2019).

3.4 Efeitos do CBD na dor cronica e modelos de osteoartrite e neuropatia
periférica induzida por artrite
A osteoartrite (OA) é uma doenca articular degenerativa que afeta principalmente

pessoas com mais de 60 anos de idade. Ha evidéncias crescentes de que
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aproximadamente 30% dos pacientes com OA experimentam dor neuropatica (Neogi,
2013). Um modelo animal estabelecido de dor da OA envolve a injecdo intra-articular
do inibidor da glicdlise monoiodoacetato de sdédio (MIA), que interrompe o
metabolismo da cartilagem, levando a morte dos condrécitos, com lesGes 0sseas
subcondrais consistentes com as alteragdes patoldgicas observadas na condicdo humana
(Pitcher et al., 2016).

Estudos pré-clinicos revelaram que o sistema endocanabindide desempenha papel
crucial na patogénese da OA, na neuropatia articular e no controle da dor, pois esta
presente nas articulacGes dos ratos, onde foi observado seu papel na regulacdo da dor e
na inflamagdo nas articulagdes (O'Brien e McDougall, 2018). Philpott e cols. (2017)
demonstraram que a sensibilidade mecéanica foi avaliada por 15 minutos ap6s a infuséo
de CBD (nas doses de 100, 200 ou 300 mg em 100 ml, intra-articular) aumentou o
limiar no teste de von Frey em ratos com MIA. Além disso, na OA em estagio final, a
injecdo intra-articular de 300 pg de CBD melhorou o suporte irrestrito do peso dos
membros posteriores e o limiar de retirada da pata traseira. Este estudo fornece a
primeira evidéncia cientifica de que o CBD ¢ anti-inflamatério e analgésico em um
modelo de AO, e estabelece que o tratamento precoce com CBD também previne a
neuropatia associada a OA (Philpott et al., 2017).

Em um outro modelo animal de artrite induzida por injecéo intra-articular com o
Adjuvante Completo de Freund (CFA), na articulacdo do joelho, foi utilizado um
tratamento com géis de CBD (0,6, 3,1, 6,2 ou 62,3 mg/dia por 4 dias), e 0s autores
observaram reducdo na pontuacdo do teste de dor espontanea e recuperacdo dos limiares

térmicos nos animais quando comparados aos animais controle (Hammell et al., 2016).

3.5 Efeitos do CBD na dor cronica e esclerose multipla

A esclerose multipla (EM) é uma doenga crbnica e incapacitante do sistema nervoso
central, caracterizada por neuroinflamagdo que leva a desmielinizacdo dos neurénios
(Huang et al., 2017). Em pacientes com EM, a dor é um sintoma frequente e
incapacitante, e sua prevaléncia esta na faixa de 29-86%, dependendo dos protocolos de
avaliacdo utilizados e da defini¢do de dor aplicada. A dor neuropética que se desenvolve
secundariamente a desmielinizacdo, neuroinflamacédo e dano axonal no sistema nervoso
central € o tipo de dor mais angustiante e desafiador para tratar (Aicher et al., 2004;
Jones e Vlachou, 2020). Os modelos animais ainda precisam esclarecer os mecanismos

imunopatoldgicos subjacentes e para testar novas abordagens terapéuticas e reparadoras.
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Entretanto, estudo de Giacoppo e cols. (2015) € um dos poucos em que se avaliou 0
modelo de peptideo glicoproteico oligodendrécitos de mielina (MOG), e promoveu um
tratamento topico dos membros inferiores usando um creme com 1% de CBD e aplicado
a cada 24 horas nos animais. Esses camundongos tratados topicamente com CBD
demonstraram resposta aumentada a estimulacdo mecanica desde as primeiras
medicBes. Além disso, os camundongos ndo responderam ao estimulo mecéanico
aplicado na pata plantar, enquanto os animais controles sempre responderam retraindo a
pata (Giacoppo et al., 2015).

Infelizmente, poucos estudos na literatura utilizam o tratamento com CBD e avaliam
a sensibilidade em testes de nocicepgédo; a maioria demonstra efeitos significativos, mas
ndo avalia a sensibilidade a dor mecénica ou térmica nos animais. Elliot e cols. (Elliott
et al., 2018) foram pioneiros em mostrar que o tratamento com CBD poderia melhorar a
EM, mas este estudo ndo avaliou a sensibilidade a dor. Adicionalmente, Al-Ghezi e
cols. (2019) sugeriram que o CBD suprime a neuroinflamagdo e atenua o
desenvolvimento clinico da EM, mas também ndo avaliaram o quadro de alteracbes na

sensibilidade a dor.

3.6 Efeitos do CBD na dor inflamatoria persistente

A dor inflamatéria é causada por estimulos nocivos que ocorrem durante a resposta
inflamatdria ou imune. Em condi¢des normais, a inflamacdo é um mecanismo protetor
crucial que desempenha papel vital na cicatrizacdo de feridas. Geralmente ¢é
acompanhada por inflamacdo, calor, inchaco, dor/hipersensibilidade e perda de funcéo.
No entanto, em condi¢des patolégicas, a inflamacéo pode causar dor duradoura ao ativar
0s neurdnios sensoriais (Mlost et al., 2020).

Em um estudo em que a dor inflamatéria induzida por injecdo de carragenina, o
efeito do tratamento com CBD (10,000 pg/kg, oral por gavagem) foi avaliado, e 0s
resultados mostraram que o CBD, na mesma dose correspondente, ndo reduziu a
hiperalgesia induzida por carragenina, neste modelo (Rock et al., 2018).

Nos modelos de injecdo intraplantar de CFA, estudos que utilizaram ratos e
camundongos mostraram que, independentemente da via de administragdo (i.p. ou
intratecal), o CBD tem efeitos antialddinicos (Britch et al., 2020). Em outro estudo
usando CFA, a administracdo de CBD na dose de 50 mg/kg i.p. ou intratecal, promoveu
aumento significativo no limiar térmico no teste de Hargreaves, com efeito maximo

observado na primeira hora, que persistiu por 2 horas. Além disso, um ponto
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interessante deste estudo é que a analgesia induzida por CBD foi totalmente replicada
em varios momentos no mesmo dia ou no dia seguinte, sugerindo que nao ha tolerancia

aparente com analgesia induzida por CBD (Xiong et al., 2012).

4. Mecanismos moleculares de acdo e alvos bioquimicos do CBD na dor

cronica

Nesta secdo, nosso objetivo é discutir os alvos bioquimicos do CBD, juntamente
com uma discussdo de seus possiveis mecanismos de acdo na dor cronica,
principalmente no sistema nervoso central (Morgan et al., 2010) e a relacdo com as
acOes antinociceptivas (Robson, 2014). Os efeitos priméarios dos endocanabindides
dependem da ativacdo dos receptores acoplados a proteinas G (GPCR) e do tipo de
subunidade o acoplada ao receptor. Os receptores CB1 e CB2 séo pares primarios com a
subunidade Gai/o, que inibe a atividade da adenilato ciclase e, portanto, reduz a
concentracéo intracelular de Ca2*. Apesar da especificidade do mecanismo de ac¢do dos
endocanabindides e canabindides, as interagdes metabolicas complexas entre o sistema
endocanabindide e mediadores inflamatorios também precisam ser levadas em
consideracdo ao estudar os efeitos de varios medicamentos a base de canabinoides
(Mlost et al., 2020; Ozarowski et al., 2021). Ademais estudos ja demostraram que 0
CBD diminui os niveis dos fatores pré-inflamatérios das interleucinas IL-6 ¢ TNFa ¢
aumenta os niveis da interleucina anti-inflamatoria IL-10 (Verrico et al., 2020).

No entanto, a farmacodindmica do CBD tem sido dificil de elucidar. Os estudos
iniciais mostraram que o CBD compete mal com os ligantes endocanabindides no local
ortostérico dos receptores endocanabindides (Thomas et al., 1998). De fato, o CBD
interage diretamente com Vvarios receptores, enzimas e canais idnicos; no entanto,
também demonstrou interagir direta e indiretamente com o sistema endocanabindide
(Tham et al., 2019). O estado atual do conhecimento exp0s o mecanismo de a¢do do
CBD para efeitos antinociceptivos distinto do sistema endocanabindide, pois ja foi
demonstrado que o efeito anti-hiperalgésico do CBD é impedido pela capsazepina (o
antagonista do receptor endovanil6ide TRPV1), mas ndo pelo rimonabant ou SR144528
(antagonistas dos receptores CB1 e CB2, respectivamente) (Costa et al., 2007, 2005).

O CBD também possui a alta atividade de receptores ionotropicos, como 0s canais
de potencial receptor transitério (TRP) - canais ibnicos catidnicos localizados
principalmente na membrana plasmatica de varios tipos de células animais -, entre eles
TRPAL, TRPV1, TRPV2 e TRPV4 sdo ativados por CBD, além de atuar como
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antagonista do TRPM8 (De Petrocellis et al., 2011, 2008; Kocot-Kepska et al., 2021;
Qin et al., 2008). Um exemplo disso é que o efeito antinociceptivo do CBD pode nédo
ser necessariamente inteiramente devido a ativacdo dos receptores CB1 e CB2, mas sim
pela modulacdo do receptor TRPV1 (Costa et al., 2004; Maayah et al., 2020).
Atualmente, os estudos frequentemente apresentam os efeitos do CBD mediados
pelo receptor serotoninérgico 5HTL1A, que, semelhante aos receptores
endocanabinoides, é acoplado a proteina Gi (Mlost et al., 2020; Russo et al., 2005). J&
foi demonstrado que ocorre a modulacdo da transmissdo serotoninérgica no nucleo
dorsal da rafe, onde a administragcdo subcutanea repetida de CBD por 7 dias, aumenta o
disparo de 5-HT pela dessensibilizacdo dos receptores SHT1A em ratos saudaveis. Este
efeito foi bloqueado com o antagonismo dos receptores SHT1A e TRPV1, assim como
foi demonstrado que este blogueio de SHT1A previne os efeitos antinociceptivos do
CBD (De Gregorio et al., 2019). Além disso, a administracdo aguda de CBD i.p.
produziu um efeito antialodinico no teste de von Frey, e os autores demonstraram que
esse efeito foi mediado pela ativacdo do sistema serotoninérgico através de receptores
5HT1A, uma vez que um antagonista seletivo do receptor 5SHT1A, mas ndo o de CB1,
ou os antagonistas de CB2 ou glicina, impediram o efeito antialodinico observado no

teste de von Frey (Jesus et al., 2019).
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Figura 5. Esquema simplificado de alvos moleculares de CBD na dor cronica. 1- Como
ativador de receptores endocanabindides, o CBD pode modular o receptor GABA; 2 e 3 - Como
mostrado, o CBD influencia os receptores de endocanabindides pré-sinapticos (CB1, CB2) e
facilita a atividade pos-sinaptica do GABA. Abreviaturas: GABA - Acido gama-aminobutirico;
CBD - Canabidiol; CB1- receceptor canabinoide tipo 1; CB2 — receptor canabinoide tipo 2;
TRVP1- receptor transitério endovanildide tipo 1; 5-HT1A — receptor serotoninérgico do tipo
1A; PPARY-. receptores ativadores da proliferacdo de peroxissomos do tipo gama. Fonte:

Autoria propria.

Além disso, h& evidéncias de que o CBD inibe a captacdo sinaptossdmica de
dopamina, noradrenalina, GABA, serotonina, além da captacdo celular de anandamida
(Bisogno et al.,, 2001; De Petrocellis et al., 2011). A modulacdo desses
neurotransmissores pode explicar os efeitos neuroprotetores e antinociceptivos do CBD.
Bem como o CBD pode inibir a producdo de metabdlitos de &cido araquidonico,
prostaglandinas, sugerindo efeitos anti-inflamatérios (Maayah et al., 2020; Mlost et
al., 2020; Nagarkatti et al., 2009). Em resumo, a acdo do CBD pode ocorrer por
diferentes vias sendo responsaveis pela supressdo da excitabilidade neuronal e

percepcao da dor (Guindon e Hohmann, 2009; Xiong et al., 2012).
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5. LimitacGes de modelos animais de dor crénica

Em nossa reviséo, nos concentramos em estudos de diferentes modelos animais de
dor cronica que investigaram o CBD como tratamento, avaliando a nocicepgdo com
base em resultados relacionados a alteracdes neurofisioldgicas de alodinia/hiperalgesia
na funcdo nervosa. Primeiro, € importante discutir a questdo das limitacbes dos modelos
animais em replicar todos os sintomas observados nos pacientes, mas isso ainda € muito
desafiador. Por exemplo, muitos pacientes relatam sintomas como dorméncia ou
formigamento (Gadgil et al., 2019), e essas caracteristicas sdo mensuradas pelo relato
verbal do paciente; este aspecto € dificil de replicar em modelos animais. Outro aspecto
interessante, que ja& imaginavamos, é que estudos com foco na avaliacdo da dor
espontanea ainda sdo raros na literatura, mas felizmente encontramos um estudo que
avaliou a dor espontanea, onde os autores (Hammell et al., 2016) avaliaram os efeitos
do CBD no modelo de artrite e observaram que ele foi capaz de reduzir os escores de
dor no teste de dor espontanea.

Observamos uma série de limitacdes a serem superadas pelos modelos animais e,
apesar de toda a importancia dos estudos pré-clinicos, esses aspectos ndo devem ser
ignorados na interpretacdo dos resultados obtidos. Encontramos diversos protocolos de
tratamentos agudos e cronicos, com diferentes abordagens quanto a via de
administracdo do CBD, e é importante mencionar que a maioria dos autores ndo discute
essas diferencas em suas discussdes, tanto em resultados positivos quanto negativos.

E apesar dos crescentes incentivos das agéncias de financiamento para estudos com
ambos 0s sexos, dos 22 estudos revisados: 15 estudos usaram apenas animais machos, 3
estudos usaram apenas fémeas e apenas 3 estudos usaram machos e fémeas. No entanto,
esses estudos ndo apresentam dados referentes aos ciclos estrais de ratas, nem
informacdes se esse critério foi utilizado de forma relevante em seus resultados no teste
de nocicepcdo ou em outros testes comportamentais, nem se discutiu como isso
influenciaria seus resultados.

A falta de analise adequada para medir a atividade motora € outro ponto critico,
aproximadamente 90% dos estudos ndo realizaram nenhuma avaliacdo direta ou indireta
da atividade motora dos animais, isso € uma falha principalmente quando queremos
evitar resultados falso-positivos induzidos por compostos capazes de gerar efeitos
motores. Portanto, devemos destacar os estudos de Belardo e cols. (Belardo et al.,
2019), De Gregorio e cols. (De Gregorio et al., 2019), Jesus e cols. (Jesus et al., 2019),
Silva-Cardoso e cols. (Silva-Cardoso et al., 2021) e Xiong e cols. (Xiong et al., 2012),
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que realizaram testes como rotarod ou campo aberto como medida complementar da
atividade motora em seus estudos pré-clinicos com CBD, principalmente para analisar
possiveis efeitos sedativos ou efeitos de “euforia” motora em seus animais.
Curiosamente, em muitos estudos, ndo estd claro se houve possiveis efeitos colaterais
adversos (sedativos ou outros). Quanto ao monitoramento do peso dos animais,
observamos que nenhum dos estudos realizou monitoramento do peso corporal desses
animais ao longo de seu protocolo experimental.

Finalmente, outro ponto extremamente importante negligenciado por uma ampla
gama de estudos foram os testes comportamentais (por exemplo, para ansiedade,
depressdo ou memoria). Devemos destacar os estudos que utilizaram alguma medida de
avaliacdo do comportamento emocional em seus protocolos, como para avaliar
ansiedade ou depressao, como Abraham e cols. (2020), Belardo e cols. (2019), De
Gregorio e cols. (2019), e Silva-Cardoso e cols. (2021).

Em resumo, em estudos pré-clinicos, é imprescindivel a insercéo de grupos controle
(tratamento), grupos sham (modelo de indugdo), ou mesmo a inclusdo de um grupo
controle farmacoldgico positivo, para que se tenha os melhores parametros possiveis na
pesquisa. Além de ter muito cuidado com a aplicacdo de testes de nocicep¢do ou
emocionais, como priorizar protocolos duplo-cegos, tanto na coleta quanto na analise
dos dados. Além de respeitar as limitacGes dos testes, para nao cair em falhas de
aplicacdo, como repeticbes excessivas dos testes nos mesmos animais, a fim de evitar
possiveis adaptacdes e consequentemente enviesar os resultados e estes ndo refletirem o
verdadeiro estado da condi¢do ou tratamento. Felizmente, a investigacdo de novas
medidas de dor continua em roedores € uma area emergente, além disso, o
desenvolvimento de modelos animais de dor crénica que reproduzam todos 0s sintomas
relatados pelos pacientes continua sendo um grande desafio, assim como a avaliacdo da

dor espontanea em animais.

6. Translacional clinico: CBD e seus efeitos em pacientes com dor crénica

Clinicamente, as sindromes de dor neuropatica sdo caracterizadas por uma
combinacdo de fendmenos positivos e negativos (Attal et al., 2008; Baron et al., 2010;
Bouhassira, 2019). Infelizmente, muitos pacientes ndo respondem adequadamente aos
tratamentos convencionais e apresentam perda de qualidade de vida. Nesta secdo,
queremos discutir a escassez de ensaios clinicos usando apenas CBD para dor crénica e

possiveis falhas nos protocolos dos estudos publicados até agora, por isso nao
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discutiremos estudos que avaliaram o tratamento com a combinacdo de THC + CBD em
pacientes.

Desde o inicio dos anos 2000, os ensaios clinicos envolvendo o CBD mostraram
efeitos que variam de placebo a altamente eficaz para dor crénica (Navarrete et al.,
2021; Russo, 2008). Em nossas pesquisas, encontramos apenas 5 estudos publicados
com tratamento apenas com CBD (Tabela S2 em Apéndice B). Desses estudos em 2 néo
encontramos os resultados dos tratamentos em bancos de dados; no entanto, podemos
destacar que eles apresentaram uma grande disparidade na dosagem utilizada e nos
tempos de tratamento, de 10-20 mg/kg (12 semanas) a 50-600 mg/kg (28 dias),
respectivamente para pacientes com artrite reumatoide ou espondilite anquilosante
(Hendricks et al., 2019) e pacientes em diagnostico de céancer avancado
histologicamente comprovado (metastatico ou localmente avancado) (Good et al.,
2019).

O ensaio clinico mais antigo, publicado em 2018, foi realizado com pacientes entre
58 e 75 anos com dor cronica (transplantados renais), utilizando 50-150 mg/kg de CBD
duas vezes ao dia por 3 semanas. O estudo aponta efeitos positivos na dor cronica,
porém, sua amostra é restrita a 7 pacientes, trata-se de um ensaio ndo randomizado, sem
controle placebo, e os efeitos adversos foram relatados foram nduseas, boca seca,
tontura, sonoléncia e intermiténcia a episodios de calor (Cufietti et al., 2018).

Recentemente, a eficacia do 6leo de CBD topico no alivio sintomatico da neuropatia
periférica através da aplicacdo transdérmica de 6leo de CBD demonstrou melhorar a dor
em pacientes com neuropatia periférica (Xu et al., 2020). Em outro ensaio clinico, eles
avaliaram os efeitos do extrato de CBD no uso concomitante de opioides e
demonstraram que o CBD pode reduzir significativamente o uso de opioides e melhorar
a dor cronica, além disso, ndo foram relatados eventos adversos significativos (Capano
et al., 2020). Deve-se notar que ambos 0s ensaios ndo atendem a todos o0s requisitos
padrdo-ouro para ensaios clinicos, por exemplo, Capano e cols. (Capano et al., 2020) ¢
um estudo ndo randomizado sem controle placebo, e Xu e cols. (Xu et al., 2020) ndo €
duplo-cego.

Um ponto critico é o fato de que muitos ndo possuem estudos preliminares para
estabelecer a dose utilizada nos pacientes (independente da doenca ou lesdo tratada),
permitem que o sujeito experimental use outros medicamentos (analgesicos ou néo), e
muitos ndo realizam qualquer avaliagcdo com testes de ansiedade, depressdo ou qualquer

outra comorbidade nos pacientes. Além disso, ndo ha estudos publicados que tenham



Pagina |53

investigado completamente essas interacdes entre 0 CBD e outros analgésicos (Bonini
et al., 2018; Booth et al., 2017; Gongalves et al., 2020). No entanto, muitos ensaios
clinicos avaliam a analgesia do CBD em pacientes que ja sdo mantidos com outros
analgesicos, o que pode ignorar o efeito teto, além de ignorar os efeitos do CBD como
"modulador” do humor (Genaro et al., 2017). A dor estd altamente associada a
ansiedade e a depressdo (Calvo et al., 2019; Goesling et al., 2018; Kremer et al.,
2020), e essa relagdo bidirecional deve ser avaliada em ensaios clinicos, pois em
modelos animais o CBD demonstrou ter efeitos ansioliticos (Campos et al., 2013;
Guimarées et al., 1990; Silva-Cardoso et al., 2021), e isso somado aos efeitos
analgésicos ou anti-inflamatérios pode trazer muitos beneficios terapéuticos para
pacientes que ndo s6 tém dor crbnica, mas também na ansiedade ou depressao.

Apesar disso, ndo ha estudos sobre administracdo crénica de CBD em pessoas
saudaveis, algo fundamental para refletir o uso em pessoas com doencas cronicas que
infelizmente fazem uso de medicacdo a longo prazo (por anos ou a vida toda). Estudos
em animais com tratamento crénico com CBD duram vérias semanas, até varios meses,
0 que pode refletir o uso a longo prazo em pessoas, mas as diferencas ndo podem ser
excluidas. Pesquisas mais detalhadas sdo necessarias para esclarecer esses efeitos.

Em resumo, esses ensaios clinicos j& adicionaram evidéncias para apoiar pesquisas
futuras sobre a eficacia do CBD na dor neuropética. Obviamente, sdo necessarios mais
estudos para examinar diretamente o efeito do alivio da dor crdnica do CBD. Assim
como mais estudos que abordem todos os critérios para que um ensaio clinico seja

considerado do tipo “padrdo ouro”.

7. Concluséo e perspectivas futuras

Em resumo, o CBD é um composto natural bem tolerado e seguro que exerce efeitos
analgésicos em varios modelos animais de dor cronica, bem como em estudos clinicos.
O tratamento crénico com CBD permite que efeitos terapéuticos de longo prazo sejam
alcancados sem efeitos colaterais significativos ou o desenvolvimento de tolerancia. Na
maioria dos estudos em animais, eles demonstraram exercer efeitos analgésicos,
diminuindo a hiperalgesia e a alodinia mecanica/térmica através de varias vias de
administracdo. No entanto, o tratamento agudo com CBD pode néo ser suficiente para
combater a causa da dor e proporcionar um efeito que dura varias horas (dependendo do

modelo da doenca, dose e via de administracdo). Infelizmente, ndo encontramos uma
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ampla gama de ensaios clinicos, porém, os poucos encontrados apresentaram bons
resultados iniciais.

Embora muitos estudos pré-clinicos tenham mostrado avangos notaveis e respostas
favoraveis ao uso do CBD para dor cronica, ainda sdo necessarios cuidados, quanto a
desenhos experimentais, principalmente devido a caracteristica multifatorial do
estabelecimento da cronicidade e seus multiplos eliciadores. Estudos pré-clinicos que
foquem em desvendar os mecanismos do CBD ainda sdo necessarios para fornecer mais
suportes dos efeitos analgésicos na dor crbnica, e aumentar nossa compreensdo dos
mecanismos dessa molécula. Em conclusdo, o uso de CBD parece ser uma estratégia
promissora para 0 tratamento da dor cronica e uma oOpgdo para pacientes nao
responsivos aos tratamentos convencionais para dor crénica, felizmente, nos Gltimos
anos, estamos testemunhando uma onda constante de paises que estdo legalizando o uso
medicinal da Cannabis que favorece o desenvolvimento de mais pesquisas clinicas com

esses compostos como 0 CBD em estudos pré-clinicos e nos ensaios clinicos.
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Capitulo 1T

O Canabidiol reverte efetivamente a alodinia mecénica e

térmica, hiperalgesia e comportamentos ansiosos em um

modelo de dor neuropatica: possivel papel dos receptores CB1
e TRPV1
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Este capitulo da tese é uma adaptacdo do manuscrito publicado na Neuropharmacology,
na edicdo de outubro de 2021 (doi: 10.1016/j.neuropharm.2021.108712), intitulado
“Cannabidiol effectively reverses mechanical allodynia, hyperalgesia, and anxious
behaviors in a neuropathic pain model: evidence of the role of CB1 and TRPV1

receptors”.

1. Contextualizacéo

As propriedades farmacoldgicas e terapéuticas do CBD sdo amplamente
demonstradas e seu mecanismo de acdo é complexo, envolvendo varios sistemas,
incluindo sua atividade no endocanabindide (receptores CB1 e CB2) e no sistema
endovanildide (TRPV1R). Atualmente, sabe-se que o CBD esté associado a diferentes
alvos, que incluem, além dos receptores acoplados a proteina G, como 0s receptores
endocanabindides (CB1R e CB2R) e TRPVIR, respectivamente, e 0 receptor
serotoninérgico 5-HT1A. Acredita-se que os dois Ultimos receptores sejam 0s principais
alvos do CBD (Almeida e Devi, 2020). Aléem disso, estudos anteriores demonstraram
que o CBD atua como agonista do TRPV1 e causa rapida dessensibilizacdo do receptor.
De fato, esses mecanismos podem ser a base para a dessensibilizacdo do nociceptor e
para o efeito terapéutico do CBD em modelos animais e pacientes com dor cronica
(Anand et al., 2020; Britch et al., 2020).

O CBI1R e TRPVIR, sdo expressos em varias regides cerebrais intimamente
relacionadas com a modulacdo do comportamento emocional e sensibilidade a dor
(Cristino et al., 2006; Mezey et al., 2000), incluindo o cortex cingulado anterior
(ACC) (Lomazzo et al., 2017, Okine et al., 2016), cortex insular agranular (AIC)
(Moldrich e Wenger, 2000; Roberts et al., 2004), complexo basolateral da amigdala
(BLA) (Becker e Carrasquillo, 2019; LeDoux, 2003; Wilson et al., 2019) e
hipocampo dorsal (HD) e ventral (HV) (Fiore e Austin, 2019; Pourreza et al., 2018).
Dessa forma, estruturas corticais como o ACC sdo ativadas por estimulos nocivos e
contextuais e estdo envolvidas no processamento da dor, principalmente na dor afetiva
(Bliss et al., 2016; Gungor e Johansen, 2019; Xiao e Zhang, 2018). Da mesma forma,
o0 AIC é ativado em resposta a estimulos nocivos, processamento de dor fisica ou
psicoldgica (Benarroch, 2019; Lu et al., 2016; Salimi e Tamaddonfard, 2019). Além
disso, estruturas limbicas como o BLA também estdo envolvidas na modulacdo da dor
neuropatica, integrando o0 neurocircuito que processa 0 componente afetivo-

motivacional da dor (Becker e Carrasquillo, 2019; Butler et al., 2017; Seno et al.,
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2018; Wilson et al., 2019). O hipocampo estd envolvido com a modulacdo da
percepcao da dor, uma vez que as alteracdes sinapticas no HD - inibem a potenciacédo a
longo prazo nas sinapses em CA3 e CAL, estdo subjacentes os déficits cognitivos que
acompanham a dor cronica. Por outro lado, o HV tem um papel nas dimensdes
perceptivas e afetivas da dor (Cardoso-Cruz et al., 2013; Fiore e Austin, 2019; Liu et
al., 2017; Maet al., 2019; Pourreza et al., 2018; Zheng et al., 2017).

