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RESUMO 

 

Estudos epidemiológicos mostraram que o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e a 

dor crônica são doenças altamente prevalentes e debilitantes. Concomitante a estes estudos, 

pacientes com TAG apresentam alta suscetibilidade de apresentarem quadros de dor crônica. Neste 

cenário, é crescente a incidência de estudos acerca dos mecanismos neurobiológicos responsáveis 

por esta relação entre dor e ansiedade. Apesar de serem sistemas independentes, existe sobreposição 

dos substratos neurais correspondentes a ansiedade e a dor, dentre eles: o hipocampo, a amígdala, o 

córtex cingulado anterior . Além disso, estudos sugerem que nesta interação ocorra significativa 

ação da neuroplasticidade. Contudo, os mecanismos neurobiológicos responsáveis por esta ação 

ainda não são bem conhecidos. 

Um meio válido de se estudar estes mecanismos se dá através do uso de modelos animais, 

através da pesquisa pré-clínica. Para investigar processos da neuroplasticidade na modulação 

nociceptiva, o sistema canabinóide atua modulando aspectos sensoriais-discriminativos e afetivos-

motivacionais da dor e também da ansiedade. Deste modo, este estudo terá como objetivo avaliar 

possíveis interações da dor crônica neuropática em um modelo animal de ansiedade de medo 

contextual (modelo de TAG), os ratos das linhagens Cariocas de alto e baixo congelamento. Assim 

como, analisar os efeitos do tratamento sistêmico crônico com canabidiol (CBD) neste protocolo 

experimental de comorbidade. Para tal, foram realizados dois protocolos, o primeiro teve como 

principal objetivo avaliar a dor crônica nesses animais em seus multiplos aspectos, assim como o 

efeito do tratamento com canabidiol. Enquanto que o segundo, foi avaliar o nivel de ansiedade neste 

modelo animal. Em ambos, os ratos foram avaliados quanto aos aspectos sensório-discriminativos 
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(teste de von Frey, acetona e placa quente) antes da lesão por constrição crônica do nervo isquiático 

(CCI) ou não (SHAM) e nos dias 13 e 23 após a cirurgia. O tratamento crônico com CBD (5 mg/kg 

diários) foi utilizado por dez dias, iniciando-se no 14º dia de pós-operatório. O teste de campo 

aberto do dia 22 também avaliou a locomoção e o comportamento do tipo ansioso. No primeiro, foi 

realizado o teste de paradigma de fuga/esquiva ao local (PEAP) no 24ª dia. E no protocolo 2, os 

animais foram condicionados ao medo contextual (CMC) antes da CCI, e após o tratamento crônico 

com CBD avaliados no reteste de medo condicionado (RMC). No primeiro estudo, o tratamento 

com CBD teve um efeito anti-alodínico no limiar mecânico e térmico em todas as linhagens; porém 

esses efeitos foram menores nas linhagens CAC e CBC. Considerando a avaliação emocional, 

observamos um efeito ansiolítico em CTL+CCI e CAC+CCI após o tratamento com CBD e 

aumento da mobilidade em ratos CBC+SHAM. Desse modo, no segundo estudo o tratamento com 

CBD foi observado que para além dos resultados vistos anteriormente, quando nesse protocolo com 

CMC, que a linhagem CAC apresentou menor recuperação do efeito anti-alodínico do CBD quando 

comparada as demais linhganes nos testes nociceptivos. Além disso, no RMC o efeito ansiolitico do 

CBD foi observado em todas as linhagens e em todos os grupos experimentais, com exceção do 

grupo CAC+CCI.   

Na análise bioquímica, quando avaliada a expressão do fator neurotrófico do cérebro 

(BDNF), no protocolo 1 observamos que os ratos CBC e CAC com CCI tratados com CBD 

mostraram aumento do nível de BDNF no hipocampo dorsal (HD) e o tratamento com CBD 

reverteu essa condição.  O mesmo ocorreu em CTL quando no hipocampo ventral (HV) e em CAC 

n córtex cingulado anterior (ACC). O tratamento com CBD reverteu diferenças nos níveis basais 

das linhagens, como visto na amígdala (AMG). Enquanto que no protocolo 2, observamos uma 

condição de redução dos níveis de BDNF nas linhagens de extremos de ansiedade na estrutura do 

HD, o mesmo não ocorre em CTL. Ainda, nos ratos CTL+CCI tratados com CBD apresentraram 

redução da expressão de BDNF, e ratos CAC+SHAM tratados com CBD mostraram aumento nos 

níveis de BDNF. Na estrutura do HV não foi observado diferenças. Esses resultados sugerem que os 
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efeitos mecânicos anti-alodínicos e emocionais do CBD podem depender do nível de ansiedade, 

assim como também seus níveis de BDNF nas estruturas analisadas. 

 

Palavras-chaves: dor crônica; ansiedade generalizada; canabidiol; modelo animal de ansiedade; 

congelamento; comorbidade. 
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Title: Systemic treatment with cannabidiol in high- and low-freezing Carioca rats in the chronic 

pain model: evaluation of pain, anxiety and BDNF expression in brain areas. 

MacêdoSouza, C.; Landeira-Fernandez, J.; Leite-Panissi, C.R.A. 
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ABSTRACT 

Epidemiological studies have shown that generalized anxiety disorder (GAD) and chronic 

pain are highly prevalent and debilitating diseases. Concomitant to these studies, patients with GAD 

are highly susceptible to chronic pain. In this scenario, the incidence of studies on the 

neurobiological mechanisms responsible for this relationship between pain and anxiety is 

increasing. Despite being independent systems, there is overlap in the neural substrates 

corresponding to anxiety and pain, including: the hippocampus, the amygdala, and the anterior 

cingulate cortex (ACC). Furthermore, studies suggest that significant neuroplasticity action occurs 

in this interaction. However, the neurobiological mechanisms responsible for this action are not yet 

well known. 

A valid way to study these mechanisms is through the use of animal models, through pre-

clinical research. To investigate neuroplasticity processes in nociceptive modulation, the 

cannabinoid system acts by modulating sensory-discriminative and affective-motivational aspects 

of pain and also anxiety. Therefore, this study will aim to evaluate possible interactions of chronic 

neuropathic pain in an animal model of contextual fear anxiety (GAD model), rats from the Carioca 

high and low freezing strains. As well as, analyze the effects of chronic systemic treatment with 

cannabidiol (CBD) in this experimental comorbidity protocol. To this end, two protocols were 

carried out, the first of which had the main objective of evaluating chronic pain in these animals in 

its multiple aspects, as well as the effect of treatment with cannabidiol. While the second was to 

evaluate the level of anxiety in this animal model. In both cases, the rats were evaluated for 

sensory-discriminative aspects (von Frey test, acetone and hot plate) before injury due to chronic 

constriction of the sciatic nerve (CCI) or not (SHAM) and on days 13 and 23 after surgery. Chronic 
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treatment with CBD (5 mg/kg daily) was used for ten days, starting on the 14th postoperative day. 

The open field test on day 22 also assessed locomotion and anxiety-like behavior. In the first, the 

escape/avoidance paradigm test (PEAP) was performed on the 24th day. And in protocol 2, the 

animals were contextual fear conditioned (CMC) before CCI, and after chronic treatment with CBD 

evaluated in the fear conditioned retest (RMC). In the first study, CBD treatment had an anti-

allodynic effect on mechanical and thermal threshold in all strains; however, these effects were 

smaller in the CHF and CLF lines. Considering the emotional evaluation, we observed an anxiolytic 

effect in CTL+CCI and CHF+CCI after CBD treatment and increased mobility in CLF+SHAM rats. 

Thus, in the second study, treatment with CBD, it was observed that, in addition to the results seen 

previously, when in this protocol with CMC, the CHF lineage showed less recovery of the anti-

allodynic effect of CBD when compared to the other lines in nociceptive tests. Furthermore, in 

RMC the anxiolytic effect of CBD was observed in all strains and in all experimental groups, with 

the exception of the CHF+CCI group. 

In the biochemical analysis, when evaluating the expression of brain neurotrophic factor 

(BDNF), in protocol 1 we observed that CLF and CHF rats with CCI treated with CBD showed an 

increase in the level of BDNF in the dorsal hippocampus (HD) and treatment with CBD reversed 

this condition. The same occurred in CTL when in the ventral hippocampus (HV) and in CHF in the 

anterior cingulate cortex (ACC). CBD treatment reversed differences in basal lineage levels, as seen 

in the amygdala (AMG). While in protocol 2, we observed a condition of reduced BDNF levels in 

lineages with extreme anxiety in the HD structure, the same does not occur in CTL. Furthermore, 

CTL+CCI rats treated with CBD showed a reduction in BDNF expression, and CHF+SHAM rats 

treated with CBD showed an increase in BDNF levels. No differences were observed in the 

structure of the HV. These results suggest that the anti-allodynic and emotional mechanical effects 

of CBD may depend on the level of anxiety, as well as its levels of BDNF in the structures 

analyzed. 



______ 
Tese ____________________________________________________________________________________ Doutorado ____________  

16 

 

Keywords: chronic pain; generalized anxiety; cannabidiol; animal model of anxiety; freezing; 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Transtorno de ansiedade generalizada e Dor crônica neuropática 

 

Estudos epidemiológicos indicam que o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e a dor 

crônica são doenças altamente prevalentes e debilitantes no mundo (Rice et al., 2016; 

Steingrímsdóttir et al., 2017; Tyrer e Baldwin, 2006). O TAG é caracterizado principalmente por 

estado persistente e excessivo de preocupação (World Health Organization, 2017), enquanto que a 

dor crônica é marcada por classes de dor que persistem ou se repetem após fase de recuperação de 

uma lesão (Merskey e Bogduk, 1986). Concomitante a esta prevalência, a dor crônica ou 

persistente é relacionada com diversas desordens psiquiátricas (Leite-Almeida et al., 2015). Além 

disso, vários estudos demonstram que dentre os transtornos de ansiedade, os pacientes acometidos 

com TAG são os mais suscetíveis a desenvolver dor crônica (Bandelow, 2015; Gureje, 2008). 

Neste cenário de comorbidade, é crescente a incidência de estudos na literatura acerca dos 

mecanismos neurobiológicos responsáveis pelo desencadeamento dos processos desta relação entre 

dor e na ansiedade (Asmundson et al., 2009; Etkin, 2012; Bradford et al., 2015). Contudo, 

estudos demonstram que os sistemas correspondentes a estes processos são independentes e 

possuem diferentes aspectos psicofisiológicos (Brandão, 2019), mantendo-se ainda pouco 

conhecida esta interação. 

Considerando a teoria evolutiva (Darwin, 1897; 2014), um meio de se estudar estes 

mecanismos se dá pelo uso de modelos animais. Pesquisas com modelos animais são utilizados em 

larga escala pela sua validade e fidedignidade (Belzung e Lemoines, 2011; Berge, 2011; Lang et 

al., 2000; Willner e Mitchell, 2002), avaliando o repertório comportamental de defesa 

desencadeado nas situações de ameaça como fator preditivo do medo/ansiedade. Isto porque, a 

capacidade de adaptação ao meio envolve respostas de luta e fuga importantes para assegurar a 

sobrevivência das espécies. Portanto, medo e ansiedade são conceitos que se sobrepõem, sendo o 

primeiro interpretado como “perigo real” ao passo que o segundo é um “perigo potencial” 
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(American Psychiatric Association, 2013; Blanchard e Blanchard, 1988). Neste sentido, a 

ansiedade possui importante valor motivacional. Segundo a lei de desempenho e excitação de 

Yerkes-Dodson (Yerkes e Dodson, 1908) existe relação entre a quantidade ideal de 

medo/ansiedade para se desempenhar determinada tarefa, seja ela de alta, média ou baixa 

dificuldade. Esta quantidade ideal está diretamente relacionada ao bom desempenho (performance). 

Por outro lado, se a quantidade de ansiedade depositada na atividade for inadequada haverá 

prejuízo na execução. Entende-se que a ansiedade é importante para a realização das atividades 

rotineiras, e sua desregulação fisiológica e comportamental pode se tornar patológica, sendo 

disfuncional ao sujeito (Cruz e Landeira-Fernandez, 2012). Além disso, em um estudo de 

condicionamento de medo (Fansellow, 1980), a intensidade do estímulo aversivo (ameaça, 

geralmente um choque nas patas, sendo este um estímulo nociceptivo) modulou a força da resposta 

condicionada ao medo durante a aprendizagem aversiva, sendo este considerado como um processo 

associado a aquisição da memória do medo/ansiedade. 

O conceito de dor apresentar complexa definição. De acordo com a Associação Internacional 

para o Estudo da Dor (IASP), a dor pode ser descrita com “uma experiência sensorial e emocional 

desagradável associada, ou semelhante à aquela associada, a uma lesão tecidual real ou potencial” 

mo” (Raja et al., 2020). A sensibilidade dolorosa possui dois componentes, o perceptivo-

discriminativo e o aversivo-cognitivo-motivacional (Brandão, 2019). O primeiro é discriminável, 

refere-se à sensibilidade dolorosa (Leite-Almeida et al., 2015). E o segundo, compreende desde a 

ação reflexa até as respostas emocionais complexas associadas à luta e fuga do estímulo ameaçador 

(Brandão, 2019). 