Considerando que o envolvimento do CBD na modula¢do nociceptiva ndo é
totalmente compreendido, este estudo teve como objetivo avaliar se o tratamento
subcrénico sisttmico com CBD pode alterar a sensibilidade mecénica e térmica e o
componente afetivo-motivacional no modelo de dor neuropética induzida por CCl em
ratos. Além disso, avaliamos a imunorreatividade de CB1R e TRPV1R no ACC, AIC,
BLA, HD e HV desses animais.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

Os experimentos foram realizados em 60 ratos Wistar machos (£ 250g com 8
semanas de idade) oriundos do biotério da Universidade de S&o Paulo (Ribeirdo Preto,
SP, Brasil). Todos os animais foram mantidos em caixas coletivas (densidade
populacional de 4 ratos) de polipropileno 35 x 19 x 25 cm forradas com maravalha, em
ambiente com temperatura controlada (24°C + 1°C), com agua e racdo ad libitum. O
mesmo experimentador realizou os testes de nocicepcao e a avaliagdo comportamental.
Os grupos foram organizados aleatoriamente e foi realizado a analises as “cegas” pelo
experimentador (no tratamento ou na condi¢do) por meio de um sistema de marcacdo de
cores e numeros na cauda dos animais (cédigo individual). Todos os protocolos
experimentais foram realizados de acordo com as recomendacdes do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal - Ministério da Ciéncia e Tecnologia, Brasil e
receberam a aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de S&o
Paulo Campus Ribeirdo Preto, protocolo nimero 2018.1.103.58.5 (Apéndice C). Todos
0s cuidados foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e utilizar o menor

ndmero de animais possivel.
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2.2. Lesdo por constricdo crénica do nervo ciatico (CCI)

A neuropatia periférica foi induzida pela constricdo do nervo ciatico (Dias et al.,
2013), de acordo com um método previamente descrito por Bennett & Xie (Bennett e
Xie, 1988). Para isso, os ratos foram anestesiados com a associacdo de cloridrato de
cetamina 10% (75 mg/kg, Cetamin, SYNTEC, Barueri — SP/Brasil) e cloridrato de
xilazina 2% (10 mg/kg, Xilazin, SYNTEC, Barueri — SP/ Brasil) administrado por via
intramuscular no membro posterior. Em seguida, os animais foram colocados em mesa
cirurgica (posicao dorsal), foi realizada tricotomia interna nos membros pélvicos e a
area foi desinfetada com iodopolvidina (Rioquimica, Sdo José do Rio Preto — SP/
Brasil). A incisdo de 1,5 cm foi feita na face interna da coxa, atingindo a fascia
muscular para separar 0s musculos glateos e o musculo biceps femoral com exposicao
do nervo ciatico. A disseccdo foi realizada na altura do pequeno trocanter do fémur em
comprimento, medindo cerca de 8 mm a partir do nervo ciatico proximal. A constri¢cdo
foi realizada com fio Catgut cromado 4-0 (Bioline - fios/cirurgico, Anapolis — GO
Brasil) e transfixado com o mesmo fio com miniagulha 3/8. O nervo ciatico foi
transfixado em 3/4 de seu diametro e constringido em um local. Ao final, os mdsculos
foram liberados e a pele suturada com fio de algoddo foi devolvida ao seu local de
origem. No grupo controle falsamente operado (SHAM), o nervo ciatico nao foi exposto
ou estirado. Logo apds a ligadura do nervo, o tecido epitelial foi suturado com fios de
seda 2.0. A linha de base dos animais nos testes nociceptivos foi realizada antes da
cirurgia CCl ou SHAM. As cirurgias foram realizadas entre 9h e 15h, sendo utilizado
alcool 70% para limpeza da mesa e 0 GermeRio (Rioquimica, S&o José do Rio Preto —
SP/Brasil) para desinfec¢do do instrumental cirdrgico a cada cirurgia.
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Figura 6. Desenho experimental. Os animais foram submetidos a mensuracdo das
linhas de base TN (Acetona, von Frey e Placa quente). Em seguida, os animais foram
submetidos a cirurgia CCl ou SHAM. TN foram realizadas 6, 12 e 18 dias ap0s a cirurgia. O
TCA foi realizado no 23° dia 1 hora ap6s o tratamento. A sessdo de teste foi realizada no 24° dia
e em seguida o tecido foi coletado para imuno-histoquimica. Abreviaturas: TN - testes de
nocicepcdo, CCI - lesdo por constricdo crénica, VEI - veiculo, CBD - canabidiol, TCA — teste
de campo aberto, BLA - complexo basolateral da amigdala, CAl - regido 1 do corno de
Amon (dorsal e ventral), ACC — cortex cingulado anterior, AIC - cértex insular agranular;

GrDG - camada granular do giro denteado do hipocampo (dorsal e ventral), CA3 - regido 3 do

corno de Amon (dorsal e ventral). Fonte: Autoria prépria.

2.3. Tratamento com CBD

O CBD (99,6% de pureza; BSPG-Pharm, Sandwich, UK) foi diluido em solucéo
de veiculo (VEI, 98% de solucdo salina, 2% de Tween 80). VEI ou CBD foi
administrado diariamente (1ml/kg; intraperitonealmente) por trés dias em doses de 0,3,
3, 10 ou 30 mg/kg. Foi administrada uma injecdo diaria, considerando a elimina¢do do
tempo e meia-vida do CBD para promover a manutencdo da droga no organismo
(Deiana et al., 2012). Cada administracdo foi realizada 60 minutos antes dos testes
nociceptivos, intervalo de tempo baseado no tempo de absorcdo plasmatica do CBD
(Britch et al., 2020). No presente estudo foram realizados sete grupos experimentais (n
= 6-8 para cada grupo), dois grupos SHAM (os animais foram tratados com VEI ou
CBD na dose de 3 mg/kg) e cinco grupos CCI (os animais foram tratados com VEI ou
com CBD nas doses de 0,3, 3, 10 ou 30 mg/kg). O tratamento com CBD foi iniciado no
22° dia apos a cirurgia (CCI ou SHAM). Veja o desenho experimental na Figura 6 e 7.
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2.4 Avaliacdo da sensibilidade mecanica

A sensibilidade mecanica foi avaliada pelo aumento da pressdo na pata dos
animais (von Frey eletronico, Insight Instrumentos, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil),
aplicada por um analgesimetro eletrénico (Deuis et al., 2017). No primeiro dia
experimental, antes da cirurgia da lesdo por constricdo crénica, todos os animais foram
colocados na caixa de teste por 10 min (periodo de habituac&o). Apos esse tempo, forcas
progressivas crescentes do filamento de um analgesimetro eletrénico de von Frey foram
aplicadas na superficie plantar da pata traseira até a retirada da pata. O limiar de retirada
mecanica foi avaliado nas patas contralateral e ipsilateral a cirurgia. O limiar mecéanico
da pata (em gramas) foi calculado como a média de trés valores obtidos em cada sesséo
(Deuis et al., 2017; Wu et al., 2008). As sessdes foram realizadas ap6s 6, 12 e 18 dias
da cirurgia e a sessdo teste no 24° dia (3° dia de tratamento com CBD ou VEI). Os
animais foram subdivididos em coortes para respeitar a faixa de melhor efeito da droga,
para que todos os testes fossem realizados seguindo o mesmo critério. Os testes de von
Frey foram realizados entre 9h e 13h, com habituacdo de 60 minutos na sala antes do
teste, com iluminacdo da sala na faixa de 60 lux e limpeza do aparelho com alcool 20%

e papel toalha.

2.5 Sensibilidade térmica ao frio

Foi utilizado o teste de instilacdo plantar de acetona, que mede a alodinia ao frio
induzida pela constricdo do nervo ciatico (Deuis et al., 2017). Durante o procedimento,
os ratos foram colocados em caixas de acrilico com piso de 5 mm?2 correspondente a
uma rede de malha de arame ndo maleavel de 1 mm, e ap6s o tempo de habituacdo (10
min), instilou-se um jato de 100 pul de acetona no patas traseiras esquerda e direita com
seringa de insulina, a uma distancia de aproximadamente 5 mm da pata através da
malha da caixa de observacdo. Apos a aplicacdo do estimulo, o comportamento foi
avaliado durante 2 minutos utilizando a seguinte pontuacdo: 0 (sem estimulo-resposta),
1 (retirada rapida ou movimento da pata), 2 (movimento repetido da pata) e 3
(movimentos repetidos de a pata traseira e lamber a pata) (Deuis et al., 2017; Flatters e
Bennett, 2004). A resposta foi considerada a pontuagdo a um estimulo frio, e 0 aumento
ou reducdo dos valores encontrados foi interpretado como alodinia ou hipoalgesia fria,
respectivamente. As sessdes foram realizadas apos 6, 12 e 18 dias da cirurgia de lesdo
por constricdo cronica e a sessdo teste no 24° dia (3° dia de tratamento com CBD ou

VEI). Os animais foram subdivididos em coortes para respeitar a faixa de melhor efeito
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da droga, para que todos os testes fossem realizados seguindo o mesmo critério. Para
tanto, os animais foram avaliados no teste de von Frey e no teste da acetona apds o
intervalo de 10 min. O teste de instilacdo plantar foi realizado entre 9h e 13h, com
iluminacdo da sala na faixa de 60 lux e limpeza do aparelho com alcool 20% e papel

toalha.

2.6. Sensibilidade térmica ao calor

O teste da placa quente avalia 0 tempo que 0s animais permanecem em uma
superficie metalica aquecida (50 £+ 1°C) até reagirem ao estimulo térmico (Deuis et al.,
2017). Inicialmente, os animais sdo colocados na placa aquecida, e a resposta a
estimulagdo térmica (salto, retirada ou lambida das patas traseiras ou dianteiras) foi
registrada. Foi adotado um tempo de corte de 30 segundos para evitar possiveis lesdes
na exposicdo da pata do animal a um estimulo térmico nocivo de longa duracdo (Deuis
et al., 2017). As sessbes foram realizadas apds 6, 12 e 18 dias da cirurgia de lesdo por
constricdo cronica e a sessao teste no 24° dia (3° dia de tratamento com CBD ou VEI).
Os animais foram subdivididos em coortes para respeitar a faixa de melhor efeito da
droga, para que todos os testes fossem realizados seguindo 0 mesmo critério; portanto,
os animais foram testados no teste de von Frey, seguido do teste da acetona ap6s o
intervalo de 10 min e o teste da placa quente ap6s o intervalo de 10 min. O teste da
placa quente foi realizado entre 9h e 13h, com iluminacdo da sala na faixa de 60 lux e

limpeza do aparelho com alcool 20% e papel toalha.

2.7. Avaliagéo da atividade locomotora e comportamento ansioso

O padrédo de locomocgédo e comportamento ansioso foram avaliados no teste de
campo aberto (TCA) no 23° dia experimental, ap6s 2 dias de tratamento com CBD ou
VEI. Os animais foram colocados no centro do aparato e 0 comportamento exploratério
foi registrado por 5 minutos para analise comportamental (Prut e Belzung, 2003). Os
pardmetros utilizados para avaliar o padrdo de locomocdo do animal no TCA foram o
tempo gasto no centro e na borda do aparato. Por fim, foram contados os nimeros de
cruzamentos entre os quadrantes para investigar possiveis alteracfes na atividade
locomotora e possiveis efeitos sedativos, que podem interferir na avaliacdo dos testes
nociceptivos, uma vez que os indices de avaliacdo dependem das respostas motoras.
Medidas complementares no TCA, como elevagdo, autolimpeza e congelamento

também foram avaliadas. Os animais foram subdivididos em coortes para respeitar a
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faixa de melhor efeito da droga para que todos os testes fossem realizados seguindo o
mesmo critério. Os testes de TCA foram realizados entre 11h e 13h, com habituacéo de
60 minutos na sala antes do teste. A intensidade da luz foi medida no centro do aparelho
(60 luxes). Os testes foram registrados, armazenados e analisados, e o aparelho foi

limpo com alcool 20% e papel toalha.

2.8. Imunofluorescéncia para CB1R e TRPV1R

Ap0bs os procedimentos comportamentais, 0s animais foram anestesiados com
xilazina 4% (30 mg/kg) e cetamina 10% (225 mg/kg), e em seguida, foram submetidos
a perfusdo transcardial com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M a
20°C, seguida de solucdo de Somogyi (paraformaldeido 8% em solugdo de fosfato 0,1
M+ 4 mL de glutaraldeido 25% + 300 mL de acido picrico). Apos a perfusdo, 0s
encéfalos foram removidos e fixados em solucdo de Somogyi por 4 horas, seguido de
crioprotecdo tecidual em solucdo de sacarose a 30%. Os encéfalos fixados foram
congelados em isopentano e armazenados a -80°C para as técnicas imuno-
histoquimicas. Os cortes coronais foram cortados em série com 40 um de espessura
(secdes flutuantes) e foram obtidos cortes das regides do ACC, AIC, BLA, HD e HV
para andlise imuno-histoquimica (Paxinos, 2008) e os cortes flutuantes foram
armazenados em solucdo anticongelante (50% PBS, 30% etilenoglicol, 20% glicerol) a -
20°C.

Para imunocoloracdo, a mesma secdo foi pré-incubada por 1 h em 10% de soro
de cabra normal (NDS, Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, EUA)
em PBS, pH 7,4 contendo 0,3% de Triton X-100. As sec¢6es foram entdo incubadas por
16 horas em mistura dos mesmos anticorpos primarios (anti-CB1R e anti-TRPV1R,
diluidos 1:1000 em soro normal de cabra, respectivamente) a 4°C sob agitacdo continua
com um anticorpo policlonal anti-coelho que reconhece o receptor C-terminal de CB1
(Abcam, AB23703) diluido 1:1000 em soro de cabra normal. Apoés trés lavagens, as
sec¢Oes foram incubadas a temperatura ambiente durante 2 h em 1gG de cabra anti-
coelho H & L Alexa fluor 488 (Ab 150077) diluido 1:1000 em soro normal de cabra. O
mesmo procedimento foi seguido para imunocoloracdo de TRPVI1R usando um
anticorpo policlonal de camundongo que reconhece o C-terminal do receptor de
TRPVI1R (Abcam, ab203103) diluido 1:1000 e IgG anti-camundongo Rodamina B de
camundongo (AP192R). A secdo de controle negativo foi incubada da mesma forma

descrita, mas sem o anticorpo primario. As laminas foram montadas em meio de
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montagem Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) e armazenadas em

geladeira.

2.9. Analise de imagem

As imagens de imunofluorescéncia foram capturadas em um microscopio de
fluorescéncia equipado com filtros apropriados (Olympus BX61VS). Os sinais
imunorreativos de CB1R e TRPVI1R foram analisados em aumento de 400x conforme
descrito anteriormente (Silva-Cardoso et al., 2021). Para analisar as imagens de
imunofluorescéncia, foi utilizado o metodo Integrated Optical Density (IOD). Foram
analisadas seis fatias por animal para cada estrutura de interesse, com uma amostra de 6
animais selecionados aleatoriamente por grupo. A intensidade foi analisada usando o
software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) e o valor médio da densidade integrada (o
produto da area e o valor médio de cinza) foi calculado usando o valor médio de 3
regides de interesse (ROI) selecionados aleatoriamente dentro de cada estrutura de cada
animal. Em &reas menores, como CAl, CA3 e GrDG, foram utilizadas 3 ROIs com
2.500 um2, enquanto em BLA, ACC e AIC foram utilizadas 3 ROIs com 10.000 um?2.

2.10. Anélise estatistica

Os dados sdo representados como média * erros padrao. O delta de recuperacao
obtido nos testes nociceptivos e os resultados do teste de campo aberto foram analisados
por ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey para comparacdo dos grupos
experimentais (fator de tratamento). Os resultados dos testes nociceptivos (von Frey,
acetona e placa quente) e imunofluorescéncias foram analisados por ANOVA de duas
vias (tratamento e condicao), seguido do teste de Tukey para comparag¢fes multiplas. O
nivel de significancia foi estabelecido em P < 0,05 para todas as analises. As figuras e

estatisticas foram preparadas usando o software Prism (versdo 8.0, GraphPad Software).

3. Resultados

3.1. Efeitos antialodinicos e anti-hiperalgésicos do tratamento subcrénico
com CBD

A sensibilidade somatica foi examinada em ratos SHAM e CCI, foi avaliado o
limiar mecénico e térmico antes da cirurgia (linha de base), e nos dias 6, 12, 18 ap6s a

cirurgia e no dia 24 ap0s trés dias de tratamento com CBD ou VEI (Figura 5). ANOVA
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bidirecional para medidas repetidas foi aplicada aos dados, e o fator de condicdo
(SHAM vs. CCI), fator de tratamento (VEI vs. CBD) e o fator de interagéo (condicao
vs. tratamento) sdo descritos na Tabela 1.

Teste de Fator Condicéo Fator tratamento Interagéo o .
nocicepcéo (SHAM vs CCl) (VEI vs CBD) (condicéo vs tratamento) 9 G IEEUFEEED
von Fre Fa,20=776.9, Fe,30=347,8, F24,120= 52,21, Fe, 43= 54,49,
Y P < 0,0001 P <0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001
Acetona F4,20=135,2, Fe, 30=150,5, F24,120= 22,79, Fe, 45 = 36,82,
P <0,0001 P =0,0191 P <0,0001 P <0,0001
F4,20=215,5, Fe, 30 = 284, F24,120 = 39,88, Fe,45= 57,51,
Placa quente P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001

Tabela 1. Dados originais dos testes nociceptivos (von Frey, Acetona e Placa quente)
submetidos a ANOVA de duas vias (tratamento e condigdo), ¢ dados A% de recuperacdo
submetidos a ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey para comparacdo dos grupos
experimentais (fator de tratamento), seguido do teste de Tukey para compara¢des multiplas. O
nivel de significancia foi estabelecido em P< 0,05 para todas as analises. Adaptado de Silva-
Cardoso et al., 2021.

O tratamento com CBD reverteu a alodinia induzida pelo CCI ap6s trés dias de
tratamento. Nos animais SHAM, o limiar mecéanico ndo foi modificado durante todo o
protocolo (Figura 7A). A andlise estatistica (Tabela 1) do limiar mecéanico para 0s
grupos SHAM e CCI mostrou uma diferenca na condicdo, tratamento e interacdo entre
condigdo e tratamento. O pos-teste de Tukey revelou uma diferenca significativa (P <
0,05) nos grupos CCI-CBD (VEI, 0,3, 3, 10 e 30 mg/kg) comparando o limiar mecanico
na linha de base com o limiar mecéanico nos dias 6, 12, e 18 (Figura 7A). Ap06s 0
tratamento com CBD subcrdnico (24° dia experimental), o grupo tratado com a dose de
CBD 3 mg/kg néo apresentou diferenga no limiar mecanico quando comparado com sua
respectiva linha de base (P < 0,05, teste de Tukey), enquanto nos outros grupos, o0 CBD
ndo restaurou o limiar mecénico a linha de base e a diferenca permaneceu (Figura 7A).
No entanto, no 24° dia experimental, houve diferenca significativa no limiar mecéanico
dos grupos tratados com CBD quando comparados ao grupo CCI-VEI, sendo que o
grupo com 3 mg/kg de CBD diferiu dos demais grupos CCI-CBD (0,3, 10 e 30 mg/kg).

Para a andlise do limiar térmico foram utilizados dois testes distintos, o teste da
acetona para avaliagdo da sensibilidade ao frio e o teste da placa quente para avaliagéo

da sensibilidade ao calor. ANOVA de duas vias para medidas repetidas (Tabela 1)
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mostrou uma diferenca na condigdo, tratamento e interacdo entre o tratamento e
condig&o para os dois testes. A pontuagdo ou laténcia nos grupos SHAM néo se alterou
ao longo do tempo experimental em ambos os testes. O pos-teste de Tukey mostrou que
houve reducdo no escore do teste de acetona em todos o0s grupos ap6s o CCI em relacao
ao basal (P < 0,05) com os dias 6, 12 e 18 (Figura 7B). A cirurgia também reduziu a
laténcia no teste da placa quente em todos 0s grupos experimentais em comparagao com
a linha de base (P < 0,05, Figura 7C). No entanto, no 24° dia apds o tratamento com
CBD, apenas o grupo CCI-VEI apresentou diferenca na pontuacdo ou laténcia em
relacdo ao seu valor basal (P < 0,05, teste de Tukey). Além disso, no 24° dia, todos 0s
grupos CCI-CBD (todas as doses de CBD, 0,3, 3, 10 e 30 mg/kg) apresentaram
pontuacOes e laténcias semelhantes as suas respectivas linhas de base, mas diferiram do
grupo CCI -VEI (P < 0,05, teste de Tukey, Figura 7B, e Figura 7C).

Como analise complementar, avaliamos a porcentagem de recuperacgdo do limiar
apos tratamento sistémico subcrénico com CBD (Figura 7 D, E e F) usando 0s seguintes
parametros: A % de recuperagdo = (valor do limiar mecanico ou térmico no dia 24 dia
experimental — o valor do limiar mecénico ou térmico na linha de base) /100. Esta
analise adicional revelou que a dose de 3 mg/kg de CBD apresenta 0 melhor efeito no
teste de von Frey, apresentando a melhor recuperacdo no limiar mecanico (Figura 7D).
A ANOVA uma via mostrou diferencas significativas no A% de recuperagdo no teste de
von Frey (Tabela 1). O pds-teste de Tukey evidenciou diferenca (P< 0,05) quando
comparado ao A % de recuperacao dos grupos CCI-CBD com o grupo CCI-VEI (Figura
7D). O grupo CCI-CBD 3 mg/kg foi diferente dos grupos CCI-CBD 0,3, 10 e 30 mg/kg.
No limiar térmico avaliado no teste de acetona e teste da placa quente, a analise
estatistica indicou diferenca significativa (ANOVA uma via), e 0 pds-teste de Tukey
revelou que os grupos CCI-CBD foram diferentes quando comparados ao grupo CCI-
VEI (P< 0,05, Figura 7E e F).
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Figura 7. O tratamento subcrdnico CBD reverteu o limiar de retirada mecénica, reduz a alodinia
térmica e hiperalgesia induzida pelo CCI. Sensibilidade mecénica avaliada pelo teste de von
Frey (A), e sensibilidade térmica avaliada nos testes de acetona (C) e placa quente (E). Os
limiares mecanicos ou térmicos foram avaliados na linha de base (Basal), ap6s CCl ou SHAM,
dias 6, 12 e 18, e ap6s o tratamento com CBD (nas doses 0,3, 3, 10 e 30 mg/kg/dia, i.p., por trés
dias, a partir do 22° dia experimental) ou VEI no dia 24. (B, D e F) representam as analises
complementares sobre o A da porcentagem de recuperagdo nos testes de von Frey, acetona e
placa quente. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao grupo CCI-VEI; #P< 0,05 O teste de
Tukey comparou o CCI-CBD 3 com outros grupos de CCI-CBD; & P < 0,05 teste de Tukey
comparado com sua respectiva linha de base. Os dados representam médias + erros padrdo. N =
6 para cada grupo experimental. A representa o limiar no 24° - o limiar no 18%limiar basal.
Abreviaturas: TN: testes nociceptivos; TCA: teste de campo aberto; CCI: cirurgia de constricdo

crénica. Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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3.2. O tratamento subcrénico com CBD promove efeitos ansioliticos em um
modelo de dor CCI

O TCA foi realizado para avaliar os efeitos do CBD no comportamento
emocional e na atividade locomotora (Figura 8). Os resultados estatisticos da ANOVA
unidirecional séo descritos na Tabela 2. Antes de considerar nossos dados de tratamento
com CBD, analisamos se nosso modelo de inducdo de dor crbénica modificou a
porcentagem (%) de tempo gasto no centro e o numero de cruzamentos no TCA. O teste
T-Student aplicado mostrou reducéo da % de tempo gasto no centro no grupo CCI-VEI,
quando comparado ao grupo SHAM-VEI (P < 0,0001, Figura 6A). Nao foram

observadas diferencas no nimero de cruzamentos (Figura 8B).

TCA
% de tempo no centro Fes, 49= 29,73, P < 0,0001
Numero de cruzamentos F 6 49 = 3,074, P=0,0124
congelamento Fe, 43=9,248, P < 0,0001
Auto-limpeza Fs 43= 12,56, P < 0,0001
elevacédo Fe,42= 5,352, P = 0,0003

Tabela 2. Dados originais do TCA submetidos a ANOVA de uma via, seguido do teste de
Tukey para comparagdo dos grupos experimentais (fator de tratamento), seguido do teste de
Tukey para comparagfes multiplas. O nivel de significancia foi estabelecido em P < 0,05 para

todas as analises. Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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Figura 8. Tratamento subcrénico com CBD preveniu o comportamento ansiogénico induzido

pelo CCl, avaliada no TCA. O as medidas analisadas foram porcentagem (%) de tempo gasto no

centro (A), o nimero total de cruzamentos (B), tempo (s) de congelamento (C), autolimpeza,

(D), ou comportamento de elevacdo (E). O TCA foi realizado durante 5 min, 23 dias apds lesdo
de CCl ou SHAM e ap6s dois dias de tratamento com CBD (nas doses 0,3, 3, 10 e 30
mg/kg/dia, i.p., a partir do 22° dia experimental) ou VEI. *P < 0,05 teste de Tukey comparado
ao CCI-VEI; #P < 0,05 teste de Tukey em comparacdo com SHAM-VEI ou CCI-VEI. & P <

0,05 teste T-Student comparado ao SHAM-VEI. Os dados representam médias + erros padréo.

N = 6-8 para cada experimental. Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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Em relacdo aos grupos CCl e SHAM tratados com CBD em diferentes doses ou
VEI, a ANOVA de uma via aplicada mostrou diferenga na % de tempo gasto no centro
TCA. O pos-teste de Tukey revelou que o grupo CCI-CBD 3 mg/kg difere dos outros
grupos (P< 0,05, Figura 8A). O grupo CCI-CBD 10 mg/kg também é diferente quando
comparado ao grupo CCI-VEI (P < 0,05). Além disso, o numero de cruzamentos no
TCA ndo mudou em termos de condi¢édo (SHAM ou CCI) ou tratamento (VEI ou CBD)
(Figura 8B).

Em relacdo as medidas complementares (Tabela 2), os resultados evidenciaram
que O CCI produziu um aumento no comportamento de congelamento e autolimpeza
(grupo CCI-VEI, Figura 8C e D) que foram prevenidos pelo tratamento com CBD em
todas as doses. Além disso, o tratamento com CBD reduziu o comportamento de
congelamento no grupo SHAM (Figura 8C). A ANOVA de uma via (Tabela 2)
evidenciou diferenca no comportamento de congelamento. O pds-teste de Tukey
revelou que o grupo CCI-VEI é diferente dos demais grupos CCI (P < 0,05, Figura 8C).
Em relacdo ao comportamento de autolimpeza, ANOVA unidirecional seguida de pos-
teste de Tukey mostraram diferencas entre os grupos CCI-VEI e CCI-CBD (0,3, 3, 10 e
30 mg/kg), bem como quando o CCI-VEI foi comparado com SHAM-VEI (Figura 8D).
Além disso, ndo foi observada diferenca nos grupos SHAM tratados com VEI ou CBD
3 mg/kg (Figura 8D). Por fim, a ANOVA de uma via aplicada ao comportamento de
elevacdo mostrou diferenca entre os grupos (Figura 8E). O pos-teste de Tukey
evidenciou aumento do comportamento de elevacdo no grupo CCI-CBD 3 mg/kg (P <
0,05), quando comparado a todos 0s grupos experimentais (grupos SHAM e CBD,
Figura 8E).

3.3. O tratamento com CBD aumenta os receptores CB1 e TRPV1 em
regides envolvidas na modulacgdo da dor crénica

Neste conjunto de resultados, avaliamos a imunofluorescéncia de CB1R e
receptores TRPV1R no ACC, AIC, BLA, HD e HV no 24° dia experimental nos grupos
CCI ou SHAM apds CBD tratamento subcrénico (durante trés dias, comegando no 22°
dia experimental) utilizando a dose de 3 mg/kg CBD ou VEI. A Figura 9 mostra as
regides encefélicas analisadas neste protocolo. Descri¢Oes estatisticas de ANOVA de
duas vias sdo apresentadas na Tabela 3.
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Expressao do receptor CB1
Rediio Fator condicdo Fator tratamento Interacdo
g (SHAM vs CClI) (VEl vs CBD) (condic&o vs tratamento)
ACC F1,68 =355,7, P <0,0001 | F16s=1012,0,P <0,0001 | F1 65 =284,2,P <0,0001
IAC F1 68 =282,2, P <0,0001 | Fy6s=430,9, P <0,0001 F1 6s = 69,85, P < 0,0001
BLA F1,6s=100,5, P < 0,0001 F1 68 = 145,3, P < 0.0001 F 1,68 = 0,754, P = 0,3883
HD
CA1 F1 68 = 8,412, P = 0,005 F1 68 = 296,1, P < 0,0001 F 1,68 = 0,4129, P=0,5227
CA3 F1 6s = 86,3, P < 0,0001 F1 68 = 163,1, P < 0,0001 F16s = 91,17, P < 0,0001
GrDG F1 68 = 165,9, P <0,0001 | Fy,6s =257,1, P <0,0001 F1 6s = 150,4, P < 0,0001
HV
CA1 F1,66 =381,7, P <0,0001 | F1,6s = 66,60, P <0,0001 F1 68 = 44,84, P < 0,0001
CA3 F1,6s = 86,3, P < 0,0001 F16s = 163,1, P < 0,0001 F1,6s=91,17, P < 0,0001
GrDG F1,68 = 165,9, P <0,0001 | F1,6s =257,1, P <0,0001 F1,6s = 150,4, P < 0,0001
Expressao do receptor TRPV1
Redido Fator condigéo Fator tratamento Interacdo
g (SHAM vs CCI) (VEI vs CBD) (condicdo vs tratamento)
ACC F 16 =1151, P <0,0001 | F 16 =156,1, P<0,0001 | F16s=0,6195, P=0,4340
IAC F 168 =1615,P <0,0001 | F 16 =285,9, P<0,0001 | F16s=4958, P<0,0001
BLA F1,6s= 68,23, P < 0,0001 F1,6s= 60,03, P < 0,0001 F 1,68 = 0,9717, P=0,3277
HD
CA1l F1,6s= 381,7, P < 0,0001 F1,6s= 66,6, P < 0,0001 F1,6s= 44,84, P < 0,0001
CA3 | Fi6=324,5P<0,0001 |Free=2984,P<00001 | F (=1958 P<0,0001
GrDG F16s=184,7, P < 0,0001 F1 68 = 233,6, P < 0.0001 F16s= 6,59, P =0,0125
HV
CA1 F1 6s= 38,67, P < 0,0001 F1,6s= 115, P < 0,0001 F 1 6s = 3,618, P=0,0614
CA3 F1 68 = 25,97, P < 0,0001 Fi16s=1,222, P =0,2731 F 1 ¢s = 0,0037, P=0,9516
GrDG F16s=147,7, P < 0,0001 F16s=124,4, P <0,0001 F1 6s= 95,97, P < 0,0001

Tabela 3. Dados originais de Imunofluorescéncia para receptores CB1 e TRPV1 submetidos a
ANOVA duas vias, seguido do teste de Tukey, para comparagdo dos grupos experimentais
(fator de tratamento vs. condicdo), sequido do teste de Tukey para comparagcdes multiplas. O
nivel de significancia foi estabelecido em P < 0,05 para todas as analises. Adaptado de Silva-
Cardoso et al., 2021.
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Figura 9. Fotomicrografias representativas mostram areas analisadas do cértex cingulado
anterior (ACC, A e D), cértex insular agranular (AIC, A e D) e amigdala basolateral (BLA, B e
E), e CAl, CA3 e giro dentado do dorso (B e E) e hipocampo ventral (C e F) corados para o
receptor endocanabindide 1 (CB1R, AC, verde) ou receptor endovanildide 1 (TRPV1R, DF,
vermelho). Barras de escala = 1mm. Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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3.3.1. Imunorreatividade do receptor CB1

Os ensaios imuno-histoquimicos mostraram que o tratamento com CBD em
ratos com dor cronica aumentou a expressao do receptor CB1 no ACC, AIC, BLA, HD
e HV (Figura 10, 11 e 12). Além disso, encontramos expressdao aumentada de CB1R
associada ao fator de dor crénica no AIC, BLA (Figura 10) e no giro denteado do HD
(GrDG, Figura 11). Considerando a imunofluorescéncia do CB1R no ACC e IAC
regides, ha diferencas significativas na condicdo, tratamento e fator de interacdo (P <
0,05). Em relacdo ao BLA, a ANOVA duas vias mostrou diferenca tanto no fator de
condicdo quanto no tratamento; no entanto, ndo houve evidéncia de interacdo entre
condic&o e tratamento (ver Tabela 3).

O pds-teste de Tukey revelou que o grupo CCI-CBD aumentou a expressdo de
CB1R e foi diferente de CCI-VEI e SHAM-CBD (P < 0,05, Figura 10B). Além disso,
foi observado que o grupo SHAM-CBD apresentou um aumento significativo na
expressdo de CB1R, quando comparado ao seu respectivo grupo controle SHAM-VEI
(P < 0,05, Figura 10B). No teste post hoc, observou-se aumento da expressao de CB1R
no grupo CCI-VEI, quando comparado ao grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 10B) em
AIC e BLA. Além disso, a expressao de CB1R foi aumentada no BLA de SHAM-CBD,
quando comparado a SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 10B).

Para entender melhor os resultados das regides do hipocampo, HD e HV foram
divididos em trés sub-regides: CAl, CA3 e giro denteado (GrDG). A andlise da regido
CAl do HD mostrou que o tratamento com CBD promoveu um aumento na
imunorreatividade do CB1R. Esse aumento ocorreu em ambas as condi¢des cirirgicas,
SHAM e CCI. No entanto, esse aumento ndo foi observado nos grupos VEI (Figura
11B). Os resultados da intensidade de imunofluorescéncia para CB1R em CA1 (do HD)
mostraram uma diferenca significativa na condicdo e no tratamento, mas ndo mostraram
uma interacdo entre a condicdo e o tratamento (ver Tabela 3). O pos-teste de Tukey
revelou que os grupos CCI-CBD e SHAM-CBD diferem de seus respectivos grupos
controle CCI-VEI e SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 11B). Em relacdo a expressdo de
CB1R na regido CA3 e GrDG de HD, a analise estatistica mostrou diferenca na
interacdo condicdo, tratamento e condigcdo-tratamento. O pos-teste de Tukey revelou que
a expressdo de CB1R no grupo CCI-CBD foi diferente quando comparada aos grupos
CCI-VEI e SHAM-CBD (P < 0,05, Figura 11B). Em CA3 novamente, o grupo SHAM-
CBD foi diferente em relacdo ao grupo SHAM-VEI (Figura 11B). Além disso, a
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expressdo de CB1R foi aumentada em GrDG no grupo CCI-VEI, quando comparado ao
seu respectivo grupo controle SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 11B).

A andlise da intensidade de imunofluorescéncia para CB1R no HV, a regido
CAl, CA3 e GrDG mostraram uma diferenca na condicdo, tratamento e interacédo
condicdo-tratamento (Tabela 3). O pos-teste de Tukey em CAL revelou expressdo
aumentada de CB1R em CCI-CBD e SHAM-CBD, quando comparados aos seus
respectivos grupos controle (CCI-VEI e SHAM-VEI, P< 0,05, teste de Tukey, Figura
12B). Além disso, o grupo CCI-CBD foi diferente do grupo SHAM-CBD (P < 0,05,
teste de Tukey, Figura 12B). Na regido CA3 (do HV), apesar do aumento da expressao
de CB1R no grupo CCI-CBD, essa alteracdo ndo foi observada no SHAM-CBD (Figura
12B). O pos-teste de Tukey mostrou que a expressdo de CB1R em CCI-CBD foi
diferente, quando comparada a CCI-VEI e SHAM-CBD (P < 0,05, Figura 12B). Na
regido do GrDG, o tratamento com CBD também aumentou a expressdo de CB1R no
grupo CCI (Figura 12B). O pos-teste de Tukey revelou que a imunorreatividade CB1R
no grupo CCI-CBD diferiu (P < 0,05) dos grupos CCI-VEI e SHAM-CBD (Figura
12B).
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Figura 10. (A) Coloragdo de imunofluorescéncia para o receptor endocanabinéide 1 (CB1R,
verde) no ACC, AIC e BLA no 24° dia experimental. (B) CB1R é mais expresso apés
tratamento subcronico (trés dias, comegando no 22° dia experimental) com CBD (3 mg/kg, i.p.)
em ratos com dor crénica induzida por CCI ou SHAM, guando comparados aos grupos tratados
com VEI. *P < 0,05 teste de Tukey em comparacdo com SHAM-VEI ou CCI-VEI. #P < 0,05
em comparagdo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD. N = 6 por grupo. Barras de escala = 200 pm.
Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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Figura 11. (A) Coloragdo de imunofluorescéncia para o receptor endocanabintide 1 (CB1R,
verde) nas regides CAl, CA3 e GrDG do HD no 24° dia experimental. (B) CB1 tem uma
expressao aumentada apos tratamento subcroénico (trés dias, iniciando no 21° dia experimental)
com CBD (3 mg/kg) em ratos com dor crbnica induzida por CCl ou SHAM, quando
comparados com grupos tratados com VEI. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao SHAM-VEI
ou CCI-VEI. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD. N = 6 por grupo.
Barras de escala = 200 um. Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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A Hipocampo Ventral
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Figura 12. (A) Coloragdo de imunofluorescéncia para o receptor endocanabintide 1 (CB1R,
verde) nas regides CALl, CA3 e GrDG do HV no 24° dia experimental. (B) CB1 tem uma
expressao aumentada apos tratamento subcronico (trés dias, iniciando no 21° dia experimental)
com CBD (3 mg/kg) em ratos com dor crbénica induzida por CCl ou SHAM, quando
comparados aos grupos tratados com VEI. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao SHAM-VEI
ou CCI-VEI. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD. N = 6 por grupo.
Barras de escala = 200 um. Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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3.3.2. Expressao do receptor TRPV1

Ensaios imuno-histoquimicos mostraram que o tratamento com CBD em ratos
com dor cronica aumenta a expressdo dos receptores TRPV1 (TRPV1R) (grupos CClI)
das regides analisadas. A condicdo cirurgica per se promoveu aumento do TRPV1R nas
regibes ACC, AIC, BLA, HD e HV (Figura 11, 12 e 13).

Considerando o TRPV1R no ACC e no BLA, ANOVA de duas vias mostrou
diferenga na condigdo e tratamento, mas ndo houve interacdo entre condigdo e
tratamento (ver Tabela 3). No AIC, a andlise estatistica mostrou uma diferenca
significativa na condicdo, tratamento e interacdo entre a condi¢do e o tratamento. No
entanto, nas trés regides, o grupo CCI-CBD diferiu dos grupos CCI-VEI e SHAM-CBD
(P < 0,05, teste de Tukey, Figura 13B). Os grupos CCI-VEI e SHAM-CBD foram
diferentes em comparagdo com o grupo SHAM-VEI (P < 0,05, teste de Tukey, Figura
13B).

Considerando as regides HD, a aplicagdo da ANOVA de duas vias (Tabela 3) na
andlise da intensidade da imunofluorescéncia de TRPV1R em CAl, CA3 e GrDG
mostrou uma diferenca na condicéo, fator de tratamento e interacdo entre a condicao e o
tratamento. O pos-teste de Tukey revelou que o grupo CCI-CBD foi diferente dos
grupos CCI-VEI e SHAM-CBD (P < 0,05, Figura 14B). O grupo CCI-VEI diferiu do
grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 12B). Além disso, no GrDG, o grupo SHAM-CBD
diferiu do grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 14B).

Em relacdo a regido HV, ANOVA de duas vias (Tabela 3) aplicada a intensidade
da imunofluorescéncia do TRPV1R em CAl e CA3 mostrou diferenca tanto na
condi¢do quanto no tratamento; no entanto, ndo houve interagcdo entre condigdo e
tratamento. A ANOVA de duas vias aplicada a expressdo de TRPV1R no GrDG
mostrou diferenca na condicdo, tratamento e interacdo entre condicao e tratamento. O
pos-teste de Tukey em CAL e GrDG revelou que o grupo CCI-CBD era diferente dos
grupos CCI-VEI e SHAM-CBD (P < 0,05, Figura 15B). No CA1, o grupo CCI-VEI
também foi diferente do SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 15B). O pds-teste de Tukey em
CA3 mostrou que os grupos CCI-CBD e CCI-VEI diferiram do respectivo controle.
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Figura 13. (A) Coloracdo de imunofluorescéncia para o receptor endovanildide 1 (TRPV1R,

vy

vermelho) no ACC, AIC e BLA no 24° dia experimental. (B) O tratamento subcrénico (trés
dias, a partir do 22° dia experimental) com CBD (3 mg/kg, i.p.) e a dor cronica induzida por
CCIl promoveram aumento da a expressdo do receptor TRPV1, quando comparado ao
tratamento com VEI e SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey em comparagdo com SHAM-VEI ou
CCI-VELI. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD. N = 6 por grupo. Barras
de escala =200 um. Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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Figura 14. (A) Coloracdo de imunofluorescéncia para o receptor endovaniléide 1 (TRPV1R,
vermelho) nas regides CAl, CA3 e GrDG do HD no 24° dia experimental. (B) O tratamento
subcrénico (trés dias, a partir do 21° dia experimental) com CBD (3 mg/kg) e a dor cronica
induzida por CCI promoveram aumento do TRPV1 expresséo do receptor, quando comparado
ao tratamento com VEI e animais SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao SHAM-VEI
ou CCI-VEI. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD. N = 6 por grupo.
Barras de escala =200 um. Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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A Hipocampo Ventral
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Figura 15. (A) Coloracdo de imunofluorescéncia para o receptor endovaniléide 1 (TRPV1R,
vermelho) nas regides CAl, CA3 e GrDG do HV no 24° dia experimental. (B) O tratamento

subcrénico (trés dias, a partir do 21° dia experimental) com CBD (3 mg/kg) e a dor cronica

GrDG

w

induzida por CCI promoveram aumento do receptor TRPV1 expressdo, quando comparado ao
tratamento com VEI e SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao SHAM-VEI ou CCI-
VEI. #P < 0,05 em comparagdo com SHAM-VEI ou SHAM-CBD. N = 6 por grupo. Barras de
escala =200 um. Adaptado de Silva-Cardoso et al., 2021.
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7. Discussao

Os resultados do presente estudo mostram que o tratamento subcronico com
CBD reverte a alodinia mecanica e térmica (frio), hiperalgesia e o efeito ansiogénico em
um modelo de dor persistente induzida por constricdo do nervo cidtico em ratos.
Embora a neuropatia periférica tenha promovido per se, em algumas regides (ACC,
AIC, BLA e HD), o aumento dos receptores CB1 e TRPV1, o tratamento com CBD
potencializou esse efeito nas regies ACC, AIC, BLA e HD e HV.

Em relacdo ao uso de CBD no tratamento da dor, estudos anteriores
demonstraram a eficacia do tratamento crénico ou subcrénico em baixas doses de CBD
em outros modelos de dor, como no modelo de dor p6s-operatoria, onde o tratamento
reduziu a alodinia mecénica em ratos (Genaro et al., 2017). Assim como Costa e cols.
(2007), utilizando um modelo animal de dor neuropatica induzida por CCI, demonstrou
que a administracdo oral diéria de 20 mg/kg de CBD, por sete dias, reduziu a alteragdo
do limiar mecénico e a hiperalgesia, quando comparada a administracdo aguda, que nao
apresentou eficacia. Além disso, um tratamento semelhante (7 dias, CBD 20 mg/kg,
administracdo oral) proporcionou alivio duradouro da alodinia, em um modelo de
camundongo com dor neuropatica crénica (Abraham et al., 2020). No entanto, embora
varios estudos descrevam suas doses como baixas, hd uma variabilidade significativa,
de 20 mg/kg a 5 mg/kg (Costa et al., 2007; De Gregorio et al., 2019; Genaro et al.,
2017; Jesus et al., 2019). Aqui, realizamos uma curva dose-resposta, usando um
intervalo baseado em um relatério anterior (Costa et al., 2007; De Gregorio et al.,
2019; Dias et al., 2013; Genaro et al., 2017; Guimarées et al. al., 1990) em um
modelo CCI.

Nossos resultados corroboram as evidéncias que demonstram o uso do CBD
como ferramenta no tratamento da dor, destacando a dor persistente. Nossos resultados
demonstram que a dose de 3 mg/kg de CBD apresenta o melhor efeito no limiar
mecénico, com recuperacdo de 96% no teste de von Frey (Figura 7B). Ademais, o CBD
tem efeito ansiolitico em ratos, com curva dose-resposta caracterizada como U ou sino
invertido (Guimaraes et al.,, 1990). Esse efeito pode ser observado em nossos
resultados considerando as doses de 0,3, 3, 10 e 30 mg/kg de CBD utilizadas.

Vale ressaltar que estudos anteriores que utilizaram tratamento agudo ou crénico
(por 14 dias) com CBD demonstraram que o efeito antinociceptivo do CBD ndo foi

alterado pelo pré-tratamento com antagonistas dos receptores CB1 ou CB2 (Jesus et al.,
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2019); no entanto, o bloqueio do TRPV1R impediu o efeito antialodinico do CBD em
um modelo de lesdo nervosa poupada (De Gregorio et al., 2019). Devido a esses
estudos anteriores com antagonistas de receptores CB1 e TRPV1, optamos por avaliar a
expressdo desses receptores em areas limbicas e corticais para entender melhor os
efeitos combinados do CBD em termos de efeitos antialodinicos e ansioliticos.

E importante enfatizar que o CBD pode modular o comportamento emocional
sem promover alteracdes na atividade motora (Britch et al., 2017; Casey et al., 2017;
Komaki et al., 2015). No modelo de dor crénica induzida por CCI, ndo ha déficits de
atividade locomotora (Jesus et al., 2019; De Gregorio et al., 2019). Os presentes
resultados mostram que os grupos CCI tém uma atividade locomotora semelhante aos
grupos SHAM (tratados com CBD ou VEI) isso corrobora os resultados anteriores em
um modelo de dor neuropética, onde ndo ha alteracdes na atividade locomotora, nem
alteracdes devido ao tratamento com CBD. Além disso, nossos resultados indicam que o
tratamento com CBD nas doses de 3 e 10 mg/kg promoveu efeito ansiolitico em ratos
com lesdes neuropaticas e este efeito ndo foi observado em animais SHAM.

Nossos achados nas medidas complementares do TCA, como a reducdo do
comportamento de autolimpeza e de congelamento, associado ao aumento do
comportamento de elevacdo induzidos pelo tratamento com CBD, nos permite também
inferir uma possivel modulacdo da resposta nocifensiva e do comportamento
exploratdrio nestes animais (Okamoto et al., 2004 e Han et al., 2015).

Algumas evidéncias (Almeida e Devi, 2020; Tham et al., 2019) sugerem que 0s
efeitos do CBD podem ser por um mecanismo indireto (ou seja, ndo devido a interacdo
direta com o local de ligacdo ao receptor CB1 ortostérico). Nesta hipotese, o0 CBD atua
no CB1R e desencadeia uma modulacédo alostérica negativa, relatada em estudos in vitro
(Britch et al., 2020; Laprairie et al., 2015). Nesse cenario, o tratamento sistémico com
AM251, agonista inverso do CBI1R, bloqueou os efeitos do CBD na extingdo e
reconsolidacdo do medo condicionado e no comportamento de enterrar marmore
(modelo de comportamento compulsivo) em ratos (Campos et al., 2016).

Estudos anteriores ja discutem que a dor crdnica atua como um estressor
inescapavel de longo prazo (Duric e McCarson, 2006). Além disso, a diminuigdo da
plasticidade sinaptica hipocampal e a neurogénese sdo observadas em modelos animais
de dor cronica (Mutso et al., 2013), contribuindo para a diminui¢do da conectividade
sinaptica. Anatomicamente, o HD, o BLA e o ACC - integram um circuito neural

envolvido na codificagdo e consolidacdo da memoria, bem como uma rede que
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desempenha um papel nos aspectos emocionais da dor (LeDoux, 2003; Mutso et al.,
2013, 2012). Devido aos resultados positivos com a dose de 3 mg/kg em nosso estudo e
seguindo o principio da menor dose farmacol6gica administrada (Sharma e McNeill,
2009), realizamos estudos imuno-histoquimicos nessas estruturas, com foco nessa dose
especifica.

Nossos dados revelaram aumento na expressdo de CB1R e TRPV1R (regides
ACC, AIC, BLA e HD e HV) nos grupos CCI tratados ou ndo com CBD, observamos
que o tratamento com CBD potencializou esse aumento. E possivel levantar a hipotese
de que esses receptores podem estar associados ao estabelecimento da cronicidade da
dor. Um estudo anterior sugeriu que a regulagdo positiva do TRPV1R contribui para a
hipersensibilidade visceral, aumentando a excitacdo BLA (Xiao et al., 2016). Além
disso, ap6s a CCI, estimulos indcuos levam a alteracGes perceptivas disfuncionais
associadas a dor neuropatica, e um conjunto neural distinto foi identificado no BLA que
codifica a valéncia afetiva negativa da dor (Corder et al., 2019). Nesse contexto, 0
BLA contribui com aspectos afetivo-motivacionais para as entradas sensoriais e
transmite essas informacdes processadas para o nucleo central da amigdala e areas
corticais como ACC e AIC (Thompson e Neugebauer, 2017).

Vale ressaltar que o CB1R esta majoritariamente localizado pré-sinapticamente
(Ghonghadze et al., 2020; Katona et al., 2001; Kendall e Yudowski, 2017; Cramer
et al., 2021), e quando ativado, este receptor inibe a via nociceptiva de entrada na BLA,
reduzindo a excitabilidade nessa regido. Além disso, a BLA possui projecoes inibitorias
para o nucleo central da amigdala, que por sua vez envia projecdes para areas corticais
(Seno et al., 2018). Assim, é possivel sugerir que o tratamento subcrénico sistémico
com baixas doses de CBD promoveu ativacdo do CB1R no BLA, alterando o ténus do
circuito ACC-AIC-BLA, revertendo alodinia mecanica, hiperalgesia e comportamento
ansioso.

E importante notar que a BLA tem conexdo reciproca com o HV (Canteras e
Swanson, 1992; Herry et al., 2008). Estudos funcionais sugeriram que o HV
desempenha um papel significativo no processamento emocional, particularmente no
medo e na ansiedade (Bannerman et al., 2003; Pothuizen et al., 2004), e atua como
um fornecedor significativo de informagdes contextuais para o BLA, que interagem com
regides corticais (como ACC e AIC) durante a consolidacdo da memoria (Herry et al.,
2008; Huff et al., 2016; Pothuizen et al., 2004). Além disso, 0 BLA também regula a

atividade neuronal do hipocampo, plasticidade sinéptica e fun¢bes de memoria (Wang
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et al., 2017). Assim, a dor crénica pode ser vista como a persisténcia da memoria da dor
e/ou a incapacidade de extinguir as memorias dolorosas (McCarberg e Peppin, 2019).

Em relagdo ao hipocampo, observamos aumento na expressdo de CBIR e
TRPV1R nas regibes HD e HV em animais CCI tratados ou ndo com CBD (HD, grupo
SHAM com menor intensidade). Curiosamente ja foi observado que pacientes com dor
crénica apresentam maior conectividade no hipocampo, o que tem sido associado ao
aprendizado aversivo. Os autores argumentam que essa caracteristica pode contribuir
para 0 aumento da ansiedade observado nesses pacientes (Gore et al., 2012; Phillips e
LeDoux, 1992; Ryan et al., 2007).

Na dor crénica, alteragdes estruturais e funcionais cerebrais e estados afetivos
negativos estdo associados a alteraces em 4&reas centrais, como 0 circuito
corticolimbico (Yang e Chang, 2019). A cronificacdo da dor pode ser conceituada
como plasticidade induzida pela atividade do circuito limbico-cortical, resultando na
reorganizacdo do neocortex (McCarberg e Peppin, 2019). Juntos, nossos resultados
melhoram o conhecimento dos neurocircuitos envolvidos na modulacdo da dor
persistente, incluindo alteracbes no CB1R e TRPV1R no ACC-AIC-BLA e no
hipocampo (HV e HD), possivelmente desempenhando um papel no componente
afetivo-motivacional da dor.