Com relação aos mecanismos fisiológicos de percepção da dor, esta sensibilidade 

somatovisceral é percebida na periferia por meio de receptores especializados (os nociceptores), os 

quais por meio das vias ascendentes transmitem os sinais nociceptivos para áreas do sistema 

nervoso central (SNC) responsáveis pelo processamento e modulação deste estímulo, respondem a 

sinais físicos (estímulos mecânicos e térmicos) e substâncias químicas, sendo traduzidos através dos 
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nociceptores (receptores de alto limiar, para estímulos mecânicos, térmicos ou polimodais – que 

incluem estímulos mecânicos, térmicos e químicos). Estes são conduzidos por fibras mielinizadas 

finas (A) ou desmielinizadas (fibras C). As fibras (A) conduzem sensações dolorosas agudas, 

rápidas e bem localizadas, ao passo que as fibras C são de condução mais lenta, e estão associadas 

com um tipo de dor mais tardia e difusa (Caterina e Julius, 2001). 

As informações dolorosas nas vias ascendentes nociceptivas são constituídas por distintos 

tratos, sendo eles: espinotalâmico, espinorreticular, espinomesencefálico, via pós-sináptica da 

coluna dorsal, espinocervical, sistema trigeminal e sistema proprioespinal. O principal trato 

ascendente é o espinotalâmico (Millan, 2002), o qual se localiza anterolateralmente na substância 

branca da medula espinal e projeta as suas fibras para o tálamo, formação reticular, núcleo magno 

do rafe e substância cinzenta periaquedutal. O trato espinotalâmico, pode dividir-se em: (i) trato 

ascendente lateral (neoespinotalâmico), filogeneticamente mais novo, de condução rápida, 

responsável pela dor cutânea superficial, ou seja, pelos aspetos discriminativos da dor; e (ii) trato 

ascendente medial (paleoespinotalâmico), filogeneticamente mais antigo, de condução lenta, difícil 

de localizar, associado aos aspectos autonômicos e emocionais desagradáveis da dor. Além disso 

algumas fibras espinotalâmicas também projetarem-se na substância cinzenta periaquedutal 

constituindo importante ligação entre as vias ascendentes e descendentes (Millan, 1999). 

A partir de seus mecanismos biológicos, a dor pode ser classificada em nociceptiva 

(fisiológica), neuropática (lesão no sistema nervoso central ou periférico), e dor psicogênica (fatores 

psicológicos prevalecem na gênese da dor), como ocorre nos quadros de dor associados à ansiedade 

generalizada e a depressão (Brandão, 2019). Deste modo, o sistema fisiológico da dor também está 

associado a mecanismos encefálicos de controle da dor, e aspectos psicológicos podem influenciam 

as respostas nociceptivas. 

Analogamente a este aspecto, estudos sugerem que reações defensivas desencadeadas no 

medo/ansiedade relacionam-se com processamentos de dor. Dentre estes estudos, Roeska et al. 

(2009), utilizando modelo de dor neuropática periférica em ratos, mostrou aumento de 
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comportamentos do tipo ansioso no labirinto em cruz elevado (sigla do inglês, EPM), teste clássico 

de ansiedade. Assim como demonstram que o uso de benzodiazepínicos pode reduzir a ansiedade 

causada pela dor neuropática, sem ter efeito analgésico. Do mesmo modo que uma droga opióide 

pode causar analgesia, sem estar associada efeito ansiolítico. Estes resultados corroboram com a 

hipótese de que os substratos neurais destes sistemas são distintos, entretanto outros estudos 

indicam sobreposição considerável entre os substratos neurais que subservem medo/ansiedade e dor 

(Brandão, 2019). Esta hipótese foi sugerida pelo modelo perceptivo-defensivo-recuperativo de 

Bolles e Fansellow (1980). Este modelo retrata que durante a aprendizagem aversiva o estímulo é 

detectado, codificado e memorizado (fase perceptiva). Como consequencia, o medo intenso leva a 

redução da sensibilidade dolorosa, ou seja, o sistema analgésico inibe a dor para responder 

defensivamente (fase defensiva) e os comportamentos recuperativos têm a finalidade de tratar a 

injúria (fase recuperativa). Dentro desta perspectiva, considerando a dor crônica, a qual persisti 

mesmo após a fase de recuperação, esta pode ser acompanhada de efeito ansiogênico (Koga et al., 

2015). Neste paradigma, a ansiedade também pode resultar no aumento da dor, e consequentemente 

influenciar os sintomas de hiperalgesia e alodinia. Embora pouco se saiba sobre estes mecanismos, 

diferentes estudos psicofarmacológicos estão sendo realizados nas últimas décadas para a busca de 

tratamentos mais assertivos, eficazes e potentes nos transtornos de ansiedade associados à dor 

crônica. 

 

1.2. Estruturas neurais do medo/ansiedade e da dor 

 

Neste contexto, as vias da dor correspondem a um sistema sensorial complexo com 

influências cognitivas, emocionais e comportamentais. McCarberg e Peppin (2019) sugerem que a 

cronificação da dor pode ser conceituada como plasticidade induzida pela atividade do circuito 

límbico-cortical, e que pode ser vista como a persistência da memória da dor, assim como também, 

a incapacidade de extinguir tais memórias dolorosas. Esta rede sucederia na reorganização do 
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neocórtex. Em vista disso, no estudo citado, a rede límbico-cortical é responsável pela função de 

determinar se os sinais nociceptivos são transitórios ou crônicos. Por conseguinte, a dor crônica é 

associada a memória aversiva envolvendo diferentes estruturas deste sistema na experiência da dor 

aversiva-cognitiva-motivacional. 

Estudos realizados em modelos animais, e também com humanos mostraram substratos 

neurais comprometidos primariamente com o componente afetivo da dor (Berge, 2011; Rainville, 

2002). Dentre estas estruturas, o hipocampo parece ser responsável pela mediação do impulso 

aversivo (Ploghaus, 2001); a amígdala responsável pela antecipação da dor e pela expressão 

qualitativa de medo na percepção de potenciais ameaças (LeDoux, 2012); a ínsula, estaria 

correlacionada com estados emocionais, sensoriais e cognitivos, sendo ativada também na empatia 

(Singer et al., 2004); o córtex cingulado anterior (sigla do inglês, ACC) que está associado a 

dimensão de sensibilidade e a desagradabilidade correspondente dos estímulos nocivos (Vogt, 

2005); o córtex pré-frontal modula as reações à dor (Wiech et al., 2008); a substancia cinzenta 

periaquedutal (sigla do inglês, PAG) seria sítio de ambos sistemas (nociceptivo e emocional), sendo 

uma estrutura importante na modulação da dor (Brandão, 2019). 

Considerando as estruturas que compõe o sistema de percepção e modulação da dor, e em 

particular o hipocampo, estudos prévios mostraram que a neurogênese desta estrutura está 

relacionada com a modulação de ansiedade (Dias et al., 2014), e da dor persistente (Apkarian et 

al., 2016); entretanto estes mecanismos ainda não são totalmente esclarecidos (Zheng et al., 2016). 

McCarberg e Peppin (2019) apontam sobreposição anatômica e fisiológica entre dor, aprendizado e 

memória na plasticidade do sistema nervoso consoante a estes processos, principalmente nas áreas 

associadas ao hipocampo e a amígdala. 

Para além destes substratos neurais, outros parecem ser relevantes nesta interação. O ACC que 

desempenha papel importante na modulação de dor emocional, também possui conecções com a 

amígdala, o que sugere seu envolvimento no processo de medo/ansiedade desencadeados em 

experiências dolorosas (Flonta et al., 2017). Assim como, a PAG e o núcleo accumbens também 
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estão envolvidos no controle na dor crônica (Mills et al., 2017). Não obstante, apesar da 

neurogênese na formação hipocampal ter destaque nestes estudos, ainda carecem pesquisas com 

abordagens farmacológicas, físicas e/ou psicológicas que investiguem a neurogênese no sistema 

límbico, em vista da quantidade de regiões envolvidas na modulação destes processos. 

 

1.3. Modelo animal de ansiedade: Cariocas de alto e baixo congelamento 

 

Segundo a literatura, o estudo comparativo de modelos genéticos pode ser uma ferramenta de 

proveitosa utilidade no estudo dos mecanismos envolvidos nos transtornos relacionados à 

ansiedade. De tal forma que, estes modelos genéticos, normalmente compostos de duas linhagens 

contrastantes, podem ser originados a partir de: (a) características que se diferenciaram 

aleatoriamente por cruzamentos independentes realizados em diferentes populações ou linhagens; 

ou (b) a partir de uma seleção genética bidirecional planejada sobre uma característica específica 

(Trullas e Skolnick, 1993). A criação seletiva bidirecional de uma resposta defensiva ou qualquer 

outra característica fenotípica representa uma técnica da qual os animais são criados com o objetivo 

de modificar determinada frequência gênica, que estão subjacentes a um fenótipo em particular. 

Portanto, o cruzamento de animais de certa população, com base nos extremos opostos de 

uma característica observável, irá propiciar este fenótipo particular em direções opostas após 

diversas gerações, propagando à criação de duas linhagens contrastantes (Trullas e Skolnick, 1993; 

Rex et al., 1996; Izidio et al., 2005). Os modelos animais de ansiedade, baseados no experimento 

realizado com a manipulação da variável independente da indução ao medo, podem ser divididos 

em modelos animais de medo inato ou modelos baseados em aprendizagem associativa. 

Dentre estes modelos de aprendizagem associativa, temos os modelos de “medo associado ao 

contexto” e os de “medo associado ao estímulo específico/discreto”. Neste sistema motivacional de 

defesa, a ativação pode acontecer por duas maneiras: estímulos naturalmente ameaçadores 

(estímulos incondicionados), que são reconhecidos de maneira inata por todos os indivíduos de uma 
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determinada espécie, através do processo de evolução filogenético; e estímulos condicionados, 

adquiridos através de processos de aprendizagem ao longo do desenvolvimento ontogenético de 

cada organismo (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). 

De acordo com Gomes et al. (2011) através da perspectiva evolucionista, os transtornos de 

ansiedade refletem as falhas que ocorrem no funcionamento dos circuitos neurais que estão 

responsáveis por detectar, organizar e expressar um conjunto de reações de defesa. Tal caráter 

filogenético dos circuitos é o responsável por possibilitar que estes sejam investigados de forma 

experimental em diversas espécies animais. Com o objetivo de estudar a ansiedade patológica foi 

desenvolvido na Pontifícia Universidade Católica do Rio de Janeiro (PUC-RIO), Brasil, um modelo 

experimental genético para extremos de ansiedade gerando os roedores chamados de Cariocas. Este 

laboratório vem ao longo de 17 anos desenvolvendo a seleção fenotípica de duas linhagens baseada 

na resposta de congelamento condicionado ao contexto previamente associado a choques elétricos 

nas patas. Foi realizado o cruzamento de machos e fêmeas Wistar entre os animais que 

apresentavam maior e menor frequência da resposta comportamental de congelamento 

condicionado ao contexto da câmara experimental (Insight; Ribeirão Preto, SP, Brasil), onde os 

animais foram expostos a três choques elétricos não sinalizados no dia anterior sofrendo a 

associação do estímulo aversivo aos estímulos contextuais. A partir deste protocolo básico, foram 

criados através de uma seleção bidirecional de extremos de ansiedade os ratos Cariocas de Alto 

Congelamento (CAC) e de Baixo Congelamento (CBC). Assim como também foram selecionados 

animais através de cruzamentos aleatórios desta CEPA, os animais controles (CTL). Gomes e 

Landeira-Fernandez (2008) encontraram após três gerações, diferenças presentes entre as duas 

linhagens (CAC e CBC), indicando a potente força de influência da herança genética nesta classe de 

aprendizagem. 

De acordo com Darwin (1972), perante a uma situação de ameaça “o homem amedrontado 

primeiro fica como uma estátua imóvel e sem fôlego [...]” (tradução nossa, p. 290). Esta frase 

remete a observação de Darwin sobre o comportamento de congelamento. Este é um dos 
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comportamentos do repertório defensivo, amplamento estudado na literatura e é caracterizado pela 

imobilidade corporal com exceção dos movimentos respiratórios acompanhado de respostas 

fisiológicas como: piloereção, exoftalmia, aumento dos batimentos cardíacos, entre outros 

(Fansellow, 1980). 

Fazendo uso da seleção deste comportamento defensivo através da técnica de aprendizagem 

ao medo condicionado na criação destes animais, encontrou-se uma série de evidências indicando 

esta seleção de extremos de ansiedade como um modelo válido e confiável para estudo do 

Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG), tendo como base os aspectos polimodal do 

condicionamento de medo ao contexto. O condicionamento se dá por três fases: habituação, treino e 

teste. Sendo as duas primeiras realizadas no primeiro dia e 24h após realizado o teste. 