O presente estudo traz como novidade uma curva dose-resposta mostrando que o
tratamento subcrénico (3 dias) com CBD promoveu efeitos antialodinicos, anti-
hiperalgésicos e ansioliticos em um modelo de dor neuropatica e modulou a expressao
de CB1R e TRPV1R em estruturas corticais e limbicas. Além disso, podemos sugerir
que o tratamento com CBD promove diferentes modulagdes dependendo da condigédo
patoldgica ou ndo dos animais. Embora nosso trabalho seja um dos primeiros a utilizar o
modelo CCI e demonstrar essas alteracdes neuroplasticas dos receptores CB1 e TRPV1,
ainda é complexo entender os efeitos do grupo CCI-CBD na relagdo desses receptores
com a modulacdo da dor cronica. Acreditamos que mais estudos com manipulagdes
farmacologicas diretas sejam necessarios para entender melhor essa modulacao.

Assim, o presente estudo destaca a importancia de uma curva dose-resposta para
entender melhor os efeitos de baixas doses (3 mg/kg), sobre os efeitos antialodinicos,
anti-hiperalgésicos e ansioliticos do CBD, em um tratamento subcrénico para dor
crénica (modelo CCI). Em resumo, baixas doses de CBD foram capazes de (1) reverter
alodinia mecanica e térmica (frio), hiperalgesia, (2) reverter comportamentos ansiosos

induzidos por dor crbnica e (3) adicionar evidéncias substanciais ao papel do
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neurocircuito corticolimbico ACC- AIC-BLA, HV-BLA e HD-BLA para regulacao da
dor, por meio do rastreio da imunorreatividade de CB1R e TRPV1R em regides
corticais e limbicas, ligadas a percepcéo e processamento da dor. Esses resultados séo
clinicamente relevantes, pois contribuem para a evidéncia dos efeitos benéficos do CBD

no tratamento da dor crénica e comorbidades associadas, como ansiedade.
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Capitulo ITT

Canabidiol na dor neuropatica: modulacéo do
comportamento de aversdo a dor, atenuacdo de marcadores

de neuroinflamacao e atividade neuronal cronica no circuito

corticolimbico
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Este capitulo da tese € uma adaptacdo do manuscrito em submissdo na Experimental
Neurology, intitulado “Cannabidiol in neuropathic pain: modulation of pain aversion
behavior, attenuation of neuroinflammation markers and chronic neuronal activity in

the corticolimbic circuit”.

1. Contextualizacéo

Os circuitos neuronais que modulam a dor podem aumentar ou diminuir a
sensibilidade dolorosa com base em vérios fatores, incluindo contexto, estresse,
expectativa e outros. O papel desses circuitos em circunstancias de motivacoes
concorrentes, como recompensa e ameaca, levou a formulacdo do modelo de deciséo
motivacional da dor (Fields, 2000; Melzack e Casey, 2015; Melzack e Wall, 1965). A
presenca de dor crdnica em animais sem a necessidade de um estimulo evocado do
experimentador foi demonstrada usando o paradigma de aprendizado de preferéncia
condicionada por lugar (CPP) que se baseia nas qualidades afetivas e motivacionais da
dor (Genaro et al., 2017; King et al., 2009; Wu et al., 2017). Como a dor cronica
fornece um impulso motivacional constante para buscar alivio, a preferéncia por um
contexto associado ao alivio da dor pode ser usada como medida de aversdao a dor
(Navratilova et al., 2013). Portanto, o alivio da aversdo a dor foi considerado um
reforco negativo que pode ser avaliado pelo paradigma de CPP (King et al., 2009;
Navratilova et al., 2013, 2012). Além disso, os tratamentos clinicamente eficazes
contra a dor continua em humanos sao eficazes no paradigma CPP e o inverso também é
verdadeiro, fornecendo suporte para essa abordagem experimental (Porreca e
Navratilova, 2017).

As emocdes sdo processadas principalmente por areas cerebrais como talamo,
amigdala (AMG) e ACC (Melzack e Katz, 2013; Tracey, 2010). O ACC se conecta ao
circuito mesolimbico de avaliagcdo/decisdo, que integra mdultiplas informacdes e
seleciona a resposta comportamental que oferece maior beneficio ao organismo (Cai et
al., 2018; Thompson e Neugebauer, 2019). Ademais, a mudanga motivacional tbnica
de longo prazo pode resultar em mudancas adaptativas dependentes do tempo nos
circuitos motivacionais, contribuindo para a cronicidade da dor (Apkarian, 2011).

A sobreposicdo de circuitos neurais para dor e recompensa se estende em niveis
anatdmico e funcionalmente interconectados, como demonstrado por estudos de
neuroimagem humana que identificaram varias regides do encéfalo, incluindo ACC e

AMG, implicadas na percepcdo da dor e no processamento de recompensa (Leknes et
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al., 2008; Leknes e Tracey, 2008). O sistema corticolimbico, incluindo estruturas como
AMG, HD e ACC, é um circuito chave associado a dor persistente, resposta ao estresse
enddcrino, ansiedade, aprendizado e modulacdo da aversdao (Timmers et al., 2019). O
ACC foi previamente implicado na codificacdo das caracteristicas aversivas da dor
(Vogt, 2005, 1996). Alem disso, as atividades neurais do ACC foram correlacionadas
com intensidades nocivas, e a modulacdo optogenética desses neurbnios mostrou o
controle bidirecional da resposta aversiva a dor aguda (Sikes e Vogt, 1992; Zhang et
al., 2017).

A AMG desempenha um papel importante nos aspectos emocionais-afetivos dos
comportamentos, incluindo vicio, comportamentos do tipo ansiedade e depressdo e
modulacdo da dor (Neugebauer et al., 2020; Thompson e Neugebauer, 2019). Os
circuitos relevantes para as funcdes relacionadas a dor incluem o BLA e 0 ndcleo
central (CeA) (Han e Neugebauer, 2004; Thompson e Neugebauer, 2017). A
hiperatividade neuronal do BLA na dor resulta em inibicdo do feedforward (controle
antecipatdrio) anormalmente aumentada das células piramidais corticais pré-frontais
mediais, resultando em déficits cognitivos em uma tarefa de tomada de decisdo
(Neugebauer et al., 2020).

Nesse cenario, 0 CBD tem se mostrado uma op¢ao para modular aspectos sensoriais
e emocionais no tratamento da dor cronica (De Gregorio et al., 2019; Genaro et al.,
2017; Silva-Cardoso et al., 2021). Notavelmente, as condicGes de dor persistente sdo
frequentemente acompanhadas por disturbios emocionais e cognitivos. Essas mudancas
disfuncionais ou mal adaptativas nos circuitos aversivos/motivacionais provavelmente
contribuem para os desafios do tratamento da dor crénica.

Atualmente, pouco se sabe sobre os mecanismos e circuitos neurais que medeiam a
aversdo a dor, e uma compreensdao mais profunda da base neural da nocicepcdo e seu
componente aversivo poderia ndo apenas ampliar nossa visdo da dor, mas também abrir
novas abordagens para o tratamento da dor crbnica. Portanto, neste estudo, nosso
objetivo foi investigar se o tratamento com diferentes doses de CBD (0,3, 3 e 10 mg/kg)
em animais submetidos ao modelo CCI (Silva-Cardoso et al., 2021) poderia modular
0S componentes motivacionais e aversivos da dor crbnica no teste CPP e no TCA.
Adicionalmente, foi investigado as alteragdes neuroplasticas em regides de interesse do
circuito corticolimbico (ACC, BLA e HD). Também foi avaliado a atividade neuronal

cronica (neurdnios FosB+), a densidade neuronal (neurdnios NeuN+), a expressdo de
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micrdglia ativada (GFAP e IBA-1), e as citocinas pré-inflamatorias (IL-1b e IL-6) e

anti-inflamatoria (IL- 10).

2. Material e métodos

2.1. Animais

Os experimentos foram realizados em 80 ratos Wistar machos (£ 250 g com 8
semanas de idade) obtidos do biotério da Universidade de S&o Paulo (Ribeirdo Preto,
SP, Brasil). Todos os animais foram mantidos em gaiolas domiciliares (4 ratos/gaiola)
de polipropileno 35 x 19 x 25 cm forradas com maravalha, em ambiente com
temperatura controlada (24°C + 1°C), e &gua e racdo ad libitum. O mesmo
experimentador realizou a avaliagdo comportamental, os grupos foram organizados
aleatoriamente e foi realizado o analises as “cegas” pelo experimentador (no tratamento
ou na condicdo) por meio de um sistema de marcacéo de cores e nimeros na cauda dos
animais (cddigo individual). Os protocolos experimentais foram realizados em
conformidade com as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal — Ministério da Ciéncia e Tecnologia, Brasil e receberam a
aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de S&o Paulo
Campus Ribeirdo Preto, protocolo nimero 2018.1.103.58.5 (Apéndice C). Todos o0s
cuidados foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e utilizar o menor
ndmero de animais possivel.

Os animais foram divididos em coortes nos testes comportamentais, para
respeitar a faixa de melhor efeito da droga, para que todos os testes fossem realizados
seguindo o mesmo critério. Os testes de von Frey, acetona e placa quente foram
realizados entre as 9h. e 13h, com intervalo de 10 minutos entre os testes. O teste TCA
foi realizado entre 11h e 13h, com habituacdo de 60 minutos na sala antes do teste, a
intensidade luminosa foi medida no centro do aparato (60 luxes) e os testes foram
gravados, armazenados, para analise posterior. Em todas as sessdes de teste, 0 aparato
foi limpo com alcool 20% antes dos testes, e 0s animais realizaram habituagdo de 60
minutos na sala (60 luxes) antes de cada sesséo de teste. Veja o desenho experimental
na Figura 16.
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2.2. Lesao por constricdo cronica (CCI) do nervo ciatico
A neuropatia periférica foi induzida pela constricdo do nervo ciatico, segundo
método previamente descrito (Bennett e Xie, 1988, Silva-Cardoso et. al, 2021). Ver

detalhes em Capitulo 2, item 2.2.

2.3. Tratamento com CBD

O CBD (pureza de 99,6%; BSPG-Pharm, Sandwich, UK) foi diluido em solugéo
de veiculo (VEI, solucdo salina a 98%, Tween 80 a 2%) (Deiana et al., 2012). Cada
administracdo foi realizada 60 minutos antes dos testes nociceptivos, com base no
tempo de absorc¢do plasmatica do CBD (Britch et al., 2020). No presente estudo, foram
realizados oito grupos experimentais (n = 7 para cada grupo), quatro grupos SHAM e
quatro grupos CCI, os animais foram tratados com VEI ou CBD na dose 0,3, 3 e 10
mg/kg (Silva-Cardoso et al., 2021).

Nociceptive tests
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Figura 16. Desenho experimental. Os animais foram submetidos a sessdes de treinamento de
rotarod e mensuracdo das linhas de base NT (Acetona, von Frey e placa quente). Em seguida, 0s
animais foram submetidos a cirurgia CCl ou SHAM. TN foram realizadas 6, 12 e 18 dias apds a
cirurgia. No 18° dia, foi realizado o teste do rotarod e a sessdo de linha de base do CPP. O TCA
foi realizado no 23° dia 4 horas ap6s o tratamento com CBD ou VEI. Os animais foram
condicionados no CPP entre os dias 22 e 24, e a sessdo de teste foi realizada no dia 25. O tecido
foi coletado para imuno-histoquimica e para imunoensaios enzimaticos. Abreviaturas: TN - teste

de nocicepcéo, CPP - lugar de preferéncia condicionado, CCI - lesdo por constrigdo cronica,
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VEI - veiculo, CBD - canabidiol, TCA - campo aberto, BLA — complexo basolateral da
amigdala, CAl - regido 1 do corno de Amon -, ACC - anterior cortex cingulado, GrDG -
camada granular do giro denteado, AMG - amigdala, HD - hipocampo dorsal. Fonte: Autoria

prépria.

2.4. Avaliacéo da atividade locomotora e equilibrio motor

Os ratos foram submetidos a 1 sessdo de treinamento em um rotarod acelerado -
velocidade de 4 a 20 rpm (velocidade inicial € ajustada para 4 rpm, taxa de aceleracéo
para 20 rpm/min), velocidade méxima é de 40 rpm. (Brooks e Dunnett, 2009;
Shiotsuki et al., 2010). A sessdo teve duracdo de 12 minutos, sendo dividida em trés
tentativas no aparelho, e intervalo de descanso de 3 minutos entre cada exposigdo. A
cirurgia do CCI foi realizada em seguida ao treinamento. Quinze dias depois, 0s ratos
foram colocados em um rotarod (velocidade de 4 a 20 rpm), completando 2 sessdes de 2
minutos e 30 segundos com 3 minutos de descanso entre as sessdes. Avaliamos a
laténcia de queda, ou seja, 0 tempo que o rato levou para cair da haste e o tempo total de
permanecia do animal no teste. Essa variavel é utilizada para identificar eventuais

alteracdes na coordenacdo motora e no equilibrio.

2.5. Avaliagéo de sensibilidade mecéanica

A sensibilidade mecanica foi avaliada pelo aumento da pressdo na pata dos
animais (von Frey electronic, Insight Instruments, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil),
aplicada por um analgesimetro eletrénico (Deuis et al., 2017, Silva-Cardoso 2021).
Ver detalhes em Capitulo 2, item 2.4.

2.6 Avaliacdo da sensibilidade térmica ao frio
Foi utilizado o teste de instilagdo plantar de acetona, que mede a alodinia ao frio
induzida pela constricdo do nervo ciatico (Deuis et al., 2017, Silva-Cardoso 2021). Ver

detalhes em Capitulo 2, item 2.5.

2.7. Avaliagéo da sensibilidade térmica ao calor

O teste da placa quente avalia 0 tempo que 0s animais permanecem em uma
superficie metalica aquecida (50 + 1°C) até reagirem ao estimulo térmico (Deuis et al.,
2017, Silva-Cardoso et al.,2021). Ver detalhes em Capitulo 2, item 2.6.
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2.8. Avaliacao da atividade locomotora e comportamentos ansiogénicos

O padrdo de locomocgéo e comportamento ansioso foram avaliados no TCA no
23° dia experimental. Os animais foram colocados no centro do aparato e o
comportamento exploratorio foi registrado por 5 minutos para analise comportamental
apos 4 horas da aplicacdo do tratamento (CBD ou VEI) (Prut e Belzung, 2003).
Avaliou-se também o tempo gasto no centro e na periferia do aparato, bem como se
contabilizou o nimero de cruzamentos entre os quadrantes para investigar possiveis
alteracdes na atividade locomotora e possiveis efeitos sedativos, que podem interferir na
avaliacdo dos testes nociceptivos, uma vez que os indices de avaliacdo dependem das
respostas motoras. Medidas complementares no TCA, como frequéncia e tempo dos
comportamentos secundarios também foi avaliado como elevagdo, autolimpeza e

congelamento.

2.9. Teste de Averséao a Dor

O Teste de Aversao a Dor é uma adaptacdo do teste CPP tradicional (Genaro et
al., 2017; King et al., 2009; Silva-Cardoso e Nobre, 2021; Wu et al., 2017). Foi
realizado usando uma caixa de preferéncia personalizada de 3 compartimentos,
consistindo em um par de compartimentos com pistas sensoriais distintas e um
compartimento intermediaria neutra. Para a realizacdo deste protocolo, os animais foram
habituados ao aparato de preferéncia condicionada do local no 17° dia do estudo.
Durante a habituacdo, os ratos podem se mover livremente entre os 3 compartimentos
por 30 minutos. No 18° dia, realizamos uma linha de base de preferéncia em que 0s
ratos podiam se mover livremente entre os 3 compartimentos por 15 min e o tempo
gasto em cada camara foi registrado para determinar o contexto (A ou B) preferido de
cada animal. Os animais foram monitorados na caixa do CPP por meio de gravacdes de
video, e o tempo gasto em cada compartimento foi avaliado por um pesquisador cego.
Ratos que apresentaram tempo >720 s ou <180 s em qualquer um dos compartimentos
foram excluidos do estudo para evitar resultados tendenciosos. No entanto, em nosso
estudo, nenhum animal foi excluido por este critério. Apos habituacdo (17° dia) e sesséo
de preferéncia ou linha de base (18° dia), os ratos foram submetidos a 3 dias de
condicionamento (22°, 23°, 24° dias). Foram realizadas duas sessGes por dia, com
intervalo de 4 h entre cada uma. Para avaliar os efeitos do CBD, 0s ratos receberam uma
administracdo i.p. de CBD e VEI por dia (nas diferentes doses utilizadas neste estudo).

Uma hora depois, cada animal recebeu uma injecéo de solugédo salina 0,9% (NacCl, 0,3
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mL) na fossa poplitea direita e foi imediatamente colocado no compartimento de
preferéncia durante a sessdo de pré-condicionamento ou linha de base; 4 h depois, 0
animal recebeu inje¢do de lidocaina a 4% (0,3 mL) na pata e foi colocado no
compartimento de condicionamento oposta por 30 min. A ordem de tratamento foi
randomizada para cada rato em todos os dias experimentais. Um dia ap6s a fase de
condicionamento (25° dia), foi realizado o teste de preferéncia de local. Os ratos nédo
receberam tratamento medicamentoso e tiveram acesso para se movimentar livremente
entre os 3 compartimentos por 15 minutos. O tempo gasto em cada compartimento foi
registrado para determinar o contexto preferido de cada animal apds o protocolo de

condicionamento aplicado.

2.10 Avaliacéo dos niveis de citocinas na AMG e HD

Quatro grupos experimentais adicionais (n= 6 animais/grupo) foram realizados
para 0 ensaio imuno enzimatico, dois grupos SHAM e dois grupos CCI. Os animais de
cada grupo foram submetidos & mesma condicdo experimental descrita anteriormente e
tratados aleatoriamente com VEI ou CBD 3 mg/kg (Ver desenho experimental na
Figura 16). Para a andlise das citocinas, os animais foram submetidos a decapitacédo e
disseccdo das regides de interesse para coleta do material histolégico, que foi
armazenado em epperdorfs identificados por regido/hemisfério e preservado a —-80°C. O
tecido foi sonicado e extraido a 4°C, 1300 rpm por 20 min na centrifuga refrigerada. O
sobrenadante dos tecidos processados foi usado para quantificacdo de proteinas e
citocinas. A concentracdo de proteina tecidual total foi medida pelo kit de ensaio de
proteina BCA (Pierce) (Cazuza et al., 2020). Os niveis de citocinas IL1-p, IL-6 e IL-10
foram determinados usando kits ELISA apropriados (R&D Systems, Minneapolis,
Minn., EUA) de acordo com as instru¢bes do fabricante. Os limites de deteccdo para
IL1-B, IL-6 e IL-10 foi de 10 pg/mL. As concentragdes de citocinas foram determinadas
usando curvas de diluicdo em série dos padrdes. As amostras foram executadas em um
leitor de microplacas (Synergy™ H1, Biotek Instruments, Inc.). E importante mencionar
que os ensaios de IL-1B, IL-6 e IL-10 ndo apresentam reatividade cruzada ou

interferéncia (Oliveira-Pelegrin et al., 2013).

2.11. Processamento histologico
Ao final do protocolo, os animais dos outros grupos experimentais foram

submetidos a eutanasia sob anestesia com cloridrato de cetamina 10% (225 mg/kg) e
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cloridrato de xilazina 2% (30 mg/kg) e submetidos a perfuséo intracardiaca com solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M. a 20 °C, seguido de solugdo de Somogyi
(paraformaldeido 8% em tampdo fosfato 0,1M + 4 mL de glutaraldeido 25% + 300 mL
de picrico). Apos a perfuséo, os encéfalos foram removidos e mantidos em solugédo de
Somojyi por 4 h para pos-tecido posteriormente, o tecido foi crioprotegido em uma
solucdo de sacarose a 30%, os encéfalos foram congelados em gelo seco e isopentano e
preservados a -80°C. Cortes coronais foram obtidos para analise imuno-histoquimica
(40 pum) das regides do ACC, BLA, GrDG e CA1 - HD (Paxinos e Watson, 2006) e 0s
cortes flutuantes foram armazenados em solucdo anticongelante (50% PBS, 30%

etilenoglicol, 20% glicerol) a -20°C.

2.12. Imunofluorescéncia para GFAP, IBA-1 e NeuN

Para a imunofluorescéncia, os tecidos foram lavados em PBS (5%, 5 min cada) e
pré-incubados por 1 h em soro de cabra normal a 10% (NDS, Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA, EUA) em PBS, pH 7,4 contendo 0,3% de Triton X-100
e 0,05% de azida de sodio (Sigma). As secdes foram entdo incubadas separadamente
por 1 dia em uma mistura de anticorpos primarios NeuN (Merck Millipore, ABN78,
lote. 3065573), IBA-1 (Millipore, MABN92, lote. 3068442) e GFAP (Abcam
ab190288, lote. GR3359366-7), todos diluidos 1:1000 em soro normal de cabra, em
todos os cenarios foi realizado a uma temperatura de 4°C sob agitacdo continua. No
segundo dia, apds cinco lavagens em PBS, o tecido foi incubado por 2 h no Alexa Fluor
546 anticorpo anti-coelho de cabra (AB_2534093, Thermo Fisher Scientific, lote.
2387450), diluido 1:800, e 1Gg anti-rabbit de donkey Rodamina B (AP192R), diluida
1:500, respectivamente, em soro normal de cabra, e apds cinco lavagens em PBS (5x%, 5
min cada). A secdo de controle negativo foi incubada da mesma forma descrita, mas
sem o anticorpo primario. As laminas foram montadas em meio de montagem

Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) e armazenadas em geladeira.

2.13. Imuno-histoquimica para neurdnios FosB+

Conforme descrito anteriormente (Lazarini-Lopes et al., 2021), os tecidos
foram lavados em PBS (5x, 5 min cada) e permeabilizados com Triton X-100 0,3% v/v
(20 min). Em seguida, as peroxidases endogenas foram bloqueadas em solugdo de
H202 a 2% por 30 min, em seguida, os tecidos foram incubados em solucdo de
bloqueio de albumina de soro bovino (2% BSA e 0,05% Triton X-100) por 2 h. O
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anticorpo priméario policlonal anti-rabbit para FosB (1:1000; sc-48, Santa Cruz
Biotechnology) foi diluido em 2% BSA (Amresco) e incubado overnight (~ 18 horas).
Em seguida, os tecidos foram lavados em PBS (5x), incubados por 2 horas em anticorpo
secundario biotinilado IgG anti-rabbit (1:1.000; BA-1000, Vector), diluido em solugédo
de 2% BSA. Os tecidos foram entdo incubados em complexo avidina-biotina-peroxidase
(1:800, kit VectaStain ABC, Vector), lavados em PBS e Tris-HCI (0,05 M; pH 7,6). Os
sitios imunorreativos foram visualizados usando um kit com 3,3'-diaminobenzidina
(DAB) peroxidase (HRP) com niquel (SK-4100, Vector). O niquel foi usado para
intensificar a intensidade de marcacdo do DBA para evitar erros de analise associados a
neurdnios pequenos ou neurdnios com baixa imunocoloragéo. Os controles negativos
foram realizados em se¢Bes incubadas sem anticorpos priméarios e a imunorreatividade
estava ausente nessas secOes. Os cortes foram montados em laminas de vidro e

laminulas com Permount (Sigma, EUA).

2.14. Andlise de imagem

As imagens de imunofluorescéncia e imuno-histoquimica foram capturadas em
microscopio de fluorescéncia equipado com filtros apropriados (Olympus BX61VS). Os
sinais imunorreativos de GFAF, IBA-1 e NeuN foram analisados em aumento de 400x
conforme descrito anteriormente (Silva-Cardoso et al., 2021). Para analisar as imagens
de imunofluorescéncia, foi utilizado o método Integrated Optical Density (IOD) (Ver
detalhes em item 2.9. Andlise de imagem, Cap. Il). Em areas menores, como CA1l e
GrDG, foram utilizadas 3 ROIs com 2.500 pm?, enquanto em BLA e ACC foram
utilizadas 3 ROIs com 10.000 um? Para a imunocoloracio FosB e NeuN foram
analisadas em ampliacdo de 400x como descrevemos anteriormente (Lazarini-Lopes et
al., 2022), foram analisadas 3 fatias por animal para cada regido de interesse, com uma
amostra de 6 animais selecionados aleatoriamente por grupo. Para analisar o nimero de
neurénios FosB+ e NeuN+, o método de contagem manual foi utilizado por um
pesquisador cego. Para cada animal, foi utilizada a média do nimero total de neurdnios
FosB+ ou NeuN+ detectados em 3 ROIs (10.000 mm? cada) selecionados

aleatoriamente dentro de cada estrutura.

2.15. Analise estatistica
Os dados sdo representados como média + erros padrdo. Os resultados do teste

rotarod foram analisados por ANOVA uma via, seguido do teste de Tukey (CCI vs
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SHAM). Os resultados dos TN foram analisados por ANOVA duas vias com medidas
repetidas, seguido do teste de Sidak’s (condic¢do vs tempo). Os dados de TCA, teste de
CPP, imunofluorescéncia para expressdo de GFAP, IBA-1 e NeuN, imuno-histoquimica
para expressao de FosB+ e andlise das citocinas pro-inflamatérias IL-1b e IL-6 e anti-
inflamatdrio IL-10 foram analisados por ANOVA de duas vias (CBD vs VEHI e CCI vs
SHAM), seguido do teste de Tukey para comparagdes multiplas. O nivel de
significancia foi estabelecido em P < 0,05 para todas as analises. As figuras e

estatisticas foram preparadas usando o software Prism (versdo 8.0, GraphPad Software).

3. Resultados

3.1. Avaliacdo da nocicep¢do no modelo de constricdo do nervo ciatico

A sensibilidade somatica foi examinada em ratos SHAM e CClI, medindo-se 0s
limiares mecénicos e térmicos antes da cirurgia (linha de base), e nos dias 6, 12 e 18
(Figura 17). Aplicou-se aos dados a ANOVA de uma via para medidas repetidas
(Tabela 4) e o fator de condicdo cirurgica (SHAM vs CCI). A cirurgia de CClI reduziu o
limiar mecanico no teste de von Frey. Nos animais SHAM, o limiar mecéanico nao foi
modificado ao longo do protocolo (Figura 17A). A analise estatistica do limiar
mecanico para os grupos SHAM e CCI mostrou diferenca na condicéo cirurgica. O pés-
teste de Tukey revelou uma diferenca significativa (P < 0,05) nos grupos CCI em
relacdo ao limiar mecéanico inicial com o limiar mecanico nos dias 6, 12 e 18 (Figura
17A).

Para a anélise do limiar térmico foram utilizados dois testes distintos, o teste da
acetona para avaliar a sensibilidade ao frio e o teste da placa quente para avaliar a
sensibilidade ao calor. A ANOVA de uma via para medidas repetidas (Tabela 4)
mostrou uma diferenca no status cirdrgico. Nos grupos SHAM, a pontuacgdo ou laténcia
ndo se alterou ao longo do tempo experimental em ambos os testes. O pés-teste de
Tukey mostrou reducgdo no score do teste de acetona em todos os grupos apos CCl em
comparagdo ao basal (P < 0,05) em 6, 12 e 18 dias apds a cirurgia (Figura 17B). A
cirurgia também reduziu a laténcia do teste da placa quente em todos os grupos
experimentais em comparacdo com a linha de base (P < 0,05), em 6, 12 e 18 dias ap0s a
cirurgia (Figura 17C).
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Teste de Fator condicdo Fator tempo Interacdo
nocicepcao (SHAM vs CCI) (VEI vs CBD) (condicéo vs tempo)
von Frey F1,54 = 5302, P <0,0001 | F3 162 = 586,8, P <0,0001 F31620 = 545,8, P < 0,0001
Acetona Fis54 =1792, P <0,0001 | F3162=379,8,P<0,0001 | Fy 16 =379,8, P <0,0001

q'l':ﬁ?e Fise=1810,P <0,0001 | Fs15=369,4, P <00001 | Fi 15 = 3759, P <0,0001

Tabela 4. Resultados obtidos a partir dos dados originais dos testes nociceptivos (von Frey,
Acetona e Placa quente) submetidos a ANOVA de duas vias (tempo e condi¢do) com medidas
repetidas. Seguido pelo teste de Sidak’s para comparag¢fes multiplas. O nivel de significancia
foi estabelecido em P < 0,05 para todas as analises.
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Figura 17. Avaliacdo do limiar de retirada mecénica, alodinia térmica e hiperalgesia induzida
por CCI. Sensibilidade mecénica avaliada pelo teste de von Frey (A), e sensibilidade térmica
avaliada pelos testes de acetona (B) e placa quente (C). Limiares mecénicos ou térmicos foram
avaliados na linha de base, e ap6s a cirurgia CCl ou SHAM (dias 6, 12 e 18). Os dados
representam médias + erros padrdo. & P < 0,05 Teste de Sidak’s contra sua respectiva linha de

base. N = 28 para cada grupo experimental.

3.2. Avaliacgao da atividade locomotora e equilibrio motor em animais com

dor crénica no teste de desempenho do rotarod.
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O teste Rotarod foi realizado para avaliar os efeitos da cirurgia CCI na atividade
motora forcada e no equilibrio dos animais comparados aos animais SHAM (Figura 18).
A ANOVA uma via ndo mostrou diferenca entre os grupos CCl e SHAM nas sessoes de
treinamento e na sessdo de teste no total de 5 minutos, independente da condicéo,
SHAM ou CCI (F1,2 = 4, P =0,1835), velocidade (F2,2=3, P =0,0312) ou tempo (F2s, 26
= 1,595, P =0,1201) (Figura 18).

Teste do Rotarod * CBD
—
0 6 ; ; 22 23 24
TN ™ ™ ™
ccl Teste do Rotarod
It Sessdo de treinamento
do Rotarod
185- 300
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g 1804 g ]g --.....-nc
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170 r T T 260 T T
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Figura 18. (A) Laténcia de tempo que 0s animais permaneceram na haste nas sessdes de
treinamento em trés diferentes velocidades de rotacdo (4, 10 e 40 rpm). (B) Tempo de
permanéncia do teste na faixa de velocidades de rotacdo da haste com aceleracdo suave de 0 a
40-rpm em no dia do teste composto por 2 sessdes de 2 minutos e 30 segundos com intervalo de
3 minutos entre cada sessdo. Os dados representam médias + erros padrdo. N = 28 para cada

grupo experimental.

3.3. Efeitos do canabidiol no teste de aversdo a dor: um potencial
modulador do comportamento afetivo-motivacional da dor neuropética

A modulacdo do componente afetivo-motivacional da dor foi mensurada pelo
teste de aversdo a dor. Ratos SHAM e CCI foram submetidos ao condicionamento para
pareamento de estimulos (contexto vs. efeito de CBD ou VEI), e sua preferéncia foi
testada 24 horas apo6s a ultima aplicacdo do tratamento (Figura 19). A ANOVA de dois
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fatores foi aplicada aos dados e mostrou diferencas no fator de condi¢cdo (CCI ou
SHAM), F14s = 69,84, P < 0,0001), no fator de tratamento (CBD ou Veiculo), (Fz4s =
14,46, P < 0,0001) e no fator de interagdo entre condig&o vs. tratamento (Fs4s = 12,02, P
< 0,0001). O teste post-hoc demonstrou que todos 0S grupos experimentais com a
condicdo cirargica SHAM, tratados ou ndo com CBD, ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao seu grupo controle. Os animais da condicéo cirurgica CCI
tratados com CBD 0,3, 3 e 10 mg/kg apresentaram diferencas significativas (P < 0,05)
em relacdo ao grupo controle (CCI-VEI).

Além disso, quando analisamos as laténcias para a primeira entrada no contexto
que foi pareado com o tratamento (CBD ou VEI), observamos que a ANOVA mostrou
diferengas significativas no fator de condigcdo (Fi4s = 8,906, P = 0,0045), fator de
tratamento (Fz4s = 26,59, P < 0,0001), e na interacdo tratamento vs. condicdo (Fs4s =
27,06, P <0,0001). O teste post hoc mostrou que o CCI-VEI é diferente do SHAM-VEI
(P <0,05) e dos grupos CCI tratados com CBD (0,3, 3 e 10 mg/kg, P < 0,05).

24 horas depois
VEIl or CBD *

P—
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Figura 19. O tratamento subcrénico com CBD reverteu o local preferido dos animais com dor
cronica induzida por CCl avaliada no teste de averséo a dor. (A) A de preferéncia do teste CPP.
(B) laténcia a primeira entrada no compartimento condicionado com seu respectivo tratamento.
****pP < 0,0001 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI; *P = 0,0328 teste de Tukey comparado
ao CCI-VEI; #P < 0,001 Teste de Tukey comparou CCI - VEI com SHAM - VEI. Os dados

representam a média + erros padrdo. N = 7/grupo. Abreviatura: A representa 0 limiar no teste —
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a linha de base, CPP — preferéncia condicionada aversdo & dor, CCl — lesdo por constricdo

cronica, VEI — Veiculo, CBD — canabidiol.

3.4. Avaliacdo da atividade motora e comportamentos semelhantes a
ansiedade

O TCA foi realizado para avaliar os efeitos do CBD no comportamento
emocional e na atividade locomotora 4 h apds a segunda administracdo do CBD (Figura
20). Os resultados estatisticos da ANOVA (ver Tabela 5) mostram que, considerando os
grupos CCIl e SHAM tratados com CBD em diferentes doses ou VEI, apds 4 horas de
aplicacdo do medicamento, ha diferencas na % de tempo gasto no centro do campo
aberto, no fator tratamento (P = 0,0458) e no fator condicdo cirargica (P = 0,0009), mas
o fator de interagdo ndo foi significativo (P = 0,3445). Quanto ao numero de
cruzamentos em campo aberto, ndo se alterou em termos de condi¢do (SHAM ou CClI,

P = 0,0668) ou tratamento (VEI ou CBD, P = 0,07934) (Figura 20B).

TCA

Fator condigéo
(SHAM vs CClI)

Fator tratamento
(SHAM vs CCI)

Fator interacdo
(condicdo vs. tratamento

% de tempo
no centro

Fi1 45 = 12,45, P = 0,0009

Fs 48 = 2,874, P = 0,0458

Fs 48 = 1,135, P = 0.3445

NUmero de
cruzamentos

Fi1 45 = 3,515, P = 0,0668

Fa 48 = 0.3442, P = 0,7934

F3, 48 = 0,5935, P = 0,6222

Frequéncia de
congelamento

F1 48 =0,6512, P = 0,4235

Fa 48 = 2,246, P = 0,0944

Fs 48 = 0,2475, P = 0,8627

Tempo de
congelamento

Fly 48 — 0,5402, P= 0,4659

Fs 45 = 3,743, P =0,0170

Fs 46 = 3,311, P = 0,0277

Frequéncia de
auto-limpeza

F1 45 =0,932, P =0.3392

F3, 48 = 3,02, P = 0,0387

F3 45 = 5,476, P = 0,0026

Tempo de
auto-limpeza

F1,48 =0,0282, P = 0,8674

Fs 48 = 0,5681, P = 0,6387

Fs 48 = 0,6501, P = 0,5868

Frequéncia de
elevacédo

Fl, 48 — 1,465, P= 0,2320

Fs 48 = 0,5619, P = 0,6428

Fs 4 =1,19, P = 0.3233

Tempo de
elevacdo

F145=1,118, P = 0,2956

Fs 45 = 1,582, P =0,2060

F3,48=0.3996, P = 0,7539

Tabela 5. Resultados obtidos a partir dos dados originais do TCA submetidos &8 ANOVA duas
vias, seguida do teste de Tukey para comparacdo dos grupos experimentais (fator de tratamento
vs. fator de condigdo). Seguido pelo teste de Tukey para comparagfes maltiplas. O nivel de

significancia foi estabelecido em P < 0,05 para todas as anélises.
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Além disso, avaliamos comportamentos complementares do TCA, ANOVA de
duas vias (Tabela 5) mostrou diferengas significativas na frequéncia de autolimpeza,
mas ndo no tempo de duracdo (P = 0,8674). A ANOVA de duas vias mostrou que na
avaliacdo da frequéncia de autolimpeza, o fator de condicdo nédo foi significativo (P =
0,3392), mas foi significativo no fator de tratamento (P = 0,0387) e no fator de condigéo
(P = 0,0026). A analise post hoc mostrou que os grupos CCI tratados com doses de
CBD de 0,3, 3 e 10 mg/kg foram diferentes em comparagdo com o grupo controle (P <
0,05, Figura 20E).

O teste estatistico (Tabela 5) mostrou que ndo houve diferencas significativas na
frequéncia do comportamento de congelamento, independentemente do fator de
condigédo (P = 0,4235), ou tratamento (P = 0,0944); mas foram detectadas diferencas
estatisticas em relacdo ao tempo do comportamento de congelamento no fator de
tratamento (P = 0,0170) e interacdo entre os fatores tratamento e condi¢éo cirurgica (P =
0,00277). A analise post hoc mostrou que os grupos CClI tratados com doses de CBD de
0,3, 3 e 10 mg/kg foram diferentes quando comparados ao grupo controle (P < 0,05,
Figura 20H).

Por fim, em relacdo ao comportamento de elevacao, observamos que ndo houve
diferenca significativa na frequéncia do comportamento (P = 0,2380) e na condigéo
cirargica (P = 0,06428) ou no tempo de elevacdo dos animais (tratamento (P = 0,2956) e

condicdo (P = 0,2060), para maiores detalhes ver Tabela 5.
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Figura 20. O CBD induziu efeitos ansioliticos em ratos CCl no TCA. (A) % de tempo gasto no

centro, (B) numero total de cruzamentos, (C) Frequéncia de elevagdes, (D) Tempo de elevacéo,

(E) Frequéncia de autolimpeza, (F) Tempo de autolimpeza, (G) Frequéncia de congelamento,

(H) Tempo de congelamento. O TCA foi realizado por 5 minutos, 23 dias apds a cirurgia CClI
ou SHAM, 4 h ap6s o segundo tratamento com VEI ou CBD (0,3, 3, 10 mg/kg/dia, i.p.). Os
dados representam a média + erros padrdo. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou
CCI-CBD. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou CCI-VEI. N = 7/grupo.
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3.5. Imuno-histoquimica para neurénios FosB+

Neste conjunto de resultados, avaliamos a hiperatividade neuronal cronica
avaliando o numero de neurdnios FosB+ no ACC (Figura 21B), BLA (Figura 21C),
GrDG (Figura 21D) e CA1 (Figura 21E). O tecido foi coletado no 25° dia experimental
em ratos CCl ou SHAM ap0s tratamento subcrénico (por 3 dias, comec¢ando no 22° dia
experimental).

Considerando a imunorreatividade para a proteina FosB, no ACC, a ANOVA
duas vias (Tabela 6) mostrou diferenca no fator de condicdo (P < 0,0001), no fator de
tratamento (P = 0,0021) e na interacdo entre os fatores (P < 0,0001). O pds-teste de
Tukey revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg ¢ diferente do grupo CClI-
VEI, bem como do grupo SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 28B).

Em relacdo ao BLA, a andlise estatistica (ver Tabela 6) mostrou diferenca
significativa no fator de condicdo (P = 0,0003), no fator de tratamento (P = 0,0021) e na
interacdo entre os fatores (P = 0,0011). O pds-teste de Tukey revelou que o grupo CCI
tratado com CBD 3 mg/kg € diferente do grupo CCI-VEI e do grupo SHAM tratado
com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 21B).

Quanto as analises em relacdo a HD (Tabela 6), regido GrDG a analise
estatistica mostrou diferenca no fator condicdo (P = 0,0003), no fator tratamento (P <
0,0001) e na interacdo condicdo vs. tratamento (P < 0,0001). O pdés-teste de Tukey
revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-VEI, bem
como do grupo SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 21D). E
considerando a imunorreatividade para a proteina FosB em CAL, a aplicacdo da
ANOVA duas vias mostrou diferenca no fator de condi¢do (P < 0,0001), no fator de
tratamento (P < 0,0001) e na interacdo condicdo vs. tratamento (P < 0,0001). O pds-
teste de Tukey revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo
CCI-VEI, bem como do grupo SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura
21E).
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Figura 21. Efeitos do CBD na hiperatividade neuronal crénica. (A) Imunocoloracdo para
neurdnios FosB+, representados por pontos escuros, no ACC, BLA, GrDG e CALl do HD, onde
foi observado aumento de células FosB+ nos animais CCIl. (B, C, D, E) O tratamento
subcronico (trés dias a partir do 22° dia experimental) com CBD 3 mg/kg reduziu o ndmero de
neurdnios FosB+ observados em animais CCl quando comparados ao tratamento CCI-VEI e
grupos SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou CCI-CBD. #P < 0,05 em
comparagdo com SHAM-VEI ou CCI-CBD. N = 6/grupo Barras de escala =200 um.



Pagina | 105

FosB+
Reqido Fator condicéao Fator tratamento Interacéo
g (SHAM vs CCI) (VEI vs CBD) (condicéo vs. tratamento)
ACC F1,20 = 13,07, P = 0,0017 F1,20 = 113,9, P < 0,0001 F1,20 =75, 53, P < 0,0001
BLA F1 20 =10,64, P = 0,0021 F1,20=12,22, P = 0,0011 F1,20 = 14,96, P = 0,0003
HD
CAl F1,20 = 100,4, P < 0,0001 F1,20 = 139,6, P < 0,0001 F1,20 = 136,9, P < 0,0001
GrDG F1,20 = 19,36, P = 0,0003 F1,20 =70.64, P < 0,0001 F1,20 = 52,99, P < 0,0001
NeuN+
Reqido Fator condicéao Fator tratamento Interacéo
g (SHAM vs CCI) (VEI vs CBD) (condicéo vs. tratamento)
ACC F1,20=5,36, P = 0,0313 F1,20 = 10,18, P = 0,0046 F1,20=10,1, P = 0,0046
BLA F1,20 =4,825, P = 0,040 F1,20=13,4, P =0.0016 F1,20 = 22.16, P=0,0001
HD
CAl F1,20 = 13,09, P = 0,0017 F1,20 = 52.35 P<0.0001 F1,20 = 62,5, P < 0.0001
GrDG F1,20=0,572, P = 0,4580 F1,20 = 3,691 P=0,0691 F1,20=0,114, P=0,7391
Expressdao GFAP
Reqiio Fator condicdo Fator tratamento Interacéo
9 (SHAM vs CCl) (VEI vs CBD) (condicéo vs. tratamento)
ACC F1,3 = 31,15, P < 0,0001 F1 36 = 34,8, P <0,0001 F1,36 = 20,64, P < 0,0001
BLA F1,31 = 8,606, P = 0,0063 F1,31=10,32, P = 0,0031 F1,31 = 19,38, P = 0,0001
HD
CAl F1, 33 =4,326, P = 0,0454 F1 33 =41,61, P < 0,0001 F1, 33 = 41,88, P<0,0001
GrDG F1,20 = 0,9528, P = 0.3371 F1,20 = 33,11, P < 0,0001 F1,20 = 37,54, P<0,0001
Expressao IBA-1
Reqiio Fator condicéao Fator tratamento Interacdo
g (SHAM vs CCI) (VEI vs CBD) (condic&o vs. tratamento)
ACC F1,36 = 23,09, P < 0,0001 F1,3=32,1, P <0,0001 F1, 36 = 8,662, P = 0,0057
BLA F1,20 = 3,788, P = 0,0614 F1,2=7,27, P =0,0116 F1,20 = 11,63, P = 0,0019
HD
CAl F1,35 = 20,48, P < 0,0001 F1,35 = 60,54, P < 0,0001 F1,35 = 60,36, P < 0,0001
GrDG F1,35=6,123, P = 0,0183 F1,35 = 5,938, P = 0,0200 F1,35 = 0,00364, P = 0,9522

Tabela 6. Resultados obtidos a partir dos dados originais de imunohistoquimica para neurénios

FosB+ e Imunofluorescéncia para neurénios GFAP, IBA-1 e NeuN+. Os dados foram

submetidos & ANOVA de duas vias, seguida do teste de Tukey para compara¢do dos grupos

experimentais (fator de tratamento e condi¢do cirurgica). O nivel de significancia foi

estabelecido em P < 0,05 para todas as analises.
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3.6. Avaliacdo da densidade neuronal (neurénios NeuN+)

Neste conjunto de resultados, avaliamos neurénios NeuN+, nas regides ACC
(Figura 22B), BLA (Figura 22C), GrDG (Figura 22D) e CA1 (Figura 22E). O tecido foi
coletado no 25° dia experimental em ratos CCl e SHAM apoés tratamento subcrénico
(por 3 dias, a partir do 22° dia experimental) com CBD na dose de 3 mg/kg ou veiculo.

Considerando a imunofluorescéncia para neurdnios NeuN+ no ACC, a ANOVA
duas vias (Tabela 6) mostrou diferengas no fator de condicdo (P = 0,0313), no fator de
tratamento (P = 0,0046) e na interacdo condicdo vs tratamento (P = 0,0046). O pds-teste
de Tukey revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-
VEI, bem como do grupo SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 22B).

Em relacdo ao BLA, o CCI-VEI é diferente do grupo SHAM-VEI (P < 0,05,
Figura 22C). A andlise estatistica (Tabela 6) mostrou diferenca significativa no fator de
condicdo (P = 0,040), no fator de tratamento (P = 0,0016) e na interacdo (P = 0,0001). O
pos-teste de Tukey revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg € diferente do
grupo CCI-VEI, bem como do grupo SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05,
Figura 22C).

No HD, especificamente na regido DrDG, a ANOVA duas vias (Tabela 6) ndo
mostrou diferenca no fator condicdo (P = 0,4580) e no fator tratamento (P = 0,0691, e
na interacdo condigdo vs. tratamento (P = 0,791). O pos-teste de Tukey nao revelou
diferencas entre os grupos. Finalmente, no CA1, a analise estatistica (Tabela 6) mostrou
diferenca significativa no fator condicéo (P = 0,0017), no fator tratamento (P < 0,0001)
e na condicdo versus tratamento interacdo (P < 0,0001). O pds-teste de Tukey revelou
que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-VEI (P < 0,05,
Figura 22E). Além disso, o grupo CCI tratado com VEI é diferente do grupo CCI-VEI o
grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 22E).
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Figura 22. Imunofluorescéncia para neurbénios NeuN+. (A) Imagens representativas de
neurdnios NeuN + (vermelho) e a coloragéo nuclear DAPI (azul) no ACC, BLA, GrDG e CAl
do HD. (B) O tratamento subcrénico (3 dias a partir do 21° dia experimental) com canabidiol
(CBD, 3 mg/kg) aumentou a densidade neuronal em animais CCl em comparacao ao tratamento
com VEI e SHAM. (C e E) O modelo CCI reduziu a densidade neuronal (neurdnios NeuN+) e o
tratamento com CBD recuperou essa alteragdo quando comparado ao SHAM-VEI. (D) O
modelo CCI e o tratamento com CBD néo produziram diferencas significativas. *P < 0,05 teste
de Tukey comparado ao CCI-VEI ou CCI-CBD. #P < 0,05 em comparacdo com SHAM-VEI ou
CCI-VEI. As setas brancas indicam exemplos de neurdnios que foram considerados para
analise. N = 6/grupo. Barras de escala de ACC e BLA = 50 um; GrDG = 200 um e CA1 = 100

pum.
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3.7. Avaliacdo de imunorreatividade de GFAP

Neste conjunto de resultados, avaliamos a expressédo de GFAP, nas regides ACC
(Figura 23B), BLA (Figura 23C), GrDG (Figura 23D) e CA1l (Figura 23E) em ratos
CCl e SHAM apos tratamento subcronico (por 3 dias, contando no 22° dia
experimental) com CBD na dose de 3 mg/kg ou veiculo.

Considerando a imunofluorescéncia do GFAP, no ACC, a aplicacdo da ANOVA
duas vias (Tabela 6) mostrou diferenca no fator de condicédo (P < 0,0001), no fator de
tratamento (P < 0,001) e na interacdo condicgdo vs tratamento (P < 0,0001). O p0s-teste
de Tukey revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-
VEI, bem como do grupo SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 23B).
Assim como o grupo CCI tratado com VEI é diferente do grupo SHAM-VEI (P < 0,05,
Figura 23B).

Em relacdo ao BLA, a andlise estatistica (Tabela 6) mostrou diferenca
significativa no fator de condicdo (P = 0,0063), no fator de tratamento (P = 0,0031) e na
interacdo vs. tratamento (P = 0,0001). O pos-teste de Tukey revelou que o grupo CCI
tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-VEI, bem como do grupo SHAM
tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 23C). Assim como o grupo CCI tratado
com VEI é diferente do grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 23C).

Quanto as analises em relacdo ao HD, especificamente a regido DrDG, a
aplicacdo da ANOVA duas vias (Tabela 6) ndo mostrou diferenca no fator de condi¢do
(P = 0,3371), mas no fator de tratamento (P < 0,0001) e na condicdo vs. interacdo
tratamento (P < 0,0001) teve diferenca significativa. O pds-teste de Tukey revelou que o
grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo do veiculo CCI, bem como
do grupo SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 23D). Assim como 0
grupo CCI tratado com VEI € diferente do grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 23D). E
por fim, no CAL, a analise estatistica mostrou diferenca significativa no fator de
condicéo (P < 0,0001), no fator de tratamento (P = 0,0464) e na interacdo vs. tratamento
(P < 0,001). O pobs-teste de Tukey revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é
diferente do grupo CCI-VEI, bem como do grupo SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P
< 0,05, Figura 23E). Assim como o grupo CCI tratado com VEI é diferente do grupo
SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 23E).
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Figura 23. Imunofluorescéncia para GFAP. (A) Imagens representativas da expressao de GFAP
(vermelho) no ACC, BLA, CAl e GrDG do HD, demonstram aumento da expressdo de GFAP
nos animais CCI (B, C D e E). O tratamento subcrdnico (3 dias a partir do 22° dia experimental)
com CBD (3 mg/kg) reduziu a expressdo de GFAP em animais CCl em comparagdo ao
tratamento com VEI e grupos SHAM. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou
CCI-CBD. #P < 0,05 em comparagdo com SHAM-VEI ou CCI-VEI. N = 4-6/grupo. Barras de
escala do ACC= 100 um; BLA, GrDG e CA1= 50 pum.
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3.8 Avaliacao de imunorreatividade do IBA-1

Da mesma forma, avaliamos a expressdao de IBA-1 nas regibes ACC (Figura
24B), BLA (Figura 24C), GrDG (Figura 24D) e CAl (Figura 24E) em ratos CCl e
SHAM apéds tratamento subcrdonico (por 3 dias a partir do 22° dia experimental) com
CBD na dose de 3 mg/kg ou VELI.

Considerando a imunofluorescéncia do IBA-1, no ACC, a ANOVA duas vias
(Tabela 6) mostrou diferenca no fator de condicgéo (P < 0,0001), no fator de tratamento
(P < 0,001) e na interagdo condicdo vs. tratamento (P < 0,0057). O pos-teste de Tukey
revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-VEI,
assim como o grupo SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 24B). Além
disso, o grupo CCI tratado com VEI é diferente do grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura
24B).

Em relacdo ao BLA, a andlise estatistica (Tabela 6) mostrou diferenca
significativa no fator condicdo (P = 0,0614), no fator tratamento (P = 0,0116) e na
interacdo condicdo vs. tratamento (P = 0,0019). O pos-teste de Tukey revelou que o
grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg € diferente do grupo CCI-VEI e do grupo SHAM
tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 24C). Além disso, o grupo CCI-VEI foi
diferente do grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 24B).

Em relagdo ao HD, na regido GrDG, a ANOVA duas vias (Tabela 6) mostrou
diferenca no fator de condicdo (P = 0,0183) e no fator de tratamento (P = 0,0200), mas
ndo na interacdo condicdo vs. tratamento (P = 0,9522). O pos-teste de Tukey revelou
que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-VEI e do grupo
SHAM tratado com CBD 3 mg/kg (P < 0,05, Figura 24E). Além disso, o grupo CCI
tratado com VEI é diferente do grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 24E).
Especificamente, na regido CAl, a analise estatistica mostrou diferenca no fator
condi¢do (P < 0,0001), no fator tratamento (P < 0,0001) e na interagdo condicdo vs
tratamento (P < 0,0001). O pds-teste de Tukey revelou que o grupo CCI tratado com
CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-VEI e do grupo SHAM tratado com CBD 3
mg/kg (P < 0,05, Figura 24E). Finalmente, o grupo CCI tratado com VEI é diferente do
grupo SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 24E).
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Figura 24. Coloracdo de imunofluorescéncia para expressdo de IBA-1. (A) Imagens
representativas da expressdo de IBA-1 (vermelho) no ACC, BLA e CAl e GrDG do HD,
demonstram aumento da expressdo de IBA-1 em animais CCI. (B, C e E) O tratamento
subcrénico (trés dias a partir do 21° dia experimental) com canabidiol (CBD, 3 mg/kg) reduziu a
expressdo de IBA-1 que foi observada em animais CCl em comparacdo ao tratamento com
CBD. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou CCI-CBD. #P < 0,05 em
comparagdo com SHAM-VEI ou CCI-VEI. N = 4-6/grupo. Barras de escala do ACC= 100 um;
BLA, GrDG e CA1= 50 pm.
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3.9 Avaliacao das citocinas IL-1g, IL-6 e IL-10

Aqui, analisamos as citocinas pré-inflamatérias IL-1p e IL-6 e a citocina anti-
inflamatoria IL-10, nas regibes AMG e HD em ratos CCl e SHAM apds tratamento
subcrénico (por 3 dias, iniciando no dia 22 dia) com CBD na dose de 3 mg/kg ou

veiculo (Figura 25 e 26).