Ainda, sabe-se que os diferentes tipos de comportamento defensivo podem estar associados ao 

nível de intensidade e distancia do estímulo aversivo (Blanchard e Blanchard, 1988), e nesse 

aspecto o condicionamento de medo ao estímulo discreto e contextual são mediados por diferentes 

circuitarias neuronais (Indovina et al., 2011; Kim et al., 1992; Phelps e LeDoux, 2005; LeDoux e 

Phillips, 1992; Curzon et al., 2011). Tendo em vista está análise do medo condicionado, existem 

duas circuitarias subjacentes, sendo o hipocampo uma estrutura essencial para a aquisição do medo 

contextual, enquanto que para o medo de estímulo discreto estudos demonstraram que o 

envolvimento do hipocampo pode não ser crítico (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008; LeDoux e 

Phillips, 1992; Huckleberry et al., 2016; Landeira-Fernndez et al., 2006) nesse processamento. 

Embora os resultados ainda sejam muito contrastantes, no que concerne o modelo animal dos 

Cariocas, uma série de estudos vem confirmando suas características de um modelo animal de TAG 

(Wiech et al., 2008) no qual pode ser estudado efeitos de psicofarmácos (Daniele et al., 2020; 

Lages et al., 2023), drogas em potencial terapêutico e as possíveis comorbidades (Galvão et al., 

2011; Bezerra-Karounis et al., 2020; Macêdo-Souza et al., 2020) inerentes desta condição. Como 

neste atual estudo, investigamos a comorbidade com o modelo de dor crônica neuropática e os 

efeitos de uma droga de potencial terapêutico. 
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1.4. Expressão de BDNF nos Cariocas de alto e baixo congelamento 

 

Um estudo realizado nos ratos Cariocas (Dias et al., 2009) investigou a atuação de 

biomarcadores hipocampais na aprendizagem de medo condicionado ao contexto e revelou que o 

hipocampo da linhagem CAC apresenta uma menor expressão do fator neurotrófico derivado do 

cérebro (sigla do inglês, BDNF) “proBDNF”, resultando na alta retenção de memória de medo e 

ansiedade. 

O BDNF é uma proteína endógena responsável por regular a sobrevivência neuronal e a 

plasticidade sináptica do sistema nervoso periférico e central, seu aumento está relacionado com a 

aprendizagem e memória. Nesse paradigma, Dias et al. (2009) apresentaram esta forte relação entre 

o BDNF e a modulação da ansiedade, descrevendo que a aquisição contextual requer certa produção 

de BDNF maturado (sigla do inglês, mBDNF). Além disso, Revest et al. (2009) também afirmaram 

que a neurogênese hipocampal adulta está envolvida no aumento de comportamentos do tipo 

ansioso, estando associada a regulação de estados afetivos. Portanto, a expressão de BDNF modula 

muitas funções fisiológicas, englobando sinaptogênes, neurogênese, e atividades dependentes de 

plasticidade (Botterill et al., 2015). 

 

1.5. Potencial terapêutico do canabidiol (CBD) nos estados de dor e ansiedade 

 

Dentre os sistemas neuroquímicos envolvidos na modulação da ansiedade e da dor, o sistema 

canabinóide é um importante sistema endógeno que participa da circuitaria da sensibilidade 

dolorosa, atuando simultaneamente ao sistema opioide, e desempenhando papéis essenciais no 

desenvolvimento e resolução dos estados da dor, bem como nos seus aspectos afetivos e cognitivos. 

Campos et al. (2016) aponta estas diferentes características do canabidiol (CBD), tal como a 

neuroproteção e a neurogênese, o que pode resultar em redução de danos neurais decorrente de 

respostas inflamatórias, por exemplo. Além disso, os canabinóides endógenos (CB) distribuem-se 
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pelo sistema nervoso central e periférico, modulando diversos processos comportamentais, 

englobando cognição, emoção, processamento sensorial e nocicepção (Matsuda et al., 1990). 

Historicamente, o sistema canabinóide foi investigado a partir da análise dos efeitos da 

Cannabis sativa em alvos específicos no sistema nervoso. Somente com o desenvolvimento 

tecnológico alcançado a partir da década de 1940 foi possível o isolamento dos compostos. Nas 

décadas seguintes suas estruturas químicas foram clarificadas, e atualmente sabe-se que a Cannabis 

contém mais de 400 substâncias, dentre as quais podemos destacar os fitocanabinóides, como o 

canabidiol (CBD) e o -9-tetrahidrocanabinol (THC) (Turner et al., 1980). O THC é o principal 

composto responsável pelos efeitos psicotomiméticos da Cannabis (efeitos mentais e psíquicos 

semelhantes ou associados a estados psicóticos, envolvendo modificações na percepção, 

pensamento, humor e na sensação subjetiva da consciência, entre outros), sendo sua estrutura 

química isolada por Gaoni e Machoulam (1964), e elucidada em 1967 (Mechoulam e Hanus, 

2000). 

No que diz respeito ao CBD, este composto foi isolado na década de 1940 por dois grupos 

independentes (Adams, 1942; Jacob e Todd, 1940), e sua estrutura química elucidada a partir da 

década de 60 (Matsuda et al., 1990). Ademais, as proporções destas duas moléculas no preparo da 

Cannabis, assim como também de seus óleos e extratos essenciais podem alterar os seus efeitos. 

Deste modo, diferentes fontes e preparações da planta podem apresentar efeitos fisiológicos, 

farmacológicos, e psicológicos bem variáveis (Cook et al., 2015). É importante destacar que o CBD 

é um constituinte que não possui os efeitos psicotomiméticos do THC, e possui propriedades 

terapêuticas que desencadeiam efeitos múltiplos e potentes em distúrbios neuropsiquiátricos, com 

diversas ações do sistema nervoso central e periférico (Blessing et al., 2015; De Gregorio, 2019). 

Neste paradigma, o CBD tem recebido grande destaque correspondente aos seus efeitos 

antipsicóticos (Zuardi et al., 1991), hipnóticos e sedativos (Carlini e Cunha, 2013; Monti, 2004; 

Pickens, 2012), antioxidantes, antiinflamatórios (Campos et al., 2016), além de apresentar baixa 

toxicidade e alta tolerabilidade na ausência de efeitos psicotomiméticos (Carlini e Cunha, 2013; 
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Bergamaschi et al., 2011). Nesse sentido, o CBD é visto como possível estratégia terapêutica para 

o tratamento de doenças inflamatórias persistentes (Carrier et al., 2006), da dor neuropática (Costa 

et al., 2007) e dos distúrbios da ansiedade (Blessing et al., 2015; Premoli et al., 2019). Além disso, 

os efeitos ansiolíticos do CBD já foram demonstrados tanto em estudos pré clínicos (em modelos 

animais) (Campo et al., 2013; Alves et al., 2010; Guimarães et al., 1990), quanto em humanos 

com transtorno de ansiedade social (Bergamaschi et al., 2011). De fato, revisão de Campos 

(Campos et al., 2016) indicou que o CBD está associado à diversas atividades, dentre elas a 

neurogênese no sistema nervoso central (SNC). 

Em relação ao seu mecanismo de ação, O CBD atua no sistema endocanabinóide, com 

afinidade a receptores do tipo CB1 e CB2, bem como no sistema endovanilóide, atuando via 

receptor vanilóide de potencial transitório tipo 1 (sigla em inglês, TRPV1) (Maccarrone et al., 

2016). Estudos sugerem que estes receptores TRPV1 participam da modulação do comportamento 

emocional e da sensibilidade dolorosa em regiões encefálicas (Cristino et al, 2006; Mezey et al., 

2000). Considerando os diferentes receptores de potencial transitório (transient receptor potencial, 

sigla em inglês, TRP), o TRPV1 desempenha papel crucial na integração, e na detecção de 

estímulos químicos e térmicos nociceptivos (Caterina et al., 2000). Além disso, outro estudo 

indicou que lesões neuropáticas específicas, e doenças inflamatórias persistentes levam ao aumento 

da expressão de receptores TRPV1 na medula espinal, fato que colabora para a sensibilização dos 

neurônios aferentes primários, e contribui com o desenvolvimento de hiperalgesia e alodinia 

(Hudson et al., 2001). Desta forma, estes receptores tem sido considerados alvo terapêutico 

importante no tratamento da dor, uma vez que: (i) seus agonistas, como a capsaicina, causam 

dessensibilização dos receptores, promovendo alívio da dor em estudos pré-clínicos; e (ii) seus 

antagonistas reduzem os comportamentos relacionados à dor em modelos animais de inflamação 

associada à osteoartrite, câncer ou à dor pós-operatória (Gunthorpe e Chizh, 2009).  

Considerando as condições de dor persistente, estes quadros são frequentemente 

acompanhados de desordens emocionais e cognitivas, como por exempo o aumento da ansiedade. 
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Essas mudanças disfuncionais ou inadaptadas nos circuitos aversivos/motivacionais provavelmente 

contribuem para os desafios do tratamento da dor crônica. As abordagens experimentais e métodos 

utilizados para medir a dimensão afetiva da dor ainda são escassas (Genaro et al., 2017). Uma 

compreensão mais profunda da base neural da nocicepção e seu componente aversivo na ansiedade 

patológica não só pode ampliar nosso estudo sobre a dor, mas também abrir novas abordagens para 

o manejo de estados comórbidos de dor aguda e crônica neuropática em grupos de uma população 

com ansiedade patológica, como nos quadros de transtorno de ansiedade generalizada. Desta forma, 

fundamentados na literatura apresentada nesta pesquisa, investigamos os efeitos do tratamento com 

CBD nas linhagens de ratos selecionados ao medo contextual subetidos ao modelo de dor crônica, 

utilizando o paradigma de fuga/esquiva ao local (PEAP) avaliando a dor afetiva (LaBuda e Fuchs, 

2000). Assim como também, a sensibilidade dolorosa com os testes von Frey (Martinov et al., 

2013), teste de acetona (Deuis et al., 2017), e placa quente (Deuis et al., 2017). Para avaliação da 

motricidade e ansiedade foi utilizado o teste de campo aberto, e para avaliar a ansiedade associada a 

seleção fenotípica deste modelo animal foi realizado o teste do condicionamento de medo 

contextual (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). Com o objetivo de investigar de forma 

exploratória a ação do BDNF nesse quadro de comorbidade, foram dissecadas e quantificado o 

BDNF em diferentes àreas encefálicas, pela técnica de western blotting. Dentre essas, o hipocampo 

(dorsal e ventral), amígdala, córtex cingulado anterior e substância cinzenta periaquedutal. 

 Considerando a necessidade de buscarmos alternativas terapêuticas para o tratamento da dor 

crônica em indivíduos com distintos quadros de ansiedade, hipotetizamos neste estudo que o 

tratamento crônico sistêmico com CBD pode atuar de forma distinta promovendo analgesia e efeito 

ansiolítico em modelo animal de TAG (Cariocas Alto e Baixo Congelamento) submetido à 

neuropatia periférica. Adicionalmente, hipotetizamos que a ação do CBD pode estar associada com 

o nível de BDNF em estruturas encefálicas responsáveis pela modulação dos estados emocionais e 

da dor. 
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2. OBJETIVOS 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar se o tratamento sistêmico com CBD é capaz de reduzir a 

alodinia, hiperalgesia e ansiedade em modelo de dor crônica nas Linhagens dos Cariocas (modelo 

de TAG) de alto (CAC) e baixo congelamento (CBC). Em particular, avaliamos se a administração 

de CBD altera de maneira específica a resposta comportamental frente a estímulos nocivos agudos 

(térmicos e mecânico), ou seja, do componente sensorial-discriminativo da dor, e/ou do componente 

afetivo-motivacional (qualidade aversiva da dor), assim como do nível de ansiedade no teste de 

condicionamento ao medo contextual. Em uma segunda etapa, foi avaliado a expressão da proteína 

BDNF em áreas encefálicas envolvidas na modulação do componente afetivo-motivacional da dor e 

da ansiedade. 

Desta maneira, este estudo apresenta os seguintes objetivos específicos: 

1. Avaliar a sensibilidade mecânica através por meio do teste von Frey e da sensibilidade 

térmica pelos testes da acetona (frio) e da placa quente (calor), respectivamente, em ratos da 

linhagem Carioca (CAC, CBC e CTL) com dor crônica induzida por constrição do nervo ciático 

(CCI) e submetidos ao tratamento sistêmico (por 10 dias) com CBD ou veículo. 

2. Avaliar o efeito do tratamento sistêmico com CBD nas linhagens dos ratos Cariocas com 

o modelo de dor crônica (CCI) submetidos ao teste de paradigma de fuga/esquiva ao local 

(qualidade aversiva da dor). 

3. Avaliar o efeito do tratamento sistêmico com CBD nas linhagens dos ratos Cariocas com 

o modelo de dor crônica (CCI) submetidos ao teste de condicionamento de medo contextual. 

4. Avaliar se o tratamento sistêmico com CBD altera a expressão da proteína BDNF em 

ratos CAC, CBC e CTL submetidos à CCI nas seguintes estruturas: hipocampo, amígdala, córtex 

cingulado anterior, substância cinzenta periaquedutal, utilizando a técnica de western blotting. 
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Considerando estes objetivos pretendemos compreender no modelo animal de ansiedade 

Cariocas), quais características estariam envolvidas na modulação da dor crônica relacionados com 

a neurogênese causada pelo CBD nas áreas encefálicas abordadas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

  3.1. Animais e condições experimentais 

 

Neste estudo foram utilizados 192 ratos Wistar das gerações 34 a 38 das linhagens CBC (n = 64), 

CTL (n = 64) e CAC (n = 64), do Laboratório de Neurociência Comportamental (LANEC) da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio de Janeiro (PUC – Rio) (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). Ao 

desmame (21º dia pós-natal), ratos do mesmo grupo foram alojados juntos (seis animais) por gaiola de 

polipropileno 35 x 19 x 25 cm, forrado com maravalha em ambiente com temperatura controlada (24° C ± 

1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, com água e comida ad libitum. Os ratos foram transportados com 

um mês de idade por transporte aéreo para o biotério do Departamento de Psicologia da Faculdade de 

Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto. 

Para controlar os efeitos da ninhada, os ratos foram selecionados aleatoriamente de um mínimo de 

cinco ninhadas diferentes por linhagem e animais do grupo controle. Após o período de habituação (30 

dias) mantidos nas mesmas condições, os ratos foram submetidos a diferentes tratamentos. No início dos 

experimentos, os ratos tinham 8 a 10 semanas de idade, pesando ± 220 g. Um observador treinado realizou 

à cego a separação inicial, os cuidados dos grupos experimentais dos protocolos. 

Todos os protocolos experimentais foram conduzidos sob normas e cuidados no uso de animais de 

laboratório, de acordo com as recomendações do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal – Ministério da Ciência e Tecnologia, Brasil, e receberam a aprovação do Comitê de Ética para 

Uso de Animais pela Universidade de São Paulo campus de Ribeirão Preto (protocolo número 

2019.1.833.59.2). O software G*Power 3.1.7 (Desenvolvedor Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf), 

e estudos anteriores (Dias et al., 2014; Apkarian et al., 2016) foram usados para determinar o tamanho 

da amostra. Todos os esforços foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e usar o menor 

número possível de animais. A distribuição de ratos utilizada’ neste estudo está sumarizada na Figura 1. 

Os protocolos utilizados estão apresentados nas Figuras 2 e 3. 

 

http://www.gpower.hhu.de/
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Figura 1: Esquema da distribuição dos 12 grupos utilizados neste estudo, com 8 animais cada. Primeira variável 

independente (VI): Linhagens (CAC, Cariocas de alto congelamento; CTL, Cariocas controle; CBC, Cariocas de baixo 

congelamento); segunda VI é o modelo de dor neuropática (SHAM ou CCI); a terceira VI é o tratamento de CBD ou 

veículo. Ao todo, dois protocolos foram realizados (avaliação da sensibilidade dolorosa e da dor aversiva; ou avaliação 

da ansiedade). TN: testes nociceptivos (von Frey, acetona e placa quente); CA: teste do campo aberto; *Sham: cirurgia 

fictícia; *CCI: constrição do nervo ciático; PEAP: Paradigma de fuga/esquiva ao local; CMC: condicionamento de 

medo contextual. O número de animais em cada grupo foi estimado considerando estudos similares (Dias et al., 2014; 

Apkarian et al., 2016) e a análise do poder estatístico gerado no Software G* Power 3.1.7 (Desenvolvedor Heinrich-

Heine-Universität Düsseldorf). Fonte: autoria própria. 
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Protocolo 1 

 

Figura 2. Protocolo 1: testes nociceptivos (TN, von frey, placa quente e acetona); cirurgia de constrição do nervo 

ciático (CCI); grupo controle da cirurgia de constrição do nervo ciático (SHAM); campo aberto (CA); paradigma de 

fuga e esquiva (PEAP); western blotting (WB). Tratamento crônico com 5mg/kg de canabidiol (CBD). CAC: Cariocas 

alto congelamento; CBC: Cariocas de baixo congelamento; CTL: Cariocas controle (cruzamentos aleatórios). Fonte: 

autoria própria. 

 

Protocolo 2 

 

Figura 3. Protocolo 2: testes nociceptivos (TN); condicionamento de medo contextual (CMC); cirurgia de constrição do 

nervo ciático (CCI); teste de medo contextual (TMC); reteste de medo contextual (RMC); western blotting (WB). 

Tratamento crônico com 5mg/kg de canabidiol (CBD). CAC: Cariocas alto congelamento; CBC: Cariocas de baixo 

congelamento; CTL: Cariocas controle (cruzamentos aleatórios). Fonte: autoria própria. 

 

3.2. Constrição crônica do nervo ciático (CCI) 

 

A neuropatia periférica foi induzida por meio da ligadura do nervo isquiático direito, de 

acordo com método previamente descrito por Bennett & Xie (1988), adaptado por Dias et al. 

(2013). Para isso, os ratos foram anestesiados com a associação de cloridrato de cetamina 10% (75 
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mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (10 mg/kg), administradas no membro posterior por via 

intramuscular. Após estarem anestesiados, os animais foram colocados sobre uma mesa cirúrgica, 

com o ventre para baixo e seus membros imobilizados com o auxílio de esparadrapo. Nos membros 

posteriores realizou-se tricotomia na parte interna e a desinfecção da área com iodopolvidina. A 

incisão de 1,5 cm foi realizada na face interna da coxa alcançando a fáscia muscular de modo a 

separar os músculos glúteos e o músculo bíceps femoral, com exposição do nervo ciático. Foi 

realizada dissecção na altura do pequeno trocânter do fêmur em um comprimento medindo em torno 

de 8 mm do nervo ciático proximal. O nervo foi constrito usando um fio mononylon 4.0 e também 

transfixado com o mesmo fio, usando-se uma mini-agulha cortante 3/8. O nervo ciático foi 

transfixado em 3/4 de seu diâmetro e constrito em um local separado por 2 mm de distância 

aproximadamente. Em seguida, foi recolocado no seu local de origem, os músculos liberados e a 

pele suturada com fio de algodão. Esse procedimento foi realizado no membro posterior direito 

constituindo o modelo de dor neuropática induzida pela constrição do nervo ciático (CCI). No 

grupo controle falso-operado (Sham), o nervo foi apenas exposto (Figura 4). Logo depois de 

concluída a realização da ligadura ou a simples exposição do nervo, o tecido epitelial foi suturado 

com fio de seda 2.0. 

 

 

Figura 4. Ratos com cirurgia sem a constrição do nervo ciático (SHAM) e com a constrição do nervo ciático (CCI). 

CAC: Cariocas alto congelamento; CBC: Cariocas de baixo congelamento; CTL: Cariocas controle (cruzamentos 

aleatórios). Fonte autoria própria. 
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3.3. Avaliação da sensibilidade mecânica 

 

A sensibilidade mecânica foi avaliada por meio do teste de pressão crescente na pata dos 

animais (von Frey eletrônico), aplicado por um anestesiômetro eletrônico (Deuis et al., 2017; Wu 

et al., 2008) O aparelho possui um transdutor de força conectado a um contador digital de força 

expressa em gramas (g). No dia anterior à cirurgia de constrição de nervo ciático, os ratos foram 

habituados a caixa-teste em que foi realizada a avaliação da sensibilidade mecânica por 10 min. No 

primeiro dia experimental, todos os animais foram colocados na caixa-teste por 30 minutos, e foi 

realizada a avaliação da linha de base com utilização do analgesímetro digital modelo von Frey 

(Insight Instrumentos, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil). O estímulo foi cessado quando o animal 

produziu uma resposta de retirada ou sacudida da pata estimulada (Figura 5). 

Em detalhes, para avaliação da sensibilidade mecânica, foi avaliado o limiar (em gramas) de 

retirada de pata após a aplicação de um estímulo mecânico, com o analgesímetro, o qual utiliza um 

filamento (0,5 mm de diâmetro) com aumento progressivo de força (0 a 50 gramas em período de 

15 segundos). O limiar foi avaliado por 3 vezes consecutivas, sendo o limiar de retirada a média em 

gramas de resposta (3 avaliações) (Wu et al., 2008). Foram avaliadas as duas patas posteriores, ou 

seja, a que passou pela constrição do nervo ciático e a contralateral. As sessões teste foram 

realizadas antes (basal) da cirurgia para indução da neuropatia periférica e após 13 e 23 dias da 

cirurgia de constrição do nervo ciático. Sendo que o 23º dia representa o 10º dia de tratamento com 

CBD ou veículo. 

 

Figura 5. Desenho do teste de von Frey. Fonte: autoria própria. 
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3.4. Avaliação da sensibilidade térmica ao frio 

 

Para avaliar as alterações da percepção ao frio nas Linhagens dos Cariocas foi utilizado o 

teste de instilação plantar de acetona (Deuis, 2017). Para esta finalidade, os animais foram mantidos 

em caixas acrílicas individuais com assoalho de 5 mm2 correspondente a uma rede de malha feita de 

arame não maleável de 1 mm (Figura 6). Após habituação de 15 minutos, um jato de 100 μL de 

acetona foi instilado na pata traseira direita do animal com uma seringa de insulina na distância de 

aproximadamente 5 mm da pata com neuropatia periférica, por entre a malha da caixa de 

observação. Após aplicação do estímulo, foi quantificado durante o período de 40s o número de 

sacudidas em resposta ao resfriamento da pele induzido pela acetona. Foi utilizado o seguinte 

índice: 0 (ausência de resposta ao estímulo); 1 (retirada da pata ou rápido movimento); 2 (repetidos 

movimentos com a pata, sacudidas repetidas); 3 (movimentos repetidos da pata, sacudidas 

repetidas, e lambidas). Os parâmetros avaliados foram considerados como os índices de resposta a 

estímulo frio e o aumento ou redução dos valores encontrados, em comparação com a medida basal, 

foram interpretados como alodinia ou hipoalgesia ao frio, respectivamente. Foram realizadas 3 

avaliações em cada sessão teste com intervalos aleatórios de 5-10 minutos entre os estímulos. Tanto 

no protocolo de 1 como no 2, as sessões teste foram realizadas antes (basal) da cirurgia para 

indução da neuropatia periférica e após 13, e 23 dias após a cirurgia de constrição do nervo ciático, 

sendo 23° dia o 10º dia de tratamento com CBD ou veículo. 

 

 

Figura 6. Desenho do teste de acetona (avaliação da sensibilidade térmica ao frio). Fonte: autoria própria. 
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3.5. Avaliação da sensibilidade térmica ao calor 

 

O teste da placa quente avalia o tempo em que os animais permanecem sobre uma superfície 

metálica aquecida (±52ºC) até reagirem ao estímulo térmico com o comportamento de levantar ou 

lamber uma das patas. Inicialmente, os animais foram colocados sobre a placa aquecida e, as 

respostas ao estímulo térmico (retirada ou lambida das patas traseiras), cronometradas (figura 7). 

Foi adotado um tempo de corte de 20 segundos para evitar possíveis lesões na pata do animal 

devido a exposição ao estímulo térmico nocivo por tempo prolongado. As aferições foram 

realizadas nos tempos de 0, 15 e 30 minutos do início do teste. A primeira leitura-controle teve o 

objetivo de adaptação dos animais ao ensaio. A média das 3 aferições foi realizada para a medida de 

latência da sensibilidade dolorosa térmica ao calor. Tanto no protocolo 1 como no 2, as sessões teste 

foram realizadas antes (basal) da cirurgia para indução da neuropatia periférica e após 13, e 23 dias 

da realização da cirurgia de constrição do nervo ciático, sendo 23° dia o 10º dia de tratamento com 

CBD ou veículo. 

 

Figura 7. Desenho do teste de placa quente (avaliação da sensibilidade térmica ao calor). Fonte: autoria própria. 

 

3.6. Tratamento com canabidiol (CBD) 

 

Para o tratamento com CBD (99,9% de pureza; STI Pharmaceutics, Brentwood, UK), o 

fármaco foi diluído em solução veículo (98% salina à 0,015M e 2% Tween 80) e administrado no 

volume de 1 ml/kg pela via intraperitoneal (i.p.) a partir do 14º dia após a realização da cirurgia de 

constrição do nervo ciático. No protocolo 1 e no 2, os ratos foram avaliados nos testes nociceptivos 
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1 h após a administração de CBD no 23º dia. A dose utilizada foi de 5 mg/kg. Devido ao tempo de 

eliminação e meia vida do CBD cada administração foi realizada por meio de uma injeção por 10 

dias, 60 minutos antes dos testes a fim de se favorecer a manutenção do fármaco no organismo 

(Campos et al., 2013; Deiana et al., 2012; Campos et al., 2012). 