Avaliacao global das citocinas IL-1f, IL-6 e IL-10

Na avaliacdo da citocina IL-1 no AMG, ANOVA duas vias (Tabela 7) mostrou
diferenca no fator de condicdo (P = 0,0043), no fator de tratamento (P < 0,0001) e na
interacdo condicdo vs. tratamento (P = 0,0087). O pos-teste de Tukey revelou que o
grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-VEI e SHAM-VEI (P <
0,05, Figura 25B). A segunda citocina avaliada foi a IL-6 no AMG, ANOVA duas vias
(Tabela 7) ndo mostrou diferenca no fator de condicdo (P = 0,6819) e na interacao
condig&o vs. tratamento (P = 0,0874) mas mostrou diferenca no fator de tratamento (P =
0,0088). O pods-teste de Tukey revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é
diferente do grupo CCI-VEI (P < 0,05, Figura 25C).

AMG
Citocina Fator condigéo Fator tratamento _ Interagdo
(SHAM vs CCI) (VEI vs CBD) (condig&o vs. tratamento)
IL-1p | Fr40=9189,P=0,0043 | F1=187,P<00001 | F1 4 =7,602, P=00087
IL-6 | Fi4=01705P=0,6819 | Fi4=759 P=00088 | Fy4=307 P=00874
IL-10 F140= 7,22, P =0,0104 F140=16,1,P=0,0003 | Fy 4 =10,61, P =0,0023
HD
Citocina Fator condicéo Fator tratamento ~ Interagdo
(SHAM vs CCI) (VEI vs CBD) (condiggo vs. tratamento)
IL-1p | FLu=1942,P=01710 | Fy4=10,7, P =0,0021 Fra =111, P =0,0018
IL-6 | Fi3=0565P=04569 | Fi3=750,P=00095 | Fys=0565 P =04569
IL-10 F1 3 = 5,39, P = 0,0260 F1 35 = 26,1, P < 0,0001 Fi 3= 12,7, P = 0,0010

Tabela 7. Resultados obtidos a partir dos dados originais do imunoensaio enzimatico especifico
para-IL-1p, IL-6 e IL-10. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido do teste
de Tukey para comparagdo dos grupos experimentais (fator de tratamento vs condic¢do). O nivel

de significancia foi estabelecido em P < 0,05 para todas as analises.

Em relacdo a citocina anti-inflamatoria IL-10 na AMG, a analise estatistica

(Tabela 7) mostrou diferenca no fator condi¢do (P = 0,0104), no fator tratamento (P <
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0,0001) e na interacdo condicdo vs tratamento (P = 0,0087). O pos-teste de Tukey
revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo CCI-VEI (P <
0,05, Figura 25D).

Na anélise de IL13 em HD, ANOVA duas vias (Tabela 7) ndo mostrou diferenca
no fator condicdo (P = 0,4199), mas mostrou diferenca significativa no fator tratamento
(P = 0,0021) e na interacdo condicdo versus tratamento (P = 0,0018). O pos-teste de
Tukey revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg ¢ diferente do grupo CCI-
VEI e CCI-VEI é diferente de SHAM-VEI (P < 0,05, Figura 25F). Em relacdo a IL-6
em HD, a ANOVA duas vias (Tabela 8) ndo mostrou diferenca no fator de condicédo (P
= 0,4569), e na interacdo de condicdo vs. tratamento (P = 0,4569), mas observamos
diferencgas significativas no fator de tratamento (P = 0,0095). O pds-teste de Tukey nédo
revelou diferenca entre os grupos (P < 0,05, Figura 25G).

Na anédlise da citocina anti-inflamatéria 1L-10 na HD, a ANOVA duas vias
(Tabela 8) mostrou diferenca no fator de condigédo (P = 0,0260), no fator de tratamento
(P < 0,0001) e na interacdo condicédo vs. tratamento (P = 0,0010) (Figura 25G). O pos-
teste de Tukey revelou que o grupo CCI tratado com CBD 3 mg/kg é diferente do grupo
CCI-VEI (P < 0,05, Figura 25H).
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Figura 25. Avaliacdo das citocinas IL-1B, IL-6 e IL-10 no HD e AMG. (A, E) Esquemas
representativos das estruturas centrais analisadas. (B, C) Avaliacdo das citocinas IL-1 e IL-6 na
AMG,; o tratamento com CBD 3 mg/kg reduziu os niveis de citocinas em comparagdo com o
controle CCI-VELI. (D) Avaliacdo da citocina 1L-10 na AMG; O tratamento com CBD 3 mg/kg
aumentou os niveis de citocinas em comparacdo com o controle CCI-VEI. (F, G) Avaliagdo das
citocinas 1L-1p e IL-6 no HD; O tratamento com CBD 3 mg/kg reduziu os niveis de citocinas
em comparacdo com o controle CCI-VEI. (H) avaliacdo de 1L-10 no HD; O tratamento com
CBD 3 mg/kg aumentou os niveis de citocinas em comparagdo com o controle CCI-VEI. *P <
0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou CCI-CBD. #P < 0,05 em relacdo ao SHAM-VEI
ou CCI-VEI. N = 5-6/grupo.
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Avaliacao das citocinas IL-1p, IL-6 e IL-10 por hemisfério

Aqui, analisamos as citocinas pré-inflamatérias IL-1p e IL-6 e a citocina anti-
inflamatoria 1L-10, separando os dados por hemisfério esquerdo ou direto nas regies
AMG e HD (Figura 26). Quando organizamos os dados nesta nova conformacéo
observamos que na avaliacdo da citocina IL-1f no AMG, sé encontramos aumento
significativo na AMG esquerda (P < 0,05, Tabela 8). Enquanto o aumento significativo
de IL-6 s6 foi observado na AMG direita (P < 0,05, Tabela 8). E 0 aumento de 1L-10 foi
em ambos os hemisférios (P < 0,05, Tabela 8). E quanto ao HD observamos que quando
separamos 0s dados por hemisfério ndo encontramos aumento significativo de IL-1p e

IL-6 em nenhum dos hemisférios (Tabela 8). Entretanto o aumento de IL-10 foi

observado nos dois hemisférios (P < 0,05, Tabela 8).

AMG
Citocina Fator condigao Fator tratamento _ Interacéo
(SHAM vs CCI) (VEI vs CBD) (condicéo vs. tratamento)
Esquerdo
IL-1p F1 1 = 13,95, P = 0,0015 F1 1= 7,500 P = 0,135 F11s = 2,642, P = 0,1215
IL-6 F1,18 =0, P >0,9999 F1,18 =0, P >0,9999 F1,18 = 0,033, P = 0,870
IL-10 F1, 18 =15,26, P = 0,0010 F1,18 =6,78, P =0,0179 Fi118=7,743, P = 0,0123
Direito
IL-1p | Fi15=0,3781, P =0,5463 F1 18 = 22,6, P = 0,002 F1 18 = 10,22, P = 0,005
IL-6 F1 15 = 1,387, P = 0,2542 F1 15 = 36,1, P < 0,0001 F1 18 = 17,77, P = 0,0005
IL-10 | Fy18=0,3515, P =0,5606 F1 1 = 18,8, P = 0,0004 F1, 18 = 10,06, P = 0,0053
HD
Citocina Fator condigéo Fator tratamento _ Interagdo
(SHAM vs CCI) (VEI vs CBD) (condicéo vs. tratamento)
Esquerdo
IL-1p F1 18 =0,5836, P=0,4548 F1,18 = 0,58, P=0,0454 F1,18 = 2,59, P=0,1250
IL-6 F1, 18 = 0,5528, P=0,4668 F1,18 =0,14, P=0,7046 F1,18 = 0,14, P=0,7046
IL-10 F1, 18 = 2,046, P=0,1697 F1, 18 = 15,3, P=0,0010 Fi1,18 = 7,32, P=0,0144
Direito
IL-1p F1,20=1,044, P = 0,3190 F1,20 = 4,40, P = 0,0488 F1,20=0,771,P =0,0116
IL-6 F1,18 =0,0096, P = 0,9227 F1,18 = 19,3, P =0,0003 F1,18 = 0,009, P = 0,227
IL-10 | Fy18=0,3493, P =0,5619 F11s = 1,89, P =0,1860 F1 18 = 2,105, P = 0,1640

Tabela 8. Resultados obtidos a partir dos dados originais dos imunoensaios enzimaticos
especificos para-1L-1p, IL-6 e IL-10 submetidos a ANOVA de duas vias, seguida do teste de

Tukey para comparagdo dos grupos experimentais (fator de tratamento vs condi¢do). Seguido
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pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas. O nivel de significancia foi estabelecido em P

< 0,05 para todas as analises.

AMG
SHAM - VEHI | SHAM - CBD | CCI - VEHI CCl-CBD
Citocinas Esquerdo
IL-1p 18,07 12,39 45,37 23,13
IL-6 0,0001548 0,0001667 0,0001667 0,0002
IL-10 5.814 4,896 11,63 39,5
Direito
IL-1p 35,43 30 48,72 21
IL-6 31,44 19,77 66,55 0
1L-10 27,42 33,33 14,4 52,33
HD
SHAM - VEHI | SHAM - CBD | CCI - VEHI CCl-CBD
Citocinas Esquerdo
IL-1p 17,29 14,96 24,18 14,66
IL-6 0,0002 0,00044 0,0001429 0,00022
IL-10 11,44 13,55 0 59,6
Direito

IL-1p 29,82 25,16 37,06 15,72
IL-6 12,19 0 15,3 0
1L-10 8,25 24 7,25 43,65

Tabela 9. Média dos resultados obtidos a partir dos dados originais do imunoensaio enzimatico

especifico para IL-1B, IL-6 e IL-10. Os dados foram representados pela média dos grupos

experimentais.
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Figura 26. Avalicdo das citocinas IL-1p, IL-6 e IL-10. (A, B) Dados da analise de 1L-1p da
AMG, respectivamente direita e esquerda, onde o tratamento com CBD 3 mg/kg reduziu os
niveis de citocinas em comparacdo com o controle CCI-VELI. (C, D) Dados da analise de 1L-6
da AMG, respectivamente direita e esquerda, onde o tratamento com CBD 3 mg/kg reduziu os
niveis de citocinas comparado ao controle CCI-VEI na AMG direita. (E, F) Dados da analise
1L-10 da AMG, respectivamente direita e esquerda, onde o tratamento com CBD 3 mg/kg
aumentou os niveis de citocinas em comparacdo com o controle CCI-VEI. (G, H) Dados da
analise de 1L-1B do HD, respectivamente direito e esquerdo, onde o tratamento com CBD 3
mg/kg reduziu os niveis de citocinas em compara¢do com o controle CCI-VEI no HD. (I, J)
Dados da analise de 1L-6 do HD, respectivamente direito e esquerdo, onde o tratamento com
CBD 3 mg/kg reduziu os niveis de citocinas em comparacdo com o controle CCI-VEI no HD
direito. (K, L) Dados da andlise 1L-10 do HD, respectivamente direito e esquerdo, onde o
tratamento com CBD 3 mg/kg aumentou os niveis de citocinas em comparagdo com o controle
CCI-VEI no HD esquerdo. *P < 0,05 teste de Tukey comparado ao CCI-VEI ou CCI-CBD. #P <
0,05 em relacdo ao SHAM-VEI ou CCI-VEI. N =5 - 6 /por grupos.
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4. Discussao

Os resultados do presente estudo demostram o modelo de CCI foi capaz de
induzir efeito ansiogénico no TCA, aumento do numero de FosB+ (ACC, BLA e CAl
do HD) e reducdo da densidade neuronal mensurada por NeuN+ (BLA e CALl do HD)
em regides do circuito corticolimbico. E que no tratamento subcrdonico com CBD
reverteu o CPP no teste de Aversdo a Dor, reduziu o nimero de FosB+ (ACC, BLA e
CAl do HD), reverteu reducdo da densidade neuronal, o aumento promovido na
expressdo de GFAP e IBA-1 causado pelo modelo CCI. Essa modulacdo do CBD em
astrocitos e microglia ativada também atenuou as citocinas IL-1 e IL-6 na AMG e HD
e, promoveu aumento da citocina IL-10 nos animais CCI-CBD.

Observamos que o tratamento subcrénico com CBD (0,3, 3 e 10 mg/kg) reverteu
0 CCP no teste de aversdo a dor em animais CCIl. Assim, como o reforco positivo
produzido pelo alivio continuo da dor estabelecido pelo CCl foi evitado em ratos
tratados sistemicamente com CBD, mesmo em doses que ndo alteram a nocicepgéo
evocada por estimulos mecanicos (dose de 0,3 mg/kg, Silva-Cardoso et al, 2021). CPP
para alivio da dor também foi demonstrado apds axotomia do nervo cidtico para
provocar a desnervagdo completa da pata traseira (Devor, 1991), confirmando a
presenca de um estado aversivo que provavelmente reflete dor neuropatica "espontanea”
e fornece um controle importante que elimina preocupacfes de dor resultante da
estimulacdo tatil durante a deambulacdo dentro do aparato de teste (Qu et al., 2011).

Além disso, nossos resultados reforcam que a dor cronica pode favorecer o
aprendizado discriminativo e se encaixa facilmente em uma estrutura de aprendizado
reforcando estimulos aversivos (Genaro et al., 2017; King et al., 2009; Silva-Cardoso
e Nobre, 2021). Também é importante notar que o anestésico local (lidocaina) poderia
ter atuado com efeito de paralisia induzida nas pernas, podendo atuar como punicéo
positiva, apoiando a relacdo oposta excitatorio-inibitoria entre recompensas e punic¢des
(Genaro et al., 2017). Nesse caso, além do CBD ndo promover paralisia motora, que
foi avaliada no TCA, ele pode reduzir o estado aversivo gerado pela dor do modelo
CCl. Ademais, todas as doses de CBD usadas ndo evocaram CPP em ratos SHAM,
apoiando resultados anteriores de outros modelos de dor que ndo produziram CPP em
roedores SHAM (Genaro et al., 2017, Parker et al., 2004, Vann et al., 2008). Esses

resultados sugerem que as trés doses de CBD néo sdo recompensadoras em ratos SHAM
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e sO se tornam recompensadoras em ratos CCl, devido ao alivio da dor e reducdo da
aversao a dor gerada pelos efeitos do tratamento com CBD.

Nossos dados anteriores indicam que a cirurgia CCIl pode promover
comportamentos semelhantes a ansiedade em ratos (Silva-Cardoso et.al, 2021). Os
resultados do presente estudo corroboram esse achado no TCA. Além disso,
encontramos diferencas significativas entre os animais CCI tratados com CBD 3 mg/kg
mesmo 4 h ap6s a administragdo; 0s animais apresentaram comportamentos do tipo
ansiolitico (aumento do tempo gasto no centro do aparato, reducdo da frequéncia de
auto-limpeza e tempo de congelamento), quando comparados ao Seu controle.
Curiosamente, apesar da falta de efeitos ansioliticos com CBD 0,3 e 10 mg/kg, essas
doses demostraram efeitos ansioliticos em comportamentos complementares (frequéncia
de auto-limpeza e tempo de congelamento) quando comparadas ao controle CCI-VEI.
Esses resultados corroboram nossos dados anteriores sobre os efeitos ansioliticos do
CBD no modelo CCI (Silva-Cardoso et al., 2021) e sdo suportados pela meia-vida do
CBD em ratos (Deiana et al., 2012). Devido aos resultados positivos com a dose de 3
mg/kg em nosso estudo e em estudos anteriores (Silva-Cardoso et al., 2021) e seguindo
0 principio da menor dose farmacoldgica administrada (Sharma e McNeill, 2009),
realizamos estudos imuno-histoquimicos nessas estruturas, com foco nessa dose
especifica.

O fator de transcricdo da proteina FosB acumula-se de maneira especifica na
regido do encéfalo durante a exposicdo crbnica ao estresse, drogas de abuso ou outros
estimulos crénicos (Nestler, 2015, 2008) e, uma vez induzido, FosB persiste no
encéfalo por vérias semanas apds a cessacdo da estimulacdo crénica (Carle et al.,
2007). Nossos resultados demonstram que o modelo CCI promove aumento na
expressdao da proteina FosB, que foi detectado pelo aumento do nimero de neurénios
FosB+ no ACC, BLA e CAl do HD. Esse aumento na expressdo de FosB+ foi revertido
nessas regides pelo tratamento subcrénico com CBD na dose de 3 mg/kg. O acumulo
gradual de proteina FosB fortalece a formacdo e manutencdo de memorias habituais e
comportamentos compulsivos, talvez aumentando a eficacia dos circuitos neuronais
(Nestler, 2001). Nossos achados demonstram que a diminui¢do da imunorreatividade
FosB+ nessas regides do circuito corticolimbico pode trazer nossos achados para
elucidar o mecanismo de acdo do CBD na modulacdo da dor cronica. Além disso, 0s

produtos do gene FosB contribuem para a ativacdo excitotoxica da microglia (Nomaru
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et al., 2014). Curiosamente, as mudancas na expressdo da microglia também foram
detectadas nesse estudo e seram discutidas mais adiante.

Embora vérias estruturas encefalicas contribuam para o processamento da dor e
da emocao, os circuitos que envolvem o ACC séo consistentemente ativados em estudos
de dor neuropatica e estdo envolvidos na dimensdo afetiva da dor (Han et al., 2015; Ho
fbauer et al., 2001; Ong et al., 2019; Rainville et al., 1997). Deve-se notar que, dada
sua rica conectividade funcional, o ACC é uma complexa estrutura que regula o
aumento da aversdo a dor (Porreca e Navratilova, 2017; Xiao e Zhang, 2018; Zhang
et al., 2017) além de ser um centro critico para percep¢do nociceptiva e ansiedade
relacionada a dor (Gungor e Johansen, 2019; Guo et al., 2018; Liu et al., 2019;
Rubino et al., 2008). Isso corrobora nossos dados sobre o aumento da expressao de
neurdnios FosB+ no ACC que estdo possivelmente associados aos comportamentos
ansiogénicos observados nos animais CCI-VEI avaliados no TCA. No entanto, 0s
neurénios do ACC projetam e recebem informacGes de varias regifes importantes para
0 processamento da dor, como a AMG (Corder et al., 2019; Neugebauer, 2015;
Wilson et al., 2019). As projecdes neuronais diretas do ACC para o BLA desempenham
papel critico na modulacéo das fungdes emocionais, como aprendizado, medo e aversao
a dor (Allsop et al., 2018; Jhang et al., 2018). A AMG recebe informacdes
multissensoriais das regides corticais por meio do BLA e envia e recebe projecOes
diretas de informacdes nociceptivas do ndcleo parabraquial (PB) (Bianchi et al., 1998;
Strobel et al., 2014) e este esta diretamente envolvido com a cronicidade da dor. O PB,
por meio de suas conexdes bidirecionais com o BLA, pode modular emogdes negativas
relacionadas a dor e ao medo, principalmente aquelas envolvidas com o circuito neural
que processa 0 componente afetivo-motivacional da dor (Seno et al., 2018) e respostas
emocionais positivas, como recompensa (Cai et al., 2018). Esses resultados, portanto,
corroboram resultados prévios de aumento da excitabilidade neuronal encontrado no
BLA de animais CCI-VEI (Cramer et al., 2021) (ver Apéndice D).

Ademais, corpos celulares imunorreativos CB1 ja foram demonstrados em areas
corticais (ACC e cortex insular), BLA e HD (Katona et al., 2001; Moldrich e Wenger,
2000; Silva-Cardoso et al., 2021; Tsou et al., 1998). Além disso, foi demonstrado que
a sinalizacdo de endocanabinoides regula seletivamente a atividade pré-sinéptica no PB
(Cramer et al., 2021). Uma vez que a ativacao dessa via é antinociceptiva, e a ativacao
do CB1 no PB pode suprimir a atividade pré-sinaptica via sinalizacdo retrograda do

neurdnio pds-sinaptico, o que reduz a probabilidade de liberacdo de glutamato e GABA,
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evitando alteracdes na atividade tonica do CB1 pelo aumento da excitacdo do PB, que,
consequentemente, modula diretamente a via PB-BLA (Raver et al., 2020; Uddin et
al., 2018; Woodhams et al., 2017). Assim, a dor cronica pode ser vista como um estado
de aprendizado emocional resistente a extincdo (Apkarian, 2008) e ha evidéncias
anteriores de ativacdo de HD durante a dor neuropatica, apoiando o controle de HD
tanto da alodinia tatil, quanto das propriedades motivacionais/afetivas da dor
neuropética. Além disso, esses dados reforcam nossos achados sobre o papel do
hipocampo (GrDG e CA1) na ansiedade relacionada a dor. Finalmente, € importante
notar que a dor crénica, como um forte estressor, € conhecida por causar transtornos
emocionais negativos de comorbidade, incluindo ansiedade, estresse e depressdo em
pacientes com dor cronica (Cai et al., 2018; Li et al., 2021, 2017, 2019).

Para melhor compreensdo de nossos achados sobre a expressao da proteina
FosB, avaliamos também a densidade neuronal nas mesmas estruturas. Observamos que
no modelo CCI promoveu redugéo da densidade neuronal no BLA e CAl dos animais e
o0 tratamento com CBD 3 mg/kg foi capaz de reverter essa reducdo, mas ndo promoveu
efeitos no GrDG. Além disso, o CBD promoveu aumento na densidade neuronal no
ACC dos animais CCI-VEI. Embora ndo tenhamos usado marcadores especificos para
medir a neurogénese, € importante mencionar que ela desempenha papel importante na
resposta ao estresse, ativando o controle negativo induzido pelo hipocampo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal e influenciando a formacdo da memoria e o aprendizado
(Ehninger e Kempermann, 2006; Schoenfeld e Gould, 2012; Snyder et al., 2011).
AlteracGes neuroplasticas, como reducgdo da densidade da coluna e retracdo dendritica,
foram mostradas em modelos animais com dor persistente, mas o comprometimento da
neurogénese que ocorre no desenvolvimento da dor neuropatica é especifico nas regies
do hipocampo (Dellarole et al., 2014). Da mesma forma, em um modelo de dor
inflamatoria (modelo de CFA), a lesdo na pata direita induziu neurodegeneracao
bilateral no hipocampo (Duric e Mccarson, 2006). Curiosamente, embora o0 CBD
promova a neurogénese hipocampal (Campos et al., 2016, 2013; Lujan et al., 2020;
Lujan e Valverde, 2020; Razavi et al., 2021), em um modelo de dor persistente,
nenhuma mudanga foi observada no GrDG (Duric e Mccarson, 2006), o que corrobora
nossos achados.

A efeito pro-neurogénese do CBD mostra grande consisténcia entre as doses; 0s
achados da literatura relatam aumentos na proliferagdo e diferenciacdo neuronal apos
doses de CBD variando de 3 a 30 mg/kg (Lujan et al., 2020; Lujan e Valverde, 2020).
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Vale ressaltar que a interacdo protetora envolvendo processos de neuroinflamacéo ja foi
observada e CBD pode modular este efeito via receptor ativado por proliferador de
peroxissoma y (PPARYy) - é um fator de transcricdo modulado por ligante amplamente
expresso que governa a expressao de genes envolvidos na inflamacéo (Cai et al., 2018)
- a ativacdo esta associada ao aumento da atividade neurogénica, bem como a reducéo
da gliose reativa hipocampal (Esposito et al., 2011), o que corrobora nossos dados
sobre a expressdo de GFAP nas estruturas ACC, BLA, GrDG e CAL.

Os astrdcitos desempenham papel importante na manutencéo da funcao neuronal
normal, participando de processos responsaveis pela captacdo de neurotransmissores,
manutencdo da homeostase dos ions, migracdo neuronal durante o desenvolvimento e
sintese, depuracéo e liberacdo de aminoacidos neuroativos (Sidoryk-Wegrzynowicz et
al., 2011, Sidoryk-Wegrzynowicz e Struzynska, 2021; Siracusa et al., 2019). Além
disso, os astrécitos sdo as principais células que regulam os niveis sindpticos de
glutamato, e a citotoxicidade do glutamato é uma das principais causas de dano
neuronal (Kozela et al., 2017). Em relacdo a microglia, avaliamos as alteracdes na
expressao da proteina IBA-1, a proteina de ligacdo ao célcio expressa especificamente
neste tipo de célula (Aguzzi et al., 2013; Gogoleva et al., 2019; Su et al., 2016).
Nossos resultados demonstram que no modelo CCI promoveu aumento na expresséo de
GFAP no ACC, BLA, GrDG e CA1 do HD. Tal aumento foi prevenido pelo tratamento
subcrénico com CBD 3 mg/kg. O CCI também promoveu aumento da expressdo de
IBA-1 no ACC, BLA e CAl do HD; esse aumento também foi revertido pelo
tratamento subcronico com CBD 3 mg/kg.

A ativacdo de microglia e astrocitos ja foi observada em modelos de dor
neuropatica central, como lesdo medular, e modelos de dor neuropaética periférica, como
CCI (Cao e Zhang, 2008; Gwak et al., 2017; Miranpuri et al., 2021). Além disso, 0s
astrocitos estdo intimamente associados a dor cronica e as alteracdes na atividade das
sinapses. Durante o desenvolvimento da dor, as respostas da microglia sdo tipicamente
precoces e transitorias, enquanto a ativagdo dos astrécitos € mais tardia e dura mais do
que a microglia (Gao e Ji, 2010; Li et al., 2019). Nossos resultados concordam com a
literatura e, curiosamente, também demonstramos que essas alteragdes persistiram por
pelo menos 25 dias apds a lesdo do CCl, o que reforga as alteracGes neuroplasticas que a
dor crbnica promove nas estruturas do circuito corticolimbico, como o ACC, BLA e
HD.
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Ademais, os astrocitos corticais também desempenham papel importante na dor
cronica; estudos mostraram que astrocitos ativados em regides cerebrais relacionadas a
regulacdo emocional (ACC e HD) estdo associados a disfuncdo emocional em estados
de dor crénica (Apkarian, 2011, 2011; Apkarian et al., 2005; Eto et al., 2011), o que
foi evidenciado pelos resultados comportamentais e imuno-histoquimicos do presente
estudo. Aliés, estudos usando uma variedade de modelos de dor crénica mostraram que
a expressdo de GFAP no ACC aumenta sob dor crénica (Ikeda et al., 2013), e esta
envolvida na regulacdo da experiéncia da dor e das emocdes negativas associadas a dor
(Narita et al., 2006). Vale ressaltar que os astrocitos desempenham papel fundamental
na regulacdo do equilibrio entre GABA e glutamato, e um desequilibrio entre esses
neurotransmissores pode ser 0 mecanismo subjacente da dor crénica (Li et al., 2019).
Evidéncias indicam que alteracbes adaptativas nos astrocitos hipocampais estdo
associadas a transtornos de humor em estados de dor persistente. Por exemplo, o
namero de astrocitos hipocampais GFAP-positivos foram aumentados em ratos
submetidos a CCI em comparacdo com ratos SHAM (Panigada e Gosselin, 2011), o
que corrobora nossos achados neste estudo. Além disso, a expressao de astrocitos
ativados no hipocampo pode indicar que eles estdo envolvidos na dor persistente e nos
transtornos de humor (Fiore e Austin, 2019, 2018, 2016), o que pode explicar nossos
resultados de aumento dos neurdnios GFAP e FosB+ nas mesmas regides, sugerindo
que a atividade dos astrocitos pode estar subjacente ao aumento do disparo neuronal
nestas regides, provavelmente pelo aumento da neurotransmissdo glutamatérgica (ACC,
BLA, GrDG e CA1 de HD).