 

3.7. Avaliação da atividade locomotora  

 

Para averiguar as alterações comportamentais no padrão de locomoção, os animais foram 

submetidos ao teste do campo aberto. O teste do campo aberto é um dos principais modelos animais 

para o estudo do comportamento tipo ansioso, sendo capaz de detectar alterações no padrão 

emocional e de exploração e ser sensível a ansiolíticos clássicos (Prut e Belzung, 2003; Walsh e 

Cummins, 1976). O aparato do campo aberto (60 cm de diametro x 50 cm de altura) pode ser 

dividido em quadrantes internos e externos (Figura 8), de forma que o tempo despedido na periferia 

do aparato está diretamente relacionado aos níveis de aversão e ansiedade apresentados pelo animal 

(Walsh e Cummin, 1976). Neste estudo, os animais foram colocados no centro do aparato e 

filmados por 5 minutos para análise comportamental. Os parâmetros usados para avaliar o padrão 

de exploração do animal no campo aberto foram: a porcentagem do tempo de centro (local mais 

ansiogênico), comportamentos com significados etológicos, rearing (comportamento de 

levantamento das patas dianteiras, exploração vertical) e self-grooming (comportamento de auto-

limpeza, exploração horizontal), e o total do número de cruzamentos entre os quadrantes para 

averiguar possíveis alterações no padrão locomotor dos animais, bem como possíveis efeitos 

sedativos, os quais podem interferir na avaliação dos testes nociceptivos, pois os índices de 

avaliação dependem de respostas motoras. 



______ 
Tese ____________________________________________________________________________________ Doutorado ____________  

39 

 

 

Figura 8. Desenho do campo aberto. Fonte: autoria própria. 

 

3.8. Paradigma de fuga/esquiva ao local (PEAP) 

 

Este protocolo experimental foi fundamentado em trabalhos anteriores de LaBuda e Fuchs 

(2000) onde padronizaram esta metodologia para avaliar a qualidade aversiva da dor inflamatória 

ou neuropática. Após 24 dias da indução da neuropatia periférica (que representa o 10º dia de 

tratamento com CBD), no 24° dia os ratos foram expostos a uma caixa de acrílico composta de dois 

compartimentos, um escuro e opaco e um claro e iluminado separados por anteparo que permite 

livre acesso aos dois compartimentos durante 20 minutos (Figura 9), sendo submetidos à avaliação 

da sensibilidade mecânica (teste do von Frey) na pata inflamada quando entrarem no ambiente 

escuro e na pata contralateral quando no ambiente claro, com 15 segundos de intervalo entre as 

aplicações. Como parâmetro avaliado foi registrado o tempo que os animais passaram para o 

compartimento claro e o tempo no escuro. De acordo com estudo prévio (LaBuda e Fuchs, 2000) 

os animais apresentam tendência natural de permanecer mais tempo no compartimento escuro, 

entretanto, o animal submetido à inflamação tenderá a evitar o compartimento escuro de escolha 

natural, pois é neste compartimento que ocorre a estimulação aversiva. Ao término deste 

experimento, os ratos foram submetidos à eutanásia por meio de anestesia (cloridrato de xilazina 

2%, 30 mg/kg, e cloridrato de cetamina 10%, 225 mg/kg, via intraperitoneal seguida por dissecação 

das áreas encefálicas para quantificação de BDNF pela técnica de western blotting. 
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Figura 9. Desenho do paradigma de fuga/esquiva ao local (PEAP). Fonte: autoria própria. 

 

 

3.9. Condicionamento ao medo contextual 

 

O protocolo contextual de condicionamento de medo envolve sessões de aquisição e teste, 

como descrito em Gomes e Landeira-Fernandez (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). Durante a 

aquisição, ratos albinos Wistar da linhagem dos Cariocas foram colocados na câmara de observação 

(Figura 10). Após 8 min, três choques elétricos (0,6 mA e 1 s, cada) com intervalos de 20 segundos 

entre eles foram entregues nas patas dos animais e o congelamento pré e pós-choque foram 

medidos. Vinte e quatro horas depois, cada animal foi colocado novamente no contexto da 

aquisição, mas nenhum choque ou outro estímulo ocorreu. O congelamento foi registrado por 8 

minutos. A fase de reteste do medo condicionado (RMC) foi adicionada, para avaliação posterior ao 

tratamento crônico de 10 dias, sendo realizado no 24º dia do protocolo 2. Além disso, como esse 

modelo animal de ansiedade foi o teste de seleção do nível de ansiedade desses animais, é o teste 

que avaliará fidedignamente o comportamento do tipo ansioso nestes animais após o tratamento 

com CBD. 
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Figura 10. Desenho do condicionamento ao medo contextual (condicionamento clássico). Foi realizado o 

condicionamento ao medo contextual (CMC) e 24 horas após o teste de medo condicionado (TMC). No 24º dia 

experimental do Protocolo 2 foi realizado o reteste do medo condicionado (RMC). CAC: Carioca de alto congelamento; 

CBC: Carioca de baixo congelamento; CCI: constrição do nervo ciático; CTL: Carioca controle; SHAM: cirurgia 

fictícia. Fonte: autoria própria. 

 

3.10. Análise de Western Blotting 

 

Para realização desta metodologia (Figura 11) foram utilizados grupos independentes de 

animais. Para a coleta do material encefálico, após o término dos experimentos, os ratos foram 

submetidos à eutanásia por meio de sobredose anestésica da associação de cloridrato de xilazina 2% 

(30 mg/kg) e cloridrato de cetamina 10% (225 mg/kg), via intraperitoneal, sendo em seguida 

decapitados e realizada a dissecação das áreas do hipocampo dorsal e ventral, amígdala, córtex 

cingulado anterior, substância conzenta periaquedutal dorsal e ventral, núcleo accumbens, e estriado 

dorsal. Os tecidos foram armazendos em freezer -80oC. Os tecidos da região encefálica a ser 

analisada foram homogeneizados em tampão de extração (tampão de lise RIPA buffer R0278; 0,5% 

coquetel inibidor de protease). Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, 

EUA). 

Parte das áreas coletadas foram utilizadas para quantificar a expressão da proteína BDNF. A 

amostra homogeneizada foi dissolvida e sonicada por 10 segundos e centrifugada a 4ºC/14.000 

rpm/por 15 minutos. O sobrenadante (proporção para ±60 µg do total de proteína) foi armazenado 

em temperatura -80ºC. Em sequencia foi realizada a quantificação total de proteinas. Os reagentes 

para a etapa de quantificação total de proteinas das amostras foram do kit de quantificação (Bio-

Rad, CA, EUA). A curva e as tabelas foram geradas a partir das placas colocadas na leitora de 

microplaca (Synergy H, Biotek) analisadas no programa Gen5. Já quantificadas as amostras, 
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foram separadas em gel de SDS - poliacrilamida 10%, onde os sobrenadantes foram mantidos em 

ordem e pipetados junto ao tampão da amostra (Laemmli Sample Buffer, Sigma) no gel que foi 

acoplado ao equipamento de eletroforese da Sigma, ficando submerso em tampão de corrida durante 

120 minutos. Os níveis de proteínas foram transferidos por eletroforese para membrana de 

nitrocelulose por 120 minutos, no tampão de tranferência, após bloqueado com solução TBT-T + 

5% de albumina bovina (BSA) e incubado durante a noite a 4ºC com o anticorpo anti-BDNF 

(ab226843, 1:2.000, Abcam). Após, realizada a lavagem com TBS-T, a membrana foi incubada 

durante 1h com anticorpo secundário Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab97080, 1:50.000, 

Abcam). Em seguida, a membrana passou por lavagem com TBS-T e foi preparada para a etapa de 

revelação visualizado por reagentes de quimioluminescência fornecidos pelo uso de Immobilon 

Western Chemiluminescent HRP Substrate (WBKL 0500, Millipore Corporation, EUA) e 

exposição em fotodocumentador (Bio-Rad, CA, EUA). A marcação foi removida com tampão 

(stripping buffer) para a próxima etapa em que foi incubado overnight no anticorpo monoclonal 

anti-β-actina (sc-47778, 1:3000; Santa Cruz Biotechnology, Dallas-Texas, EUA), lavado no dia 

seguinte em TBS-T e incubado em anticorpo secundário RB x Ms IgG (H+L) HRP (AP160P, 

1:20.000; Millipore Corporation, EUA) como controle de carga. A intensidade do blotting foi 

quantificada por densitometria usando o software NIH-ImageJ (uso livre). 
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Figura 11. Desenho agrupando partes das etapas realizadas na técnica do western blotting, imagem própria criada 

através de itens do site de imagens BioRender.com (itens 1, 2, 3, 4). Item 5 criado no power point. (1. extração das 

proteínas; 2. quantificação total das proteínas; 3. eletroforese em gel de poliacrilamida; 4. transferência das proteínas 

para uma membrana; 5. incubação da membrana com anticorpo 1° e 2° (HRP) para detectar a proteína (ptn) específica a 

ser analisada através da revelação e densitometria. Fonte: autoria própria, elaborado com algumas imagens do site 

BioRender. 

 

3.11. Análise estatística 

 

Os dados estão representados como média ± erro padrão da média (EPM). Após análise da 

normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, os resultados foram analisados por meio de 

ANOVA de medidas repetidas (3 variáveis, linhagem – CBC; CTL; CAC, condição – SHAM ou 

CCI, e tratamento farmacológico – VEÍCULO ou CBD). Quando possível, foi realizado o teste 

Bonferroni para comparação entre os grupos nos testes nociceptivos, que avaliaram o limiar de 

retirada da pata frente a estímulos mecânicos, químicos e térmicos ao longo do desenvolvimento da 

dor neuropática e após o tratamento. O resultado dos testes campo aberto e PEAP foram analisados 

por meio de ANOVA de duas vias (3 variáveis, linhagem, condição, e tratamento farmacológico), e 

o condicionamento ao medo contextual foi analisado por meio de ANOVA de medidas repetidas (3 

variáveis, linhagem, condição, e tratamento farmacológico) comparando o nível da medida 

comportamental de congelamento nos períodos de habituação, teste (TMC) e reteste (RMC), 
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seguido do teste de Bonferroni. O nível de significância está definido em p < 0,05 para todos os 

testes. 

 

4. RESULTADOS  

 

4.1. Protocolo 1 

4.1.1. Avaliação da sensibilidade dolorosa (teste von Frey, teste de acetona e teste da 

placa quente) 

 

Neste protocolo experimental, foi avaliado a sensibilidade mecânica dos animais que passaram 

pela indução de dor crônica neuropática através do teste do von Frey nos diferentes períodos após a 

cirurgia controle (SHAM) e a cirurgia de constrição do nervo isquiático (CCI). Os resultados obtidos 

demonstram que a CCI foi capaz de promover alodinia mecânica e alodinia térmica ao frio, assim como a 

hipersensibilidade térmica ao calor, em todas as linhagens Cariocas avaliadas (CBC, CTL e CAC). O 

tratamento com CBD reduziu a alodinia mecânica induzida por CCI independentemente das linhagens 

(Tabela 1); no entanto, esse efeito foi menor nas linhagens CAC e CBC (Figura 12A e C). 

 

Testes 

Nociceptivos 
Fator Linhagem Fator Condição Fator Tratamento Fator Tempo Interação 

  
(CBC x CTL x 

CAC) 
(SHAM x CCI) (VEI x CBD) (Basal x 13o x 23o) 

(Linhagem x 

Condição x 

Tratamento) 

von Frey  
F(4,168) = 6,409 F(2,168) = 547,176 F(2,168) = 312,546 F(2,168) = 657,563 F(4,168) = 2,187 

P < 0,05 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,05 

Acetona 
F(4,168) = 1,811 F(2,168) = 247,434 F(2,168) = 43,275 F(2,168) = 244,175 F(4,168) = 0,368 

P > 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P > 0,0001 

Placa quente 
F(4,168) = 5,137 F(2,168) = 17,451 F(2,168) = 10,532 F(2,168) = 29,308 F(4,168) = 0,479 

P = 0,001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P > 0,05 

Tabela 1. Dados dos testes nociceptivos (von Frey, Acetona e Placa quente) nas linhagens (CBC, CTL e CAC) 

analisados por meio da ANOVA duas vias para medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni. O nível de 

significância foi de P < 0,05 para todas as análises. 

 

A análise de variância duas vias para medidas repetidas (ANOVA) aplicada a todos os 

grupos experimentais revelou no teste de von Frey diferença significativa nos fatores linhagem, 
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condição, tratamento, tempo e interação (Tabela 1). O teste post hoc de Bonferroni mostrou 

diferença significativa (p < 0,0001) no limiar mecânico no 13º dia nos grupos CCI (CCI+VEI e 

CCI+CBD) em comparação com os respectivos grupos SHAM e os valores basais (Figura 12A-C). 

O tratamento crônico com CBD reduziu a alodinia mecânica em todas as linhagens, pois o limiar 

mecânico no 23º dia nos grupos CCI+VEI foi diferente (p < 0,0001, teste de Bonferroni) quando 

comparado aos outros grupos (CCI+CBD, SHAM +VEI, e SHAM+ CBD) nas mesmas linhagens, e 

em comparação com as respectivas linhas de base (Figura 12A-C). 