Em geral, as citocinas supraespinais atuam como neuromoduladores,
compartilhando semelhangas com neuropeptideos e operando sob condicdes fisioldgicas
normais dentro de uma "rede de citocinas" de neurbnios, microglia e astrocitos que
podem regular a producdo de citocinas (Fiore e Austin, 2016). Nossos dados apontam
para um aumento da citocina pré-inflamatoria IL-1p na AMG e HD de animais CClI;
este aumento foi revertido pelo CBD 3 mg/kg. N&o encontramos diferengas
significativas na avaliacdo de IL-6 em ambas as estruturas. Em contraste, observamos
aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10 em animais CCI tratados com CBD 3
mg/Kkg.

Em particular, os astrécitos modulam os fenotipos microglial e a fagocitose por
meio de crosstalk astrécitos-microglia e regulam a transmissao sinaptica excitatoria por

meio de interacGes astrocitos-neurénios (Jha et al., 2019; Li et al., 2019). As moléculas
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sinalizadoras envolvidas incluem citocinas pro-inflamatérias (IL-1p ¢ IL-6), fatores de
transcricdo génica, quinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2), proteinas (GFAP,
conexinas e aquaporina 4), entre outros fatores (Koyama, 2014). As citocinas ndo estéo
apenas envolvidas no crosstalk astrocitos-microglia, mas também na dor inflamatoria e
na dor neuropética (Cao e Zhang, 2008; Ji et al., 2013; Li et al., 2019).

Evidéncias indicam que a IL-1P esta envolvida na sensibilizagdo da dor e ¢é
regulada positivamente na microglia espinhal e astrocitos apds lesdo de nervo periférico
(Cao e Zhang, 2008; Kiguchi et al., 2012). O modelo CCI aumenta as citocinas IL-6 e
IL-18 na medula rostral ventromedial (Austin et al.,, 2015) e induz adaptacfes
neuronais de citocinas gliais no hipocampo (Fiore e Austin, 2018). Esta informacao
corrobora nossos achados de GFAP, IBA-1 e IL-1p aumentados em animais CCI-VEI.
Além disso, as citocinas sensibilizam diretamente os canais de cations sensiveis ao calor
no canal de cations do receptor transiente V subfamilia 1 (TRPV1) (Kiguchi et al.,
2012), o que corrobora nossos achados que compde parte desta tese (Capitulo I1), onde
observamos aumento da expressdo de TRPV1 em animais submetidos a CCI (Silva-
Cardoso et al., 2021).

A IL-1p reduz as correntes pds-sinapticas excitatorias espontaneas nos neurdnios
do hipocampo, mas aumenta as correntes mediadas por NMDA que promovem aumento
da neurotoxicidade (Viviani et al., 2003) e reduz a producdo de BDNF, o que prejudica
a neurogénese (Fiore e Austin, 2016). Isso corrobora nossos achados quanto a reducgéo
da densidade neuronal em CA1l do HD. Além disso, a literatura demonstra que o
modelo CCI aumenta a expressdo de IL-1B e IL-6 no ACC e reduz a expressao de
BDNF, enquanto a ativagdo de receptores NMDA no ACC pode modular a aversdo
condicionada ao lugar (Gungor e Johansen, 2019; Johansen e Fields, 2004; King et
al., 2009). Acreditamos que o tratamento com CBD possa estar modulando esta
atividade no ACC em nosso estudo, em relacdo a atenuacao dessas citocinas, bem como
um efeito proé-neurogénico, visto em nossos resultados de NeuN+, em que os animais
CCI-CBD tiveram aumento na densidade neuronal e revercdo das alteragcbes na
densidade neuronal na regido BLA e CAl do HD. Além disso, a pode ter ocorrido
modulacdo do ACC pela administragdo de CBD, resultando na revercdo da aversao a
dor no teste CPP e inducéo dos efeitos ansioliticos observados no TCA.

A atividade glial estd ligada a sinalizacdo do glutamato e modulagdo de
comportamentos afetivos, atraves da ativacdo de astrocitos (Narita et al., 2006) e

aumento de comportamentos de fuga/evitagdo em animais (LaGraize et al., 2004). A
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supressdo especifica de citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-6 induzida pelo
tratamento com CBD pode proporcionar alivio anti-inflamatorio para os animais, pois a
IL-6 também é um potente mediador pré-inflamatério envolvido na indugdo da fase
aguda de respostas pro-inflamatorias (Nagarkatti et al., 2009; Suryavanshi et al.,
2021). Uma das funcbes mais amplamente caracterizadas da IL-6 é seu papel influente
na estimulagdo da producédo de proteinas envolvidas com a fase aguda pré-inflamatéria
(Gabay, 2006; Gabay e Kushner, 1999). Acreditamos que por isso ndo observamos
diferencas significativas de IL-6 em nossos animais CCI-VEI. Além disso, o papel que a
IL-1B desempenha na regulacdo da transcricdo de IL-6 também ¢é de particular
importancia, pois ndo apenas induz a atividade do promotor de IL-6 no nivel
transcricional, mas também aumenta a secrecdo da proteina IL-6 de maneira dependente
da atividade nuclear fator kB (NF-kB) e proteina ativadora 1 (AP-1) - principais fatores
de transcricdo que orquestram a expressao de muitos genes envolvidos na inflamacgéo
(Fujioka et al., 2004; Szabo-Fresnais et al., 2008). Assim, é possivel que a supressao
da IL-1B pela administragdo de CBD (Esposito et al., 2007), possa estar mediando
indiretamente a producao de IL-6, contribuindo para a supressdo da expressao de IL-6
(Sermet et al., 2021) como observado no presente estudo. O aumento da liberacdo de
IL-10 induzida por endocanabindides pela microglia é um fendmeno compartilhado com
outras &reas do sistema nervoso central (Correa et al., 2010; van den Hoogen et al.,
2022; Wu et al., 2019), o que corrobora nossos achados. Podemos inferir que a reducéo
da liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e o aumento da liberacdo de citocinas anti-
inflamatorias pela microglia estdo associados a reducdo do comportamento da dor
observada nos animais (Silva-Cardoso et al., 2021).

O CBD produziu neuroprote¢do (Do Val-da Silva et al., 2017; Mori et al.,
2017) e reduziu a reacdo glial (Napimoga et al., 2009; Perez et al., 2013) em nossos
resultados. Portanto, demonstramos que o tratamento com CBD atenua a producéo de
citocinas inflamatdrias e a ativacdo das células microglial na dor cronica. Além disso, 0s
produtos da transcricdo de FosB também podem contribuir para a atividade excitotdxica
exibida pela microglia (Nomaru et al., 2014), o que pode ajudar a estabelecer a relagéo
entre a ativacdo da microglia e 0 aumento da atividade neuronal (neurénios FosB+) que
foi obaservado no grupo CCI-VEL.

A AMG desempenha papel fundamental no processamento emocional e no
componente emocional-afetivo da dor (Andreoli et al., 2017; Becker e Carrasquillo,
2019; Carrasquillo e Gereau, 2008; Ji et al., 2018; Neugebauer et al., 2020). Além
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disso, é importante mencionar que a informacao nociceptiva detectada no lado esquerdo
do corpo é amplamente processada pelo hemisfério direito do encéfalo e vice-versa
(Allen et al., 2021; LeDoux, 2003; Phillips e LeDoux, 1992). Nossos dados indicam
que, embora o tratamento com CBD tenha atenuado a citocina IL-1p e IL-6, esse
aumento significativo na citocina foi observado apenas na AMG esquerda
(contralateral) nos animais CCI-VEI (ver Tabela 7 e Figura 26). As AMG esquerda e
direita levam a hiperalgesia mecéanica e térmica ap6s lesdo poupada do nervo ciatico do
lado direito (Allen et al., 2021; Cooper et al., 2018) e os neurénios da AMG direita
tém conexdes cerebrais bilaterais, enquanto os neurénios da AMG esquerda séo
predominantemente restritos a periferia contralateral (Ji et al., 2007, 2018). No entanto,
Cooper et al (2019) propGem que a lateralizacao funcional da AMG ¢ alterada durante a
dor crbnica: onde a AMG direita, mas ndo a esquerda, é pronociceptiva durante os
estados iniciais de dor, enquanto a atividade do lado esquerdo e/ou direito a AMG pode
estar associada a hipersensibilidade mecénica e térmica durante a cronificagdo da dor
neuropatica. 1sso corrobora nossos dados sobre a medida de IL-1pB e IL-6 na AMG de
diferentes hemisférios e reforca a importancia de avaliar as alteracdes neuroplasticas
bilaterais geradas pela dor cronica em estruturas do circuito cortilimbico.

Podemos concluir que as medidas de dor no modelo CPP podem melhorar nossa
compreensdo dos mecanismos e circuitos cerebrais subjacentes ao componente afetivo
da dor e a recompensa do alivio da dor. A manifestacdo de CPP em ratos CCI,
juntamente com a falta de CPP em ratos SHAM, podem ser usadas para medir a eficacia
do tratamento para aliviar a dor cronica. Muitas das alteragdes cerebrais observadas em
pacientes com dor crbnica envolvem regides que codificam contextos afetivos,
emocionais e motivacionais (Baliki e Apkarian, 2015). Nossos achados demonstram
que o tratamento com CBD (3 mg/kg) modula efetivamente essas mudancas
principalmente nos circuitos de recompensa/motivacdo e aprendizado que podem
prevenir os distirbios de comorbidade emocional frequentemente observados em
pacientes com dor crbénica, como ansiedade. Além disso, observamos que o CBD reduz
a ativagdo neuronal no ACC, BLA e HD e reverteu a expressao de microglia e astrocitos
ativados, além de promover a atenuacdo de citocinas pro-inflamatorias, e o aumento de
citocinas anti-inflamatdrias. Assim, o CBD pode atuar em substratos encefalicos que
contribuem para a supressao e modulacdo da dor cronica, como os locais encefalicos
envolvidos com o circuito corticolimbico. O comportamento motivado e 0s circuitos

neurais que medeiam aversdo e recompensa sdo altamente conservados entre as espécies
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(Navratilova et al., 2013), e a traducdo desses achados pode ajudar a compreender
melhor as alteracdes encefalicas durante a dor cronica e beneficiar o desenvolvimento

de terapias para dor cronica em humanos.
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Consideragdes finais

Em nosso levantamento inicial da literatura (Capitulo I), concluimos que o CBD ¢
um composto natural bem tolerado e seguro de que exercia efeitos analgésicos em
varios modelos animais de dor cronica, bem como em estudos clinicos. Entretanto o
tratamento cronico com CBD apesar demonstrar efeitos terapéuticos de longo prazo sem
efeitos colaterais significativos ou o desenvolvimento de tolerdncia, ainda havia a
discussdo de uma falta de padronizacdo de doses ou o0 estabelecimento de uma curva
dose-resposta para um modelo de dor cronica, além da caréncia de estudos com dor
espontanea e avaliacdo do componente afetivo-motivacional nos modelos animais.

Em Silva-Cardoso et al., 2021 (Capitulo 1), demonstramos como novidade uma
curva dose-resposta utilizando um tratamento subcrénico (3 dias) com CBD e este
promoveu efeitos antialodinicos, anti-hiperalgésicos e ansioliticos em um modelo de dor
neuropatica e ademais foi capaz de modular a expressdo de CB1R e TRPV1R em
estruturas corticais e limbicas, adicionando evidéncias substanciais ao papel do
neurocircuito corticolimbico ACC- AIC-BLA, HV-BLA e HD-BLA para regulacéo da
dor (dependendo da condi¢édo patoldgica ou ndo dos animais).

Com intuito de investigar o CBD em um teste de dor espontanea usamos o CPP
e observamos que a manifestacdo de CPP em ratos CCI, juntamente com a falta de CPP
em ratos SHAM, podem ser usadas para medir a eficacia do tratamento para aliviar a
dor cronica. Nossos achados demonstram que o tratamento com CBD (3 mg/kg) modula
efetivamente essas mudancas principalmente nos circuitos de recompensa/motivacao e
aprendizado que podem prevenir os disturbios de comorbidade emocional
frequentemente observados em pacientes com dor crénica, como ansiedade. Além disso,
observamos que o CBD reduz a ativagdo neuronal no ACC, BLA e HD e reverteu a
expressdo de microglia e astrocitos ativados, além de promover a atenuagdo de citocinas
pré-inflamatorias e, consequentemente, o aumento de citocinas anti-inflamatorias
(Capitulo 111).

Embora nosso trabalho seja um dos primeiros a utilizar o modelo CCI e
demonstrar essas alteracbes neuroplésticas dos receptores CB1 e TRPV1, ainda é

complexo entender os efeitos do grupo CCI-CBD na relagdo desses receptores com a
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modulacdo da dor cronica. Acreditamos que mais estudos com manipulacfes
farmacologicas diretas sejam necessarios para entender melhor essa modulagao.

Assim, podemos concluir que o CBD pode atuar em substratos encefalicos que
contribuem para a supressdo e modulacdo da dor crénica, como regides do circuito
corticolimbico. O comportamento motivado e 0s circuitos neurais que medeiam aversdo
e recompensa sdo altamente conservados entre as espécies (Navratilova et al., 2013), e
a traducdo desses achados pode ajudar a compreender melhor as alteragdes cerebrais
durante a dor cronica e beneficiar o desenvolvimento de terapias para dor crénica em
humanos esses resultados sdo clinicamente relevantes, pois contribuem para a evidéncia
dos efeitos benéficos do CBD no tratamento da dor crdnica e comorbidades associadas,
como ansiedade. Por fim acreditamos que o uso de CBD parece ser uma estratégia
promissora para o tratamento da dor cronica e uma op¢do para pacientes nao
responsivos aos tratamentos convencionais para dor cronica, felizmente, nos ultimos
anos, estamos testemunhando uma onda constante de paises que estdo legalizando 0 uso
medicinal da Cannabis que favorece o desenvolvimento de mais pesquisas clinicas com

0 CBD, estudos pré-clinicos e ensaios clinicos.
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Apéndices
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Apéndice A
References Precliqical M(_)del Treatments Main findings for pain
Specie/ Strain management
Peripheral and Central injuries
Repeated treatment: VVoluntar
Abraham et pSNL in male and conr;umption in 20 mg/ml CBé /" von Frey's threshold
al. 2020 . .
female mice C57/bl6 gelatin
Repeated treatment: CBD (30
Belardoet | TBI in male C57BL/6 ml, oil 10%) was administered J von Frey's threshold
al., 2019 mice via gavage from day 1 to day 14
and from day 50 to day 60
M the thermal thresholds in
Comelli et CCl in male Wistar Repeated treatment: CBD10 mg the Hargreaves test
al. 2008 rats orally, once a day for 7 days N mechanical thresholds in
the von Frey
Repeated treatment: CBD (2.5— | 1 the thermal thresholds in
Costa et al. CCl in male Wistar 20 mg/kg, ip), once daily, for the Hargreaves test
2007 rats seven days, starting one week N mechanical thresholds in
after CCI the von Frey
De Gregorio SNI in male Wistar Repeated tre.at.ment.: 5 mg/kg/day ‘M von Frey's threshold
etal. 2019 rats for a sc administration for 7 days
Repeated treatment: 1.5 mg/kg ip
Lietal. SCI in female CBD (injections 1 hand 24 h
2018 C57BL/6 mice post injury, and on day 3 and N
then twice a week
Repeated treatment: CBD J the scores on the acetone
Mitchell et CCl in male administered by oral gavage (20g test
al. 2021 C57BL/6 mice

oral feeding needle, volume =
0.01 ml)

Rodriguez-
Mufioz et al.
2018

Seizures (NMDA (0.3
and 1 nmol/mouse
icv, in a volume of 4
uL sterile saline) in
male albino CD-1
mice and
homozygous
(01R-/-)

CBD 10 nmol icv

Silva-
Cardoso et
al. 2021

CCI in male Wistar
rats

Repeated treatment: 0.3, 3, 10
and 30 mg/kg/day for a ip
administration for 3 days

N von Frey's threshold
J the scores on the acetone
test
J the thermal thresholds in
the hot plate test

Wong et al.
2019

Rat model of
myofascial pain
(injection of NGF (25
pg/ml, 10 pL) in
female Sprague-

Acute treatment: CBD (1 and 5
mg/ml) 10 pL was injected
intramuscularly

Dawley rats

M the von Frey threshold at
the 5mg dose between 10
and 30 min after injection
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Chemotherapy-induced peripheral neuropathy

Harris et al. Cisplatin-induced in Repeated treatment: CBD (0.0,
2016 male C57BL/6 mice 0.5, 1.0, and 2.0 mg/kg i.p.) a
King et al. Paclitaxel solution in Acute treatment. CB_D (0.625-20 /M von Frey's threshold in
2017 male C57BI6 mice mg/kg i.p.) 15 min before days 9 and 14.
paclitaxel injection
Paclitaxel solution in N the thresholds in the von
Ward et al. male and female Repeated treaFmen't: 'CBD (5.00r Frey
2011 C57BI/6 mice 10.0 mg/kg i.p.) injected once J the scores on the acetone
daily on days 1 to 14 test
M the thresholds in the von
Frey
Ward et al. Paclitaxel solutiorl in Repeated pretreatment: CBD
2014 female C57BI mice (2.5 and 5.0 mg/kg i.p.) for 10 *demonstrates a protective
weeks effect against the
neurotoxicity induced by the
model
Type | diabetes-induced peripheral neuropathy
Jesus et al Streptozo.tocin (60 Repeated pretreatmen.t: CBD (0, | " thethresholds in the von
2019 mg/kg) in male 0.1, 0.3 or 3 mg/kg, ip) for 14 Frey test at the dose of 3
Wistar rats days mg/kg
. Repeated pretreatment: 1 the thermal thresholds in
Streptozotocin Intranasal CBD (24 pL - drops of
Toth et al. . the Hargreaves test
2010 (60 mg/kg) !n male 6_uL each through an_ eppend(?rf
CD1 mice pipettor over alternating nostrils .
every 1 min) for 3 months T von Frey's threshold
Osteoarthritis and Arthritis induced peripheral neuropathy
{ in Spontaneous pain
100 pL Complete rating scores at the doses
Hammel et | _Freud’_s adjuvgnt_ Subcronic treatment: CBD gels | 6.2 and 62.3 mg de CBD por
al. 2016 injected in knee joint | (0.6, 3.1, 6.2 or 62.3 mg/day) for 4 days
' in male Sprague- 4 days M the thermal thresholds in
Dawley rats the Hot plate test
Sodium Acute treatment: CBD (100, 200,
. monoiodoacetate . L ‘M von Frey's threshold
Philpott et or 300 mg in 100 mL s.c.), joint
al. 2017 mod_e_l qf mechanosensitivity was assessed
osteoarthritis in male .. .
. for an additional 15 minutes
Wistar rats
Sclerosis Multiple
Myelin
oligodendrocyte
glycoprotein peptide -
Giacoppo et 300 uL s.c. + Acute treatment: Topical lower /M the threshold to the
al. 2015 Complete Freund’s limb CBD with 1% cream every mechanical stimulus in

Adjuvant (300 pg
Tubercolosis H37Ra)
+ B. Pertussis (100
pL) ipl in male

24 hours.

Needle test
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C57BL

Inflammatory persistent pain

Complete Freund’s
Adjuvant (0.1 ml ipl)

Repeated pretreatment: CBD

N von Frey's threshold in
dose of 2.5 mg/kg

Brinch 2020 . (1,25, 2,5, 5,0 or 10 mg/kg. ip)
in male and female twice day drug for 3 days
Sprague-Dawley rats y g 4 *no sex-related variation
Carrageenan (0.1 ml Acute pretreat.ment: CBDA (10, Acute pretreatment CBD:
S 1000 pg/kg, ip) or CBD (100, .
ipl) in male Sprague- /N threshold in the Hargreves
Rock et al. 10,000 pg/kg, oral gavage),
2018 Dawley rats test dose of 10,000 pg/kg,
Acute pés-treatment: CBDA oral gavage
10, 1000 pg/kg, i.p.
(10, nglke, 1) Acute pos-treatment: --
Complete Freund’s
. Adjuvant (suspended ) .
Xiong et al. in an oil/saline 1-1 Acute treatment: CBD (50 mg/kg | 1 threshold in the Hargreves
2012 ' i.p.) and intrathecal (50 pg) test

emulsion ipl) in male
C57BL/6 mice

Abbreviations: i.p. — Intraperitoneal; i.cv. - intracerebroventricular; ipl. — Intraplantar; sc. —
subcutaneously; WT — wild type; CBD — Canabidiol, pSNL - Partial spared nerve lesion, CCI -
chronic constriction injury, SNI - Spared nerve injury, SCI - Spinal cord injury, TBI - Traumatic
Brain Injury, CFA - Complete Freund’s Adjuvant, -- no significant differences,

Tabela S1. Canabidiol e seus efeitos em modelos animais de dor crbnica.
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Clinical translation: CBD and their effects on chronic pain patients

References Treatments

Profile of patients/Origin of
chronic pain

Results/Conclusion

Full hemp extract
cannabidiol (CBD) on

Total 97 patients, between 30 and
65 years old with chronic pain who

Reduction pain, and

Capano etal opioid use soft gel reduced or eliminated
2020 contained 30 mg CBD for 8 have been on opioids for at least 1 their opioids
year
weeks
o CBD 50 to 150 mg twice a | Total 7 patients between 58 and 75
Cufietti et al . . S . .
2018 day for 3 weeks for chronic | years old with chronic pain (kidney Reduction pain
pain transplant patients)
CBD oil solution . .
f1 SO1UM . Total de 144 Patients in advanced
(100 mg/mL formulation, . .
Good et al dose ranee 50 me o histologically proven cancer *Data not yet
2019 & & diagnosis (metastatic or locally released

600 mg per day) for 28
days

advanced)

CBD 10 mg oral and
Hendricks et | increases after 2 weeks to

al 2019 10 mg two times per day,
for 12 weeks

Total de 180 patients with
rheumatoid arthritis or ankylosing
spondylitis

*Data not yet
released

CBD transdermal
application of oil (250 mg)
for 4 weeks

Xu et al
2020

Total de 29 patients with
symptomatic peripheral
neuropathy population included
62.1% males and 37.9% females
with a mean age of 68 years

Reduction pain, cold
and itchy sensations

Abbreviations: CBD — Cannabidiol

Tabela S2. Translacional clinico: CBD e seus efeitos em pacientes com dor crénica




Pagina | 135

Apéndice C

LB RSCATE DE Bbd PO
Foadad il o Drmwrcansis oo Fmada FeaTn

UNIVERSIDADE DE Sio PauLo

C E U A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

Comasio ox £nca 4o Uso be Auiaas ComIsSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que o projeto intitulado “Tratamento sistémico com canabidiol
em modelo de dor neuropatica: avaliagio dos componentes sensorial-
discriminativo e emocional-motivacional da sensibilidade dolorosa”, Protocolo n°
2018.1.103.58.5, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Christie Ramos Andrade Leite-
Panissi — que envolve a produgio, manutengo e/ou utilizaglo de animais partencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) ~ encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de
2008, do Decreto n® 8.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Censelho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi APROVADO
pela Comissdc de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo

Preto (CEUA/FORP) em 18/04/2018,

Vigéncia do Projeto | 01/05/2018 a 31/11/2021 ]
Espécie/Linhagem | Rato heterogénio / Wistar Hannover
N® de animais 240
Pesol/ldade 220¢g
Sexo Macho
| Origem | Biotério Central - PUSP-RP

Ribeiréo Preto, 18 de abril de 2018,

Coordenador da Comisséio de Etica no Uso de Animals
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Apéndice D

Circuito amigdala-parabraquial e a regulacdo da dor: controle da transmisséo

sinaptica e excitabilidade neuronal no nucleo parabraquial

Este apéndice da tese é uma adaptacdo do manuscrito publicado na Neurobiology of
Pain em 14 de dezembro de 2020; Edicdo de Janeiro-Julho 2021. (doi:
10.1016/j.ynpai.2020.100057), intitulado “Control of synaptic transmission and

neuronal excitability in the parabrachial nucleus”.

1. Contextualizacéo

Um foco recente no nucleo parabraquial (PB) na ultima década, levantou a
questdo de ele hoje ser reconhecido como o principal transmissor de informacdes
nociceptivas para os circuitos moduladores da dor, e de plasticidade neste circuito
amigadala-parabraquial. As influéncias de cima para baixo das estruturas superiores,
incluindo o hipotalamo, a amigdala e as &reas pré-frontais mediais, também séo
consideradas componentes deste circuito. O desafio é desvendar os mecanismos pelos
quais um contexto comportamental especifico envolve circuitos distintos para melhorar
ou suprimir a dor e entender como esses mecanismos contribuem para a dor cronica
(Chen e Heinricher, 2019). O PB é uma estrutura funcional e anatomicamente
complexa envolvida em uma série de funcBes homeostaticas e sensoriais (Davern,
2014; Han et al., 2015; Kaur et al., 2013; Meek et al., 2016; Sakai e Yamamoto,
1998; Yokota et al., 2015), incluindo a nocicep¢do (Gauriau e Bernard, 2002;
Neugebauer, 2015). Recebe estimulos nociceptivos através do trato espinoparabraquial.
Neurdnios nociceptivos foram identificados no PB, com maior densidade na regido
lateral (Bernard et al., 1994; Bourgeais et al., 2001; Hermanson e Blomqvist, 1996).
Um subconjunto de neurdnios nociceptivos no PB sdo implicados no recrutamento de
circuitos da amigdala, e sdo importantes para a dimensao afetiva da dor (Neugebauer,
2015), modulando as fungdes sensoriais, homeostaticas e aversivas (Palmiter, 2018;
Chiang et al., 2019, 2020). Seu papel no processamento da dor é destacado por suas
conexdes reciprocas com regides cerebrais associadas aos aspectos sensoriais e afetivos
da dor (Fulwiler e Saper, 1984; Jasmin et al., 1997; Chen et al., 2017), bem como
com regides de controle modulatério descendente da nocicepcao (Roeder et al., 2016;
Chen et al., 2017; Chen e Heinricher, 2019).
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Além da nocicepg¢do normal, o PB também contribui para condicGes patoldgicas
de dor. Usando uma combinacao de modelos de ratos e camundongos, ja foi demostrado
que a dor cronica esta causalmente relacionada a amplificacdo das respostas no PB e a
inibicdo reduzida de neurdnios no PB pela amigdala central (Uddin et al., 2018; Raver
et al., 2020). Esses achados sugerem que os mecanismos que regulam a eficacia da
transmissdo sinaptica dentro do PB, bem como a excitabilidade intrinseca dos neurdnios
do PB, contribuem significativamente para a nocicep¢do normal e desregulada. A forma
como essa regulacdo ocorre, no entanto, ainda ndo foi determinada. Este estudo teve
como foco avaliar varios receptores de neurotransmissores comumente associados a
nocicepcao, bem como a modulagdo da transmissao sinaptica, que sdo expressos no PB,
incluindo aqueles ativados por GABAB e endocanabindides tipo 1 (CB1). Embora a
presenca dessas vias de sinalizacdo seja conhecida, seu impacto funcional nos neurénios
PB ndo estd bem estabelecido. Em particular, pouco se sabe sobre como esses
receptores sdo distribuidos entre aferentes inibitorios e excitatdrios ou se seus efeitos
sdo tendenciosos para a regulacdo pré ou pos-sinaptica. Nossa capacidade de entender
como o PB contribui para a dor crénica requer entender como esses neuromoduladores

afetam a liberacdo sinaptica e a excitabilidade neuronal em condi¢des normais.