Além disso, nas linhagens de baixo e alto congelamento (CBC e CAC), o limiar mecânico 

em CCI+CBD foi diferente em comparação com SHAM+VEI e SHAM+CBD no 23º dia na mesma 

linhagem (p < 0,0001), assim como quando comparado com o grupo CCI+CBD da linhagem CTL 

(p < 0,0001, Figura 12C). Portanto, o tratamento com CBD reverteu completamente a alodinia 

mecânica na linhagem CTL, uma vez que o limiar mecânico dos grupos CCI+CBD no 23º dia não 

diferiu da respectiva linha de base (Figura 12A-B). Em contraste, essa reversão foi parcial nas 

linhagens CBC e CAC desde que o limiar mecânico do grupo CCI+CBD no 23º dia diferiu da 

respectiva linha de base e o limiar mecânico no 13º dia (p < 0,0001, teste de Bonferroni, Figura 

12C). 
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Figura 12. O tratamento crônico com canabidiol (CBD) reverte a alodinia mecânica, reduz a alodinia térmica e a 

hiperalgesia induzida por lesão por constrição crônica do nervo isquiático (CCI) em Congelamento Carioca de Baixo 

Condicionamento (CBC), Condicionamento de Alto Congelamento (CAC) ou Controle (CTL) ratos. A sensibilidade 

mecânica foi avaliada pelo teste de von Frey (A-C); a sensibilidade térmica foi avaliada nos testes de acetona (D-F) e placa 

quente (G-I). Os limiares mecânicos ou térmicos foram avaliados na linha de base (Basal), após CCI ou cirurgia simulada 

(SHAM) no dia 13 e após o tratamento com CBD (5 mg/kg/dia, i.p., por dez dias, a partir do 14º dia experimental) ou 

veículo (VEI) no dia 23. a P < 0,05, teste de Bonferroni comparado com sua respectiva linha de base e diferentes 

tratamentos na mesma linhagem; b P < 0,05, teste de Bonferroni comparado com dia 13 e dia 23 no mesmo tratamento; c P 

< 0,05, teste de Bonferroni comparado com linhagem CTL no mesmo tratamento; d P < 0,05, teste de Bonferroni 

comparado com a linhagem CBC no mesmo tratamento. Os dados representam média ± erro padrão da média. N = 8 

animais por grupo. 

 

A análise dos dados do teste de acetona mostrou que o tratamento com CBD reduziu 

parcialmente a alodinia ao estímulo térmico ao frio independente das linhagens (Figura 12D-F). A 

análise de variância duas vias para medidas repetidas (ANOVA) aplicada em todos os grupos 

experimentais revelou diferença significativa na linhagem, condição, tratamento e tempo (Tabela 1). 

O pós-teste  de Bonferroni evidenciou diferença significativa (p < 0,0001) no escore térmico ao frio 

no 13º dia nos grupos CCI em comparação com os respectivos grupos SHAM e respectivas linhas 

de base (Figura 12D-F). O tratamento crônico com CBD reduziu essa alodinia ao frio em todas as 

linhagens, pois o escore de sensibilidade ao frio no 23º dia nos grupos CCI+VEI foi diferente (p < 
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0,0001, teste de Bonferroni) quando comparado aos outros grupos (CCI+CBD, SHAM+VEI e 

SHAM +CBD) na mesma linhagem, e em comparação com as respectivas linhas de base (Figura 

12D-F). No entanto, esse efeito foi parcial porque, no 23º dia, o escore de sensibilidade ao frio dos 

grupos CCI+CBD de todas as linhagens diferiu de SHAM+VEI e SHAM+CBD (p < 0,0001, teste 

de Bonferroni, Figura 12D-F) e seus respectivas linhas de base (p < 0,0001, teste de Bonferroni). As 

linhagens CBC e CAC apresentaram diferença significativa quando comparadas com a linhagem 

CTL no dia 23 após a cirurgia em condição CCI tratada com CBD, e CAC+CCI tratada com VEI 

foi diferente de CBC e CTL na mesma condição e tratamento (p < 0,0001, Teste de Bonferroni, 

Figura 12D-F). 

Os dados mostraram que o CCI reduziu a latência da placa quente no 13º dia independente 

da linhagem (os grupos CCI foram diferentes dos grupos SHAM em todas as linhagens), e o 

tratamento com CBD recuperou a sensibilidade térmica avaliada no 23º dia experimental (Figura 

4G-I). A análise estatística (análise de variância duas vias para medidas repetidas, ANOVA) 

evidenciou diferença significativa na linhagem, condição, tratamento e tempo (Tabela 1). Os 

resultados não revelaram diferença entre as linhagens e a latência da placa quente nos grupos CCI 

no início e no 13º dia. Além disso, no 13º dia, a latência da placa quente dos grupos CCI 

(CCI+CBD e CCI+VEI) diferiu dos respectivos grupos SHAM e linha de base de todas as 

linhagens. Ainda, nos grupos CCI+VEI (em todas as linhagens), as latências basais do teste da placa 

quente foram diferentes quando comparadas às latências no 13º e 23º dias (p < 0,05, teste de 

Bonferroni, Figura 12G-I, todas as linhagens). No 23º dia nos grupos CCI que receberam 

tratamento com CBD (CCI+CBD), as latências foram diferentes em comparação com as respectivas 

latências no 13º dia e não diferiram das respectivas linhas de base (p < 0,05, teste de Bonferroni, 

Figura 12G- I) em todas as linhagens. No entanto, no 23º dia, na linhagem CAC, os grupos 

SHAM+VEI e SHAM+CBD foram diferentes (p < 0,001, teste de Bonferroni) comparados com a 

mesma condição e tratamento com as linhagens CBC e CTL (Figura 4G-I ), e em comparação com 

a latência da placa quente no 13º dia e na linha de base (p < 0,05, Figura 12I). 
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4.1.2.  Avaliação da motricidade (Campo aberto) 

 

A avaliação das medidas do CA com ANOVA de duas vias foi realizada para analisar a 

porcentagem de tempo no centro, os cruzamentos totais, porcentagem de tempo de grooming e 

rearing (Figura 13). Esses resultados podem ser observados na Tabela 2. As análises foram feitas 

para todos os grupos, e o CA foi realizado no dia 22 após a cirurgia (SHAM e CCI). A ANOVA de 

duas vias analisou porcentagem de tempo no centro, e revelou a diferença significativa nos fatores 

de linhagem, condição e tratamento (Tabela 2). Os resultados mostraram que o CCI promoveu 

redução da porcentagem de tempo no centro nos grupos CCI+VEI em comparação com os 

respectivos grupos SHAM+VEI (p < 0,05, teste de Bonferroni, Figura 13A). O tratamento com 

CBD reverteu a redução de porcentagem de tempo no centro induzido por CCI nas linhagens CTL e 

CAC, uma vez que os grupos CCI+CBD eram diferentes em comparação aos grupos CCI+VEI 

nessas linhagens (CTL e CAC, p < 0,05, teste de Bonferroni, Figura 13A). A porcentagem de tempo 

no centro nos grupos SHAM+VEI e CCI+VEI da linhagem CBC foi diferente em comparação com 

a mesma condição e tratamento da linhagem CAC (grupos SHAM+VEI e CCI+VEI, Figura 13B). 

Além disso, na linhagem CBC, o grupo CCI+VEHI não foi diferente de CCI+CBD (Figura 13A). 

 

CA 

Fator Linhagem Fator Condição Fator Tratamento Interação  

(CBC x CTL x 

CAC) 
(SHAM x CCI) (VEI x CBD) 

(Linhagem x Condição x 

Tratamento) 

 

% tempo no centro 
F(2,84) = 3,127 F(1,84) = 8,156 F(1,84) = 6,038 F(2,84) = 1,156  

P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05 P > 0,05  

Total de cruzamentos 
F(2,84) = 20,519 F(1,84) = 5,445  F(1,84) = 0,045 F(2,84) = 4,248  

P < 0,0001 P < 0,0001 P > 0,05 P < 0,05  

% tempo grooming 
F(2,84) = 0,936 F(1,84) = 0,724  F(1,84) = 5,395 F(2,84) = 2,245 

P > 0,05 P > 0,05 P < 0,05 P > 0,05 

% tempo rearing 
F(2,84) = 4,454 F(1,84) = 15,696  F(1,84) = 0,133 F(2,84) = 0,754 

P < 0,05 P < 0,05 P > 0,05 P > 0,05 

Tabela 2. Dados da ANOVA de tr vias para análise do teste de campo aberto (CA), seguido pelo teste de Bonferroni. O 

nível de significância considerado foi de P < 0,05 para todas as análises. 

 

A ANOVA de duas vias analisou o número total de cruzamentos e revelou diferença 

significativa em linhagem, condição e interação (Tabela 2). Na condição SHAM, não houve 
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diferença entre as linhagens no tratamento VEI (p < 0,05, teste de Bonferroni, Figura 13B). Além 

disso, na condição SHAM, o tratamento com CBD promoveu aumento no número de cruzamentos 

na linhagem CBC em comparação com SHAM+VEI na mesma linhagem (p = 0,011, teste de 

Bonferroni, Figura 13B), e em comparação com as linhagens CTL e CAC em mesma condição e 

tratamento (p < 0,05, teste de Bonferroni). Considerando os grupos CCI+VEI, a linhagem CBC foi 

diferente em relação às linhagens CTL e CAC com número maior no total de cruzamentos (p < 

0,05, teste de Bonferroni). 

A análise da porcentagem do tempo de grooming revelou diferença significativa no fator de 

tratamento (Tabela 2). Os animais do grupo CTL+SHAM+CBD apresentaram menor porcentagem 

de tempo de grooming quando comparados aos CTL+CCI+CBD. Outra diferença ocorreu entre os 

grupos CBC+CCI+VEI e CBC+CCI+CBD. Ainda, os animais CAC quando em SHAM+CBD 

foram diferentes das demais linhagens (Figura 13C, P < 0,05). 

Na porcentagem de tempo em rearing, a ANOVA de duas vias, revelou diferença nos fatores 

linhagem e tratamento. A linhagem CBC mostrou diferença (p < 0,05, teste de Bonferroni) entre os 

grupos SHAM+CBD e CCI+CBD, e ainda CBC+SHAM+CBD apresentou tempo de rearing mais 

elevado quando comparado as demais linhagens na mesma condição e tratamento (Figura 13D, P < 

0,05, teste de Bonferroni). 
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Figura 13. O tratamento crônico com canabidiol (CBD) preveniu o efeito ansiogênico induzido pela lesão por 

constrição crônica do nervo isquiático (CCI) em ratos Cariocas de baixo congelamento (CBC), alto congelamento 

(CAC) ou controle (CTL) dependentes da linhagem quando avaliados no teste de campo aberto (CA). As medidas 

analisadas foram a porcentagem (%) de tempo de duração no centro (A), o número total de cruzamentos (B), (%) de 

tempo de grooming (C) e (%) de tempo de rearing (D). O CA foi realizado por 5 minutos, 22 dias após lesão por 

constrição crônica do nervo isquiático (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) e após dez dias de tratamento com CBD 

(nas doses de 5 mg/kg/dia, i.p., iniciando no 14º dia experimental) ou veículo (VEI). a P < 0,05 para o teste de 

Bonferroni comparou as linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condição e tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni 

comparou à mesma linhagem e condição, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). c P < 0,05 Teste de Bonferroni 

comparou à mesma linhagem e tratamento, mas condição diferente (SHAM ou CCI). Os dados representam média ± 

erro padrão da média. N = 8 para cada grupo experimental. 
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4.1.3.  Avaliação do aspecto aversivo da dor no teste de Paradigma de fuga/esquiva ao 

local (teste PEAP) 

 

O teste de Paradigma de fuga e esquiva ao local (PEAP) foi utilizado para avaliar o aspecto 

afetivo motivacional da dor neuropática nas linhagens de Alto (CAC) e Baixo (CBC) congelamento, 

assim como também nos animais controle dessa cepa (CTL). Quando o animal está com dor crônica 

induzida pela cirurgia de constrição do nervo isquiático (CCI), a resposta contra natural (teste de 

claro/escuro) é esperada. O animal passa a preferir a câmara clara ao em vez da escura, pois no 

ambiente escuro o animal recebe uma leve pressão na pata que está com injúria e, portanto, com a 

alodinia mecânica. Este aumento de preferência da permanência na câmara clara dos animais com 

CCI+VEI foi apresentado na Figura 14 A-B. Os resultados nos animais Cariocas com CCI 

mostraram que, em todas as linhagens, o tratamento com CBD reduziu a alodinia mecânica e assim, 

alterou a preferência ao local, que se manteve menor na câmara clara, retomando a resposta de 

preferência natural que é a câmara escura (Figura 14A). A análise da ANOVA de duas vias do 

PEAP está descrita na Tabela 3. 