2. Materiais e métodos

2.1 Animais

Todos os procedimentos com animais foram revisados e aprovados pelo Comité
Institucional de Cuidados e Uso de Animais da University of Maryland e seguiram o
guia do National Institutes of Health para o cuidado e uso de animais de laboratorio.
Usamos camundongos adultos machos e fémeas (~ 7 a 13 semanas) C57BI16/J (n = 64,
Jackson Laboratory) de nossa colénia interna. Como a frequéncia de eventos sindpticos
nesses animais era indistinguivel daquela em camundongos C57BI6/J (p > 0,34, Mann-
Whitney U), combinamos os dados dessas cepas. Da mesma forma, como a frequéncia
de eventos sinapticos em machos e femeas era indistinguivel (p = 0,68, Mann-Whitney

U), combinamos os dados de ambos 0s sexos.
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Whole-cell recording

Figura 1. Desenho experimental. Os animais foram submetidos a perfusdo intracardiaca e
retirada do encéfalo para cortes sagitais nas coordenadas do ndcleo parabrachial no no
microtomo com oxigenagdo para preservacdo do tecido. Apoés estabilizacdo dos slices estes
foram colocados no set up de eletrofisiologia em ciclo de oxigenagdo. Apds a escolha da célula
foi realizado a técnica de whole cell recording com micropipetas com as solug@es internas
adequadas para cada condicdo experimental. As gravagOes foram realizadas nas condigdes

basais (3 minutos), cada condicao experimental (3 minutos) e na lavagem (3 minutos).

2.2. Preparacéo do slice

Os animais foram profundamente anestesiados com cetamina (180 mg/kg) e xilazina
(20 mg/kg), e os encéfalos foram rapidamente removidos apds a decapitacdo. Slices
sagitais do PB, com 300 um de espessura, foram cortadas em liquido cefalorraquidiano
artificial (ACSF) com corte a frio usando um microtomo Leica VT1200s (Leica
Biosystems, Buffalo Grove, IL) e transferidos para recuperacdo quente (32-34°C) ACSF
por 10-15 min. As fatias foram entdo transferidas para ACSF normal a temperatura
ambiente por pelo menos 45 min antes de iniciar os experimentos. Todas as solugdes

foram continuamente borbulhadas com uma mistura de 95% de oxigénio e 5% de CO2.

2.3. Solucoes e drogas.

As composicdes ACSF foram baseadas nos métodos de Ting et al (Ting et al.,
2014) e consistiram (em mM): ACSF preparacgdo dos slices: 92 NMDG, 30 NAHCO3,
20 HEPES, 25 glicose, 5 Na-ascorbato, 2 tioureia, 1,25 NaH2PO4, 2,5 KCI, 3 Na-
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piruvato, 0,5 CaCl2 e 10 MgSO4; ACSF normal: 119 NaCl, 2,5 KCI, 1,25 NaH2PO4,
24 NaHCO3, 12,5 glicose, 2 CaCl2 e 2 mM MgSO4. O pH e osmolaridades de cada um
foram ajustados para 7,35-7,45 e 300—-310 mOsm, respectivamente. As solucdes foram
continuamente saturadas com carbogénio (95% 02, 5% CO2) durante todo o uso. Para
experimentos direcionados a correntes sinapticas excitatorias, usamos uma solucao de
micropipeta que consiste em (em mM): 130 Cs-metanossulfonato, 10 HEPES, 0,5
EGTA, 1 MgCI2, 2,5 Mg-ATP e 0,2 GTP-Tris. Para direcionar correntes inibitorias e
pos-sinapticas, usamos uma solucdo de micropipeta que consiste em (em mM): 70 K-
Gluconato, 60 KCI, 10 HEPES, 1 MgCI2, 0,5 EGTA, 2,5 Mg-ATP, 0,2 GTP-Tris.
Ambas as solugdes de pipeta foram ajustadas para um pH de 7,3 e 285 mOsm.
Informacdes sobre agonistas e antagonistas de receptores sdo fornecidas na Tabela 1.

Drug Solvent Supplier Catalog Number Concentration
Tetrodotoxin citrate dHD,0 abcam ab120055 05to1 uM
CNQX (6-cyano-7- | dHD,O Sigma-Aldrich | C239 20 pM
nitroquinoxaline-2,3-
dione)

APV (DL-2-Amino-5- | ddH0O Sigma-Aldrich | A5282 50 uM
phosphonopentanoic
acid)

Gabazine ddH>0 10 uM
Baclofen 0.1 N NaOH Tocris 0417 0.1-300 uM
Bioscience

WIN-55212-2 DMSO Axxora BML-CR105 1-10 uM

AM251 DMSO Sigma-Aldrich | A6226 0.1-10nM

CGP55845 DMSO Tocris 1248 1uM
Bioscience

Tabela 1. Agonistas e antagonistas de receptores usados para analise de dose-resposta.

2.4. Eletrofisiologia in vitro

As gravacdes de patch-clamp de células inteiras foram obtidas de neurénios no PB
lateral com um amplificador Multiclamp 700B (Molecular Devices) filtrado em 1,8 kHz
com um filtro Bessel de quatro polos e digitalizado com Digidata 1550B (Molecular
Devices). O PB lateral é facilmente identificado nestes cortes pela proximidade com o
pedunculo cerebral superior. Os locais de gravacdo foram identificados visualmente em

baixa ampliacdo (aumento de 5x) antes e depois de cada gravacdo para todos 0s
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neurdnios e verificados com imuno-histoquimica de biocitina. A impedancia dos
eletrodos do patch foi de 4-8 MQ. Uma vez que um selo GQ foi obtido, o potencial de
retencdo foi ajustado para -65 mV e foi mantido durante todo o experimento. Todas as
gravacdes foram obtidas a temperatura ambiente.

Correntes pré-sinapticas inibitorias em miniatura (mIPSCs) foram registradas na
presenca de 0,5 a 1 pM de TTX e 10,0 uM de gabazina, enquanto correntes pré-
sinapticas excitatdrias em miniatura (mEPSCs) foram registradas na presenca de 0,5 a 1
UM de TTX, 20 uM de CNQX e 50 uM de APV, respectivamente. Geramos perfis de
dose-resposta por aplicacdo de banho em série do respectivo agonista ou antagonista,
com um tempo minimo de lavagem de 3 minutos por concentracdo e coletamos apenas
um Unico neurénio por fatia. Todas as drogas e respectivas concentracdes sdo fornecidas
na Tabela 4. A resisténcia em série foi monitorada ao longo dos registros com pulsos
hiperpolarizantes de -5 mV e descartamos registros em que a resisténcia mudou em

mais de 20% dentro de um registro.

Figura 2. (A) Esquema representativo da projecdo Nucleo Parabraquial (PB) para central da
Amigadala (CeA). (B) Imagem representativa de uma micropipeta na regido do PB para
confirmagdo de sitio p6s gravacdo. (C) Imagem representativa de uma gravacao (baseline) de
uma célula localizado no PB. (D) Imagem representativa de uma célula durante a gravagdo
experimental (3 minutos). Barras de escala: B = aumento de 5 vezes, C = 9 segundos e D =

aumento de 100 vezes. A seta destaca a técnica de whole-cell para gravagdo das células.
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2.5.Imuno-histoquimica para Biocitina

Apo6s a conclusdo da gravacdo, a micropipeta foi cuidadosamente retraida do
neuronio e a fatia de tecido transferida para formalina a 10% a 4°C durante a noite. As
fatias foram entdo lavadas 3 vezes por 10 minutos a temperatura ambiente em 1X PBS
antes de serem incubadas durante a noite em uma solucdo de 1:1000 Strepavidin - Cy3
conjugado, 3% de soro fetal bovino e 0,3% de Triton X-100 a 4°C. As fatias foram
cobertas com um meio de montagem aquoso e visualizadas em um microscépio
confocal Leica SP8 para verificar a localizacdo de recodificacdo dentro do PB lateral.

Rejeitamos dados de 2 neurdnios que estavam fora desse nucleo.

2.3. Andlise de dados e estatisticas

Correntes pos-sinapticas inibitérias e excitatorias em miniatura foram isoladas
offline usando miniAnalysis (Synaptosoft). Usamos Clampfit (Molecular Devices) ou o
Neuromatic XOP for Igor (Wavemetrics) desenvolvido por Jason Rothman (Rothman e
Silver, 2018) para calcular a resisténcia da membrana com base na corrente de estado
estacionario evocada por uma etapa de hiperpolarizacdo de -5 mV. Como as frequéncias
e amplitudes de mIPSC e mEPSC nédo estavam normalmente distribuidas, usamos o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para verificar os efeitos de diferentes
concentracfes de agonistas/antagonistas dentro de cada neurdnio. Incluimos apenas 0s
neurdnios que tiveram uma resposta significativa (definida como P< 0,05) na anélise
dos dados do grupo. A fracdo de neurdnios que responderam significativamente é
indicada na secdo Resultados correspondente. Os dados do grupo para cada droga e
parametro foram ajustados com um modelo de trés parametros [inibidor] vs resposta no
GraphPad Prism e, quando o ajuste foi bem-sucedido, o IC50 com intervalos de

confianca de 95% é relatado.

3. Resultados

3.1. A ativacdo do receptor GABAB inibe a liberacéo sinaptica

Ja foi demostrado que as entradas GABAEérgicas para o PB regulam a expressao de
comportamentos de dor. Aqui, investigamos o papel dos receptores GABAB registrando
mIPSCs e mEPSCs farmacologicamente isolados antes e depois da aplicacdo do banho
de concentragdes crescentes de baclofen (0,1 a 300 pM). Conforme mostrado nas

gravacdes representativas de mIPSC na Figura 18A, 100 uM de baclofen reduziu a
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frequéncia de eventos sinapticos. Obtivemos um perfil de dose-resposta normalizando a
frequéncia mediana de mIPSC em cada concentracdo de baclofen para o valor basal de
cada neurbnio. Apenas 0s neurdnios que tiveram uma resposta significativa ao agonista
— determinado pelo teste de Kruskal-Wallis com P< 0,05 — foram incluidos (mIPSCs: n
=8 de 9, mEPSCs: n =5 de 5 neurdnios); frequéncias de eventos (CV: 270 + 80%, n =
11) e amplitudes (CV: 60 + 20%, n = 11) em cada neurdnio é refletida na variabilidade
de dados do grupo de resposta a dose normalizada em cada concentracdo. Apesar da
variabilidade inerente desses parametros, esta analise (Figura 18B) revelou um 1C50 de
1 uM (95% CI: 0,3 a 4 uM) e uma inibicdo maxima de 23% (95% CI: 11 a 34%) da
linha de base atividade.

As amplitudes de mIPSCs foram significativamente alteradas pelo baclofen em 6 de
9 neurénios (definidos como acima para cada célula com um teste de Krusal-Wallis (K-
W) com P< 0,05, mas a direcdo da mudanca ndo foi consistente entre 0s neurdnios. As
amplitudes medianas registradas de alguns neurdnios diminuiram em fungdo da
concentracdo de baclofen, enquanto eventos de amplitude menores foram suprimidos
em outros neurénios, resultando em um aumento geral na amplitude mediana. Como
resultado, quando examinado como uma populacdo, ndo houve efeito consistente de
baclofen na amplitude de mIPSC (Figura 3C; teste KW, teste KW, H (4) =2, P = 0,73),
apesar de uma diminuicdo dependente da dose na membrana resisténcia (Figura 3D;
teste KW, H (4) = 17, P = 0,0019: IC50 = 1,5 uM; 95% CI: 0,9 a 23 uM), com uma
diminuicdo maxima para 56% (95% CI: 44 a 65 %) na concentracdo mais alta de
baclofen de 300 uM. O baclofen teve um impacto inibitério semelhante na frequéncia
de mEPSC em todos os 7 neurbnios registrados (Figura 3E). A anélise dos dados do
grupo de frequéncia de mEPSC normalizado (Figura 3F) revelou um efeito significativo
de baclofen (teste KW, teste KW, H (4) = 17,38, P = 0,006) com um IC50 de 3,5 uM
(IC 95%: 1 a 10 uM) e supressdo maxima para 22% (IC 95%: 3 a 36%) da linha de
base. Ndo analisamos a amplitude do mEPSC nessas gravacdes porque a solucdo de
micropipeta a base de césio blogueia os canais de potassio e altera a resisténcia da
membrana. Juntos, esses dados demonstram que os receptores GABAB tém efeitos pré
e pos-sindpticos no PB, inibindo a transmissdo GABAGérgica e glutamatérgica e

ativando uma condutancia pds-sinaptica.
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Figura 3. Os receptores GABAB suprimem a entrada sinéptica e a resisténcia da membrana no
PB lateral. (A) GravacOes representativas de mIPSCs em condigdes basais e na presenga de 100
mM de baclofen. A supressdo da frequéncia de mIPSC foi dose-dependente (B). As amplitudes
de mIPSC néo foram afetadas de forma semelhante (C), apesar de uma reducdo dependente da
dose nos neurdnios PB (D). O baclofen também reduziu a frequéncia de mEPSCs. Registros
representativos sao mostrados em (E) com dados de grupo para frequéncia de mEPSC em (F).
Os dados do grupo séo ajustados com uma curva de log(dose) vs resposta + 95% Cls. Adaptado
de (Cramer et al., 2021).

3.2 Os endocanabindides modulam a liberacdo sinaptica excitatéria e
inibitéria.

Os receptores endocanabindides tipo 1 (CB1) sdo amplamente expressos no
encéfalo, incluindo nacleos envolvidos na nocicepgdo, como o PB (Herkenham et al.,
1991). Investigamos o papel da sinalizacdo de endocanabindides registrando mIPSCs e
mEPSCs farmacologicamente isolados antes e depois do banho aplicando concentracfes
crescentes de WIN 55.212-2 (WIN: 0,1 a 50 pM), um agonista do receptor CB1.
Conforme observado nas gravagoes representativas de mIPSCs na Figura 4A, 50 uM de
WIN diminuiu a frequéncia de eventos sinapticos (teste K-W, H (5) = 19,7, P = 0,0015).
A analise de dose-resposta para os 13 dos 16 neurénios afetados produziu um IC50 de
400 nM (Figura 4B, 95% CI. 60 nM a 1,4 uM). Como populacdo, as amplitudes
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medianas de mIPSC ndo foram consistentemente alteradas por WIN (Figura 21C, teste
KW, H (5) = 4,63, P = 0,46), e ndo observamos uma mudanca consistente na resisténcia
da membrana (Figura 21D, KW teste, H (4) = 0,77, P = 0,94). Houve um efeito
inibitério semelhante de WIN na frequéncia de mEPSC em 8 de 9 neurénios PB. Tracos
representativos sdo mostrados na Figura 4E. A andlise dos dados do grupo de frequéncia
de mEPSC normalizado para esses 8 neurdnios produziu um IC50 de 1,4 uM (Figura
4F, 95% CI: 0,1 a 10 pM, teste K-W, H (4) = 15,3, P = 0,0042). Juntos, esses dados
suportam um papel dos receptores CB1 na regulacdo da liberacdo sindptica, sem um

efeito pos-sinaptico direto.
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Figura 4. Os receptores endocanabindides modulam no PB lateral. (A) Gravagdes
representativas de mIPSC na linha de base (topo) e na presenga de 50 uM WIN 55.212-2. O
agonista CB1R causou uma diminuicdo significativa dependente da dose na frequéncia de
mIPSC (C) sem afetar consistentemente as amplitudes do evento (D) ou a resisténcia da
membrana poés-sinaptica (D) Registros representativos de mEPSC na linha de base e na presenca
de 50 uM WIN 55.212-2 mostram uma reducdo na frequéncia de eventos excitatorios (E) com
uma dependéncia de dose (F) Os dados do grupo séo ajustados com uma curva de log(dose) vs

resposta + 95% Cls. Adaptado de (Cramer et al., 2021).
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3.3 Os receptores endocanabinoides sdo tonicamente ativos no nucleo
parabraquial lateral

A atividade endocanabindide tbnica é freqientemente observada nos receptores
CB1, e alteragbes no nivel dessa atividade tonica foram relatadas em modelos de dor
crénica (Dogrul et al., 2002). Usando o antagonista especifico do receptor CB1 o
AM251, testamos se atividade tdnica semelhante esta presente no PB. Nas sinapses
inibitorias, a aplicacdo de concentracbes crescentes de AM251 (0,1 a 10 nM) levou a
um aumento dependente da dose em eventos em 13 de 14 neurénios (Figura 5A) com
um EC50 de 1,4 nM (95% Cls: 0,04 a 70 nM, teste KW, H (3) = 9, P = 0,03). Em
contraste com o efeito em mIPSCs, e surpreendentemente, AM251 levou a uma
diminuigdo dependente da dose das frequéncias de mEPSC, com um IC50 semelhante
de 1,6 nM (IC de 95%: 0,2 a 30 nM, Figura 5B, teste KW, H (3) = 12,9, P = 0,0048).
Como essa reducdo ocorre durante um aumento impulsionado por AM251 na liberacdo
de mIPSC, levantamos a hip6tese de que a ativacao de receptores GABAB nas sinapses
glutamatérgicas pode levar a esse resultado contra-intuitivo. Testamos essa hipotese
bloqueando os receptores GABAB com 1 uM de CGP55845, um antagonista seletivo do
receptor GABAB, antes de aplicar 3 nM de AM251. Isso resultou em um aumento na
frequéncia de mEPSC, semelhante ao observado para sinapses GABAérgicas (Figura
5C). O efeito inibitorio liquido de AM251 na frequéncia de mEPSC foi restaurado ap6s
a eliminacdo de CGP55845 (teste de Wilcoxon pareado, p = 0,03, n = 6 neurénios). Esse
achado sugere que a eficacia da sinalizacdo ténica do CB1 nas sinapses glutamatérgicas

no PB é regulada pelos receptores GABAB.
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Figura 5. Os receptores endocanabindides sdo tonicamente ativos no PB lateral. (A) AM251
causou um aumento significativo dependente da dose na frequéncia de mIPSC, mas teve o efeito
oposto na frequéncia de mEPSC (B). Este efeito na frequéncia de mEPSC foi revertido pela co-
aplicacdo de 1uM CGP55845, um antagonista do receptor GABAB (C). Os dados de dose-
resposta sdo ajustados com uma curva de log(dose) vs resposta + 95% Cls. Adaptado de
(Cramer et al., 2021).
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Discusséo

Testamos a hipétese de que vias de sinalizacdo associadas ao processamento
nociceptivo modulariam a atividade sinaptica no nucleo parabraquial. Focamos no
sistema GABAZérgico, que ja foi demostrado estar desregulado no PB em um modelo de
dor cronica (Uddin et al., 2018; Raver et al., 2020), e em duas vias intimamente
associadas a antinocicepcdo. Descobrimos que as sinapses GABAEérgicas e
glutamatérgicas neste nlcleo estdo sob supressdo tonica mediada pelo CB1R, mas que o
impacto da sinalizacdo do CB1R nas sinapses excitatdrias € regulado pelos receptores
GABAB. Além disso, descobrimos que IC50s para entradas inibitérias tendem a ser
mais baixas do que aquelas para excitatorias, sugerindo que essas vias sdo tendenciosas
para a regulacdo de sinapses inibitérias. Essas diferengas oferecem insights sobre o
significado funcional que essas vias tém na regulacdo da excitabilidade no PB e na

nocicepcao.

Os receptores GABAB diminuem a excitabilidade pré e p6s-sinaptica

Mostramos que os receptores GABAB regulam a liberacdo pré-sinaptica de
glutamato e GABA a partir de sinapses dos neurénios no PB. Os receptores pré-
sindpticos tinham afinidades semelhantes ao baclofen. Como o GABA liberado
sinapticamente normalmente tem que se difundir por distancias mais longas para afetar
as sinapses glutamatérgicas - em comparagdo com as distancias mais curtas para afetar
0s auto-receptores GABAB - é provavel que o GABA tenha um efeito mais potente nas
sinapses inibitdrias do que nas excitatorias no PB. De acordo com relatdrios anteriores
(Christie e North, 1988), demonstramos que a ativacdo desses receptores também
reduziu a resisténcia de entrada dos neurénios PB, consistente com um efeito pds-
sinaptico. Assim, a sinalizacdo mediada por GABAB provavelmente suprime a
transmissdao nociceptiva em PB em condi¢des normais. Na dor patoldgica, entretanto,
esse papel pode estar comprometido.

Recentemente, mostramos que o PB recebe densa inervacdo GABAEérgica do
nucleo central da amigdala (CeLC, a “amigdala nociceptiva”) e que, em um modelo
animal de dor crbnica, essa via inibitéria é suprimida (Raver et al., 2020). Também
demonstramos que essa supressao estd causalmente relacionada a dor crénica (Raver et
al., 2020). A liberagdo suprimida de GABA pode levar a atividade amplificada dos
neurdnios no PB, observada em condicBes de dor cronica (Uddin et al., 2018; Raver et

al., 2020) através de pelo menos dois mecanismos. A liberacdo reduzida de GABA pode
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levar a ativacdo reduzida dos receptores GABAB pds-sinapticos, resultando na
desinibicdo dos neur6nios no PB e amplificando as respostas as entradas nociceptivas
(Uddin et al., 2018; Raver et al., 2020).

A ativacdo reduzida de GABAB também pode levar a mudancas pos-sinapticas
mais profundas. Por exemplo, na medula espinhal, os receptores GABAB sdo essenciais
para modular as pds-descargas (Russo et al., 1998). As pds-descargas sdo respostas
neuronais prolongadas que duram mais que um estimulo sensorial (Woolf e King,
1987; Herrero et al., 2000). A duracdo das pos-descargas e a propor¢do de neurénios
que as expressam €& dramaticamente aumentada na dor cronica (Palecek et al., 1992;
Laird e Bennett, 1993). Sabe-se que, em PB de ratos e camundongos com dor crénica,
a incidéncia e a duragdo das pos-altas aumentam acentuadamente (Uddin et al., 2018;
Raver et al., 2020). As pds-altas podem estar causalmente relacionadas a expressao da
dor cronica (Laird e Bennett, 1993; Asada et al., 1996). Por exemplo, a incidéncia e a
duracdo de pos-descargas em neurdnios espinhais aumenta significativamente em
animais com dor neuropdtica crbnica, e que suprimir pos-descargas diminui
significativamente a hiperalgesia em animais experimentais (Okubo et al., 2013).
Assim, a liberacdo suprimida de GABA no PB durante a dor crénica provavelmente
resulta em ativacdo reduzida de receptores GABAB pds-sinapticos, resultando na

geracdo de po6s-descargas e dor cronica.

A sinalizacdo endocanabindide regula seletivamente a atividade pré-
sinaptica no PB.

Os receptores endocanabindides tipo 1 (CB1R) sdo receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) amplamente expressos no encéfalo, incluindo o PB (Herkenham
et al., 1991). A ativacdo dessa via é antinociceptiva, consistente com sua capacidade de
suprimir a atividade pré-sinéptica via sinalizacdo retrograda do neurénio pds-sinaptico
(Alger, 2002; Manzanares et al., 2006; Woodhams et al., 2017; Vuckovic et al.,
2018). No PB encontramos que a ativacdo do CB1R com o agonista WIN 55.212-2
reduz a probabilidade de liberacdo tanto nas sinapses glutamatérgicas quanto
GABAérgicas, sem impacto significativo na excitabilidade intrinseca dos neurdnios no
PB. Tal como acontece com 0s outros agonistas investigados aqui, a regulacdo da
atividade sinéptica pelo CB1R ¢é tendenciosa para a supressao da inibicdo, sugerindo
gue a expressao pode ser maior em sinapses inibitérias, como relatado em outras regides
do encéfalo (Kano et al., 2009).
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A atividade ténica do CB1R medeia a antinocicepc¢do na medula espinhal, e sua
perda resulta em diminuicdo dos limiares de dor (Dogrul et al., 2002). Descobrimos
que CB1R no PB sdo tonicamente ativos, pois a aplicacdo do antagonista de CB1R
(AM251) produziu um aumento dependente da dose na liberacéo sinaptica nas sinapses
GABAérgicas. Em contraste, AM251 teve o efeito oposto nas sinapses excitatorias e
reduziu a frequéncia de mEPSCs, um efeito que foi revertido pelo bloqueio dos
receptores GABAB. Assim, os receptores CB1 no PB sdo tonicamente ativos nas
sinapses inibitdrias e excitatérias, mas o impacto liquido sobre o ultimo € modulado
pelo GABA. Isso sugere que, em circunstancias normais, a sinalizacdo GABAB impede
que as mudancas na atividade tonica do CB1R aumentem a excitagdo no PB.
Investigacdes futuras examinardo se a reducdo na sinalizacdo GABAérgica observada
na dor crénica remove esse freio e permite que a atividade ténica do CB1 mude para

aumentar a transmissdo excitatoria de maneira pronociceptiva.

Consideracoes finais

Elucidei em minha BEPE também o papel de CB1R na via amigadalo-
parabraquial (Cramer et al., 2021), pois a ativacdo dessa via tem efeito antinociceptivo.
Demonstramos que no PB a regulacdo da atividade sinéptica pelo CB1R é tendenciosa
para a supressdo da inibigédo, sugerindo que a expressao pode ser maior em sinapses
inibitdrias, como relatado em outras regies do encéfalo. Descobrimos que CB1R no PB
sdo tonicamente ativos, e que um antagonista de CB1R teve o efeito oposto nas sinapses
excitatorias e reduziu a frequéncia de mEPSCs, um efeito que foi revertido pelo
bloqueio dos receptores GABAB. Isso sugere que, em circunstancias normais, a
sinalizacdo GABAB impede que as mudancas na atividade tonica do CB1R aumentem a
excitacdo no PB. Investigacdes futuras sdo necessarias para elucidar se a reducdo na
sinalizacdo GABAGérgica observada na dor crénica remove esse freio e permite que a
atividade tonica do CB1 mude para aumentar a transmissdo excitatoria de maneira

pronociceptiva participando da estipulagdo da cronicidade e da averséo a dor.
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