 

PEAP 

Fator Linhagem Fator Condição Fator Tratamento Interação  

(CBC x CTL x 

CAC) 
(SHAM x CCI) (VEI x CBD) 

(Linhagem x Condição x 

Tratamento) 

 

% tempo na câmara clara 
F(2,84) = 18,871 F(1,84) = 3,082 F(1,84) = 9,981 F(2,84) = 0,969  

P < 0,05 P = 0,54 P > 0,05 P < 0,05  

Tabela 3. Dados da ANOVA de duas vias para análise do teste de paradigma/fuga ao local (PEAP), seguido pelo teste 

de Bonferroni. O nível de significância considerado foi de P < 0,05 para todas as análises. 

 

A aplicação da ANOVA de duas vias evidencia diferença significativa no fator linhagem, 

bem como interação entre linhagem e tratamento (Tabela 3). Nas linhagens CTL e CAC observou-

se diferença entre os grupos nas condições SHAM e CCI, o teste post hoc de Bonferroni apresentou 

diferença nessas linhagens quando nos grupos CCI (CCI+VEI) comparado aos grupos SHAM 

(SHAM+VEI). Esta diferença não foi observada na linhagem de baixo congelamento (CBC; Figura 
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14A). Portanto, quando comparado os grupos CCI+VEI e CCI+CBD, houve diferença em todas as 

linhagens. Além disso, nas linhagens CTL e CAC (P < 0,05) o resultado mostrou aumento de 

preferência na câmara clara quando estavam em condição de dor crônica tratados com veículo 

(CCI+VEI). O teste post hoc Bonferroni também mostrou diferença da linhagem CBC e as demais 

linhagens quando em SHAM+VEI, assim como os ratos CAC foram diferentes das demais 

linhagens quando SHAM+CBD (Figura 14B, P < 0,05). Na Figura 14B pode ser observada outra 

diferença, o grupo CTL+SHAM+CBD apresentou maior porcentagem de tempo na câmara clara 

quando comparado ao grupo CTL+SHAM VEI. 

 
Figura 14. O tratamento crônico com canabidiol (CBD) preveniu o efeito aversivo induzido pela lesão por constrição 

crônica do nervo isquiático (CCI) em ratos Cariocas controle (CTL) e alto congelamento (CAC) quando avaliados no 

teste de paradigma/fuga ao local (PEAP). As medidas analisadas foram a porcentagem (%) de tempo de duração na 

câmara clara nas linhagens de baixo congelamento (CBC), CTL e CAC, na condição de dor neuropática (CCI) ou 

cirurgia simulada (SHAM) e tratamento (VEI, CBD) (A), e (%) de tempo na câmara clara de todas as linhagens na 

condição SHAM em ambos os tratamentos (VEI e CBD) (B). O PEAP foi realizado por 20 minutos, 24 dias após lesão 

por constrição crônica do nervo isquiático (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) e após os dez dias de tratamento com 

CBD (nas doses de 5 mg/kg/dia, i.p., iniciando no 14º dia experimental) ou veículo (VEI). a P < 0,05 para o teste de 

Bonferroni comparou as linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condição e tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni 

comparou à mesma linhagem e condição, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). c P < 0,05 Teste de Bonferroni 

comparou à mesma linhagem e tratamento, mas condição diferente (SHAM ou CCI). Os dados representam média ± 

erro padrão da média. N = 8 para cada grupo experimental. 
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4.1.4.  Avaliação da expressão dos níveis de BDNF ( Protocolo 1 ) 

 

Neste protocolo foi avaliado a expressão do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 

das áreas hipocampo dorsal, hipocampo ventral, amígdala e córtex cingulado anterior dos ratos de 

todas as linhagens (CBC, CTL e CAC) submetidos ao modelo de neuropatia periférica induzida 

pela constrição do nervo isquiático (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM). A Figura 15 apresenta 

fotografias dos géis de western blotting de animais representativos dos distintos grupos 

experimentais deste estudo. 

 

 

Figura 15. Quantificação pela técnica do Western Blotting da proteína BDNF. Imagem final das bandas da expressão 

do fator neurotrófico do cérebro (BDNF) das áreas do hipocampo dorsal (HD), hipocampo ventral (HV), amígdala 

(AMG), e córtex cingulado anterior (ACC). Animais representativos das diferentes linhagens Carioca de baixo 

congelamento (CBC), controle (CTL) e alto congelamento (CAC), nos grupos com dor neuropática induzida por 

constrição do nervo isquiático (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM), tratados com canabidiol (CBD, 5mg/kg, 1 vez ao 

dia, por 10 dias tratamento iniciado no 14º dia após a cirurgia) ou veículo (VEI). A análise foi realizada por 

densiometria e quantificada em razão da proteína beta-actina como padrão. 

 

Nesse protocolo, foi realizado também a análise da substância cinzenta periaquedutal dorsal 

e ventral. Contudo, o sinal da expressão de BDNF nessas áreas foi muito baixo não tendo sido 
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possível realizar a quantificação por meio da densitometria. No que concerne as áreas avaliadas, os 

resultados diferiram de acordo com a estrutura encefálica analisada. A área do hipocampo dorsal 

mostrou diferenças entre CBC e CTL, já a área do hipocampo ventral diferiu a linhagem CTL 

quando em quadro de dor (CCI) e também em tratamento com CBD. Enquanto que, na amígdala foi 

observado diferença entre as linhagens CAC e CTL. Os resultados da aplicação da ANOVA de duas 

vias estão detalhados na Tabela 4. 

 

Western Blotting 

Fator Linhagem Fator Condição Fator Tratamento Interação  

(CBC x CTL x 

CAC) 
(SHAM x CCI) (VEI x CBD) 

(Linhagem x Condição x 

Tratamento) 

 

Hipocampo Dorsal (HD) 
F(2,48) = 0,720 F(1,48) = 0,102 F(1,48) = 1,076 F(2,48) = 0,927  

P < 0,05 P > 0,05 P < 0,05 P > 0,05  

Hipocampo Ventral (HV) 
F(2,48) = 1,612 F(1,48) =0,589  F(1,48) = 1,004 F(2,48) = 1,678  

P > 0,05 P > 0,05 P < 0,05 P > 0,05  

Amígdala (AMG) 
F(2,48) = 3,265 F(1,48) = 0,752  F(1,48) = 0,402 F(2,48) = 0,624 

P < 0,05 P > 0,05 P < 0,05 P < 0,05 

Córtex Cingulado 

Anterior (ACC) 

F(2,48) = 4,555 F(1,48) = 0,410 F(1,48) = 0,345 F(2,48) = 0,757  

P < 0,05 P > 0,05 P < 0,05 P > 0,05  

Tabela 4. Detalhamento dos resultados da ANOVA de duas vias Estatística da análise dos níveis da expressão de 

BDNF no hipocampo dorsal, hipocampo ventral, amígdala, e cótex cingulado anterior das linhagens Carioca de baixo 

congelamento (CBC), controle (CTL), e alto congelamento (CAC), submetidos a neuropatia periférica (constrição do 

nervo isquiático, CCI) ou cirurgia simulada (SHAM), e tratados com canabidiol (CBD, 5mg/kg, 1 vez ao dia, por 10 

dias tratamento iniciado no 14º dia após a cirurgia), ou veículo (VEI). 

 

Na Figura 16 apresenta os grupos e os níveis de BDNF nas estruturas: hipocampo dorsal 

(HD), hipocampo ventral (HV), amígdala (AMG), e córtex cingulado anterior (ACC). A ANOVA 

de duas vias evelou diferença no fator linhagem e tratamento. Pode ser visto na Figura 16A, menor 

expressão de BDNF no hipocampo dorsal do grupo CBC+SHAM+VEI, quando comparados aos 

grupos CTL+SHAM+VEI e CAC+SHAM+VEI (Figura 16, P < 0,05, teste de Bonferroni). O 

tratamento com CBD elevou o nível de expressão de BDNF no HD no grupo SHAM da linhagem 

CBC, enquanto que o oposto ocorreu quando com CCI tratado com CBD (Figura 16, P < 0,05, teste 

de Bonferroni), ainda, o nível de BDNF em CBC+SHAM+CBD não difere de CBD+CCI+CBD. 

Esse resultado pode ser considerado reversão da alteração que ocorreu na linhagem CBC. Além 

disso, no HD, o grupo CAC+CCI+CBD apresentou redução do nível de BDNF comparado ao grupo 

CAC+CCI+VEI (P < 0,05, teste de Bonferroni). 
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No hipocampo ventral, a ANOVA de duas vias revelou diferença no fator tratamento (P < 

0,05). A linhagem CTL apresentou aumento da expressão de BDNF no grupo CCI+VEI. Esse 

resultado se alterou com o tratamento por CBD, nesse caso o nível de BDNF retornou ao nível basal 

dessa linhagem no grupo CTL+CCI+CBD (Figura 16, P < 0,05, teste de Bonferroni). 

Ademais, quando analisada a amígdala, foi revelada na ANOVA de duas vias a diferença 

nos fatores linhagem e tratamento (P < 0,05). Na amígdala foi mostrado menor expressão de BDNF 

no grupo CAC+SHAM+VEI quando comparados aos da linhagem CTL e ao CBC na mesma 

condição e tratamento (Figura 16, P < 0,05, teste de Bonferroni). O tratamento com CBD elevou o 

nível de BDNF nos animais CAC+SHAM (P < 0,05, teste de Bonferroni). 

A ANOVA de duas vias revelou diferença na quantificação de BDNF considerando os 

fatores linhagem e tratamento no córtex cingulado anterior (P < 0,05). No ACC, o nível de BDNF 

difere entre as linhagens CBC e CAC nos grupos SHAM+VEI, onde os grupos CBC apresentaram 

nível mais elevado de BDNF (P < 0,05, teste de Bonferroni). Adicionalmente, observa-se tendência 

deste resultado dos animais CBC em relação a linhagem CTL, entretanto o post hoc de Bonferroni 

não evidenciou diferença. Nos grupos CCI+CBD todas as linhagens apresentaram diferença quando 

comparadas aos grupos CCI+VEI (P < 0,05, teste de Bonferroni). Nesses resultados, o grupo 

CTL+CCI mostraram pequeno aumento no nível de BDNF quando tratados com CBD. Enquanto 

que os ratos das linhagens CBC e CAC na condição CCI tratados com CBD mostraram redução do 

nível de BDNF quando comparados aos grupos CCI+VEI (Figura 16). 



______ 
Tese ____________________________________________________________________________________ Doutorado ____________  

56 

 

 

Figura 16. Quantificação do fator neurotrófico do cérebro (BDNF) nas linhagens Carioca de baixo congelamento 

(CBC), controle (CTL) e alto congelamento (CAC) das áreas do hipocampo dorsal (HD), hipocampo ventral (HV), 

amígdala (AMG), e córtex cingulado anterior (ACC). Os ratos foram submetidos a cirurgia controle (SHAM) ou 

cirurgia para constrição do nervo isquiático (CCI), e submetidos ao tratamento crônico com canabidiol (CBD, 5 mg/kg 

ao dia, via i.p., a partir do 14o dia experimental) ou veículo (VEI). a P < 0,05 para o teste de Bonferroni comparou as 

linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condição e tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou à mesma 

linhagem e condição, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). c P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou à mesma 

linhagem e tratamento, mas condição diferente (SHAM ou CCI). Os dados representam média ± erro padrão da média. 

N = 8 para cada grupo experimental. 
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4.2.  Protocolo 2 

4.2.1.  Avaliação da sensibilidade dolorosa (teste von Frey, teste de acetona e teste da 

placa quente) 

 

Neste segundo protocolo também foi avaliada a sensibilidade mecânica e a térmica ao frio 

para confirmar o desenvolvimento da neuropatia periférica induzida pela constrição crônica do 

nervo isquiático (CCI). Desse modo, foi realizado o teste von Frey e o teste de acetona, antes e após 

a realização do procedimento cirúrgico, bem como após o tratamento com CBD ou veículo. A 

Tabela 5 sumariza os resultados obtidos com a aplicação da ANOVA duas vias para medidas 

repetidas dos testes nociceptivos realizados. 

 

Testes 

Nociceptivos 
Fator Linhagem Fator Condição Fator Tratamento Fator Tempo Interação 

 (CBC x CTL x 

CAC) 
(SHAM x CCI) (VEI x CBD) (Basal x 13 x 23) 

(Linhagem x 

Condição x 

Tratamento) 

von Frey  
F(2,84) = 13,771 F(1,84) = 841,159 F(1,84) = 390,493 F(1,84) = 941,804 F(2,84) = 4,166 

P > 0,05 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 

Acetona 
F(2,84) = 0,562 F(1,84) = 285,749 F(1,84) = 31,263 F(1,84) = 285,749 F(2,84) = 0,714 

P > 0,05 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P > 0,05 

Tabela 5. Dados dos testes nociceptivos (von Frey e Acetona) nas linhagens Carioca de baico congelamento (CBC), 

controle (CTL) e alto congelamento (CAC) submetidas à ANOVA duas vias para medidas repetidas. O nível de 

significância foi de P < 0.05 para todas as análises. 

 

No teste de von Frey foi evidenciada diferença significativa os fatores condição, tratamento, 

tempo e berm como interação entre estes fatores (Tabela 6). Os resultados referentes aos limiares de 

retirada mecânico (Figura 17A-C) revelaram dados semelhantes aos vistos anteriormente no 

protocolo 1, com uma exceção. Os animais da linhagem CAC quando em condição de constrição do 

nervo isquiático (CCI) tratados com CBD apresentaram menor recuperação da alodinia mecânica 

quando comparados aos ratos das demais linhagens dos grupos comparativos correspondentes (P < 

0,05, teste de Bonferroni). 
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Figura 17. O tratamento crônico com canabidiol (CBD) reverte a alodinia mecânica, e reduz a alodinia térmica ao frio 

induzida por constrição crônica do nervo isquiático (CCI) nas linhagens Carioca de Baixo Condicionamento (CBC), 

Controle (CTL), ou Alto Congelamento (CAC). A sensibilidade mecânica foi avaliada pelo teste de von Frey (A-C); a 

sensibilidade térmica foi avaliada no teste de acetona (D-F). Os limiares mecânicos ou térmicos foram avaliados antes da 

cirurgia (Basal) e após a realização da CCI ou cirurgia simulada (SHAM, dia 13) e após o tratamento com CBD (5 

mg/kg/dia, i.p., por dez dias, a partir do 14º dia experimental) ou veículo (VEI). a P < 0,05, teste de Bonferroni comparado 

com sua respectiva linha de base e diferentes tratamentos na mesma linhagem; b P < 0,05, teste de Bonferroni comparado 

com dia 13 e dia 23 no mesmo tratamento; c P < 0,05, teste de Bonferroni comparado com linhagem CTL no mesmo 

tratamento; d P < 0,05, teste de Bonferroni comparado com a linhagem CBC no mesmo tratamento. N = 8 animais por 

grupo. 

 

No teste de acetona, observou-se diferença significativa nos fatores condição, tratamento e 

tempo (ANOVA de variância duas vias para medidas repetidas, Tabela 5) considerando os escores 

do teste nas distintas linhagens avaliadas (CBC, CTL e CAC). Assim como no teste von Frey, os 

resultados do teste de acetona foram semelhantes aos observados no protocolo 1, com a exceção do 

grupo CAC+CCI+CBD. Esse grupo foi diferente das demais linhagens, e apresentou menor 

recuperação da alodinia térmica ao frio (Figura 17D-F). 

  

4.2.2.  Avaliação da motricidade (Campo aberto) 

Para avaliação da motricidade, neste segundo protocolo foi realizado o teste de campo aberto. 

Neste, foram analisados a porcentagem do tempo de duração no centro, o número total de 

cruzamentos, tempo de grooming (autolimpeza; exploração horizontal) e rearing (exploração 
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vertical). Durante 5 minutos os animais ficaram nesta arena padronizada do teste de campo aberto. 

Os resultados da aplicação da ANOVA de duas vias são apresentadas na Tabela 6. 

 

CA 

Fator Linhagem Fator Condição Fator Tratamento Interação  

(CBC x CTL x 

CAC) 
(SHAM x CCI) (VEI x CBD) 

(Linhagem x Condição x 

Tratamento) 

 

% tempo no centro 
F(2,83) = 6,953 F(1,83) = 0,101 F(1,83) = 9,261 F(2,83) = 1,665  

P = 0,0001 P > 0,05 P < 0,05 P < 0,05  

Total de cruzamentos 
F(2,83) = 90,301 F(1,83) = 1,057  F(1,83) = 1,464 F(2,83) = 0,653  

P < 0,0001 P > 0,05 P > 0,05 P < 0,05  

% tempo grooming 
F(2,83) = 27,655 F(1,83) = 1,923  F(1,83) = 0,353 F(2,83) = 0,633 

P < 0,0001 P > 0,05 P > 0,05 P < 0,05 

% tempo rearing 
F(2,83) = 27,279 F(1,83) = 0,321  F(1,83) = 0,030 F(2,83) = 0,144 

P < 0,0001 P > 0,05 P > 0,05 P < 0,05 

Tabela 6. Dados da ANOVA de duas vias para análise dos parâmetros avaliados no teste de campo aberto (CA) nas 

linhagens Carioca de baixo congelamento (CBC), controle (CTL), e alto congelamento (CAC) submetidos ao modelo de 

dor neuropática induzida pela constrição crônica do nervo isquiático (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) e tratados 

com canabidiol (CBD, 5 mg/kg, 1 vez ao dia por dez dias, i.p. a partir do 14º dia experimental) ou veículo (VEI). O 

nível de significância foi de P < 0,05 para todas as análises. 

 

Considerando o parâmetro porcentagem de tempo no centro, a ANOVA de duas vias revelou 

diferença estatística nos fatores linhagem, tratamento e interação (Tabela 6, P < 0,05). Todas as 

linhagens (CBC, CTL, CAC) apresentaram diferença no tempo gasto no centro nos grupos 

SHAM+VEI quando comparados entre eles (Figura 18A, P < 0,05). A linhagem CBC apresentou 

maior tempo gasto no centro do que as demais linhagens, e a CAC apresentou menor tempo gasto 

no centro quando comparado ao CTL (P < 0,05, teste de Bonferroni). Nessa condição, as linhagens 

CBC e CAC mostraram alteração do tempo gasto no centro quando tratados com CBD (P < 0,05), 

onde o grupo CBC+SHAM+CBD apresentou menor tempo gasto no centro, enquanto, que no grupo 

CAC+SHAM+CBD foi observado aumento do tempo gasto no centro (P < 0,05, teste de 

Bonferroni). Nos grupos CCI+VEI, o tempo gasto no centro também se mostrou diferente quando 

comparadas as linhagens entre si (CBC, CTL e CAC; P < 0,05, teste de Bonferroni, Figura 18). 

Os animais das linhagens CBC, CTL e CAC submetidos ao modelo de neuropatia periférica 

(CCI) apresentaram redução do tempo gasto no centro quando comparados a condição SHAM 

(Figura 18, P < 0,05, teste de Bonferroni). Esse resultado foi revertido nas linhagens CTL e CAC 

com CCI quando tratados com CBD (P < 0,05, teste de Bonferroni, Figura 18). Ainda, o grupo 
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CBC+CCI apresentaram maior tempo no centro comparado as demais linhagens, e o tratamento 

com CBD não alterou este parâmetro comportamental (Figura 18). 

Com relação ao número total de cruzamentos, a ANOVA de duas vias revelou diferença nos 

fatores linhagem e interação (Tabela 6). A diferença no número total de cruzamentos entre as 

linhagens (CBC, CTL, CAC) foi observada nos grupos de condição SHAM e CCI quando tratados 

com VEI (Figura 18B, P < 0,05, teste de Bonferroni). Ainda nos grupos com condição SHAM e 

CCI tratados com CBD, a linhagem CBC foi diferente das demais na mesma condição e tratamento 

(P < 0,05, teste de Bonferroni). Entre os grupos tratados com CBD na mesma condição, foi 

mostrada diferença entre CBC+SHAM+VEI e CBC+SHAM+CBD, assim como também apresentou 

diferença entre CAC+SHAM+VEI e CAC+SHAM+CBD (Figura 18B, P < 0,05, teste de 

Bonferroni), desde que o tratamento com CBD aumentou o total de cruzamentos nessas linhagem 

(grupos CBD). 
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Figura 18. O tratamento crônico com canabidiol (CBD) preveniu o efeito ansiogênico induzido pela constrição crônica 

do nervo isquiático (CCI) em ratos Cariocas de baixo congelamento (CBC), controle (CTL) ou alto congelamento 

(CAC) dependentes da linhagem quando avaliados no teste de campo aberto (CA). As medidas analisadas foram a 

porcentagem (%) de tempo de duração no centro (A), o número total de cruzamentos (B), % tempo de grooming (C) e 

% tempo de rearing (D). O CA foi realizado por 5 minutos, 22 dias após (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) e após 

nove dias de tratamento com CBD (na dose de 5 mg/kg/dia, i.p., iniciando no 14º dia experimental) ou veículo (VEI). a 

P < 0,05 para o teste de Bonferroni comparou as linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condição e tratamento; b P < 

0,05 Teste de Bonferroni comparou à mesma linhagem e condição, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). c P < 0,05 

Teste de Bonferroni comparou à mesma linhagem e tratamento, mas condição diferente (SHAM ou CCI). Os dados 

representam média ± erro padrão da média. N = 8 para cada grupo experimental. 
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No comportamento observado da % de tempo de grooming, a ANOVA de duas vias revelou 

diferença nos fatores linhagem e interação entre os fatores (Tabela 6). O teste post hoc de 

Bonferroni mostrou que todas as linhagens foram diferentes entre si no tempo de grooming no 

grupo SHAM+VEI (Figura 18C, P < 0,05). Os animais do grupo CTL apresentaram aumento do 

tempo de grooming na condição CCI+VEI quando comparados ao grupo da própria linhagem na 

condição SHAM+VEI (P < 0,05, teste de Bonferroni). Ainda, neste contexto, o grupo 

CTL+SHAM+CBD aumentou o tempo de grooming comparado com o grupo CTL+SHAM+VEI (P 

< 0,05, teste de Bonferroni). Neste protocolo, a linhagem CAC foi diferente das demais linhagens 

em todos os grupos experimentais (Figura 18). Adicionalmente, a linhagem CBC apresentou 

diferença no tempo de grooming no grupo SHAM+VEI quando comparado com as demais 

linhagens (CTL e CAC), e foi diferente do grupo CAC+SHAM+CBD (Figura 18, P < 0,05, teste de 

Bonferroni). 

No parâmetro % de tempo de rearing, a ANOVA de duas vias revelou diferença nos fatores 

linhagem e interação (Tabela 6). Nesse comportamento foi evidenciado na linhagem CAC diferença 

comparada com as demais linhagens (CTL e CBC) em todos os grupos experimentais (Figura 18D, 

P < 0,05, teste de Bonferroni). Além disso, ocorreu aumento do tempo de rearing no grupo 

CAC+SHAM+CBD quando comparado ao grupo CAC+SHAM+VEI (P < 0,05, teste de 

Bonferroni). Ademais, os ratos CBC apresentaram maior tempo de rearing quando comparados as 

demais linhagens (CTL e CAC) em condição SHAM+CBD (P < 0,05, teste de Bonferroni, Figura 

18D). 

 

4.2.3.  Avaliação dos níveis de ansiedade (teste de Condicionamento ao Medo Contextual) 

Neste protocolo foi avaliado o nível de ansiedade dos ratos das diferentes linhagens Cariocas 

(CBC, CTL e CAC) a partir da porcentagem de congelamento, uma vez que foram submetidos a 

fenotipagem por meio do condicionamento ao medo contextual (CMC). Este protocolo teve como 

objetivo avaliar se a indução da neuropatia periférica induzida pela constrição do nervo isquiático 
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(CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) pode alterar a resposta no teste do medo contextual. Ainda, 

avaliamos se na condição (SHAM), o tratamento com CBD pode modular a ansiedade do fenótipo 

das linhagens Cariocas. Enquanto que, na condição de neuropatia periférica (CCI), o objetivo foi 

avaliar este mesmo efeito na condição de comorbidade. A Tabela 7 apresenta os dados obtidos na 

aplicação da ANOVA duas vias para medidas repetidas dos resultados obtidos no teste de medo 

contextual. 

 

CMC 

Fator Linhagem Fator Condição Fator Tratamento Interação  
(CBC x CTL x 

CAC) 
(SHAM x CCI) (VEI x CBD) 

(Linhagem x Condição x 

Tratamento) 
 

% Congelamento 
F(2,84) = 226,204 F(1,84) = 23,627 F(1,84) = 38,126 F(2,84) = 9,507  

P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001  
Tabela 7. Dados da ANOVA duas vias para medidas repetidas para análise do teste de condicionamento ao medo 
contextual (CMC) entre todos os grupos nos dias habituação, teste e de reteste, na linhagem Carioca de baixo 

congelamento (CBC), controle (CTL), e alto congelamento (CAC), submetidos ao modelo de neuropatia periférica 

induzida pela constrição crônica do nervo isquiático (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) e tratados com canabidiol 

(CBD, 5mg/kg/dia, i.p., por 10 dias). O nível de significância considerado foi de P < 0,05 para todas as análises. 

 

Para avaliação do comportamento do tipo ansioso neste modelo animal, a ANOVA duas vias 

para medidas repetidas é fidedigna para comparar nos mesmos animais o desenvolvimento do nível 

de ansiedade ao longo do tempo, sendo antes da cirurgia (habituação e teste) e ao final do 

tratamento (reteste após tratamento VEI ou CBD). Assim como também todos os grupos quanto a 

linhagem (CBC, CTL, CAC), condição (SHAM, CCI), e tratamento (VEI, CBD). 

Com relação à porcentagem de congelamento na câmara de CMC, a ANOVA duas vias para 

medidas repetidas revelou diferenças nos fatores linhagem, condição, tratamento e interação entre 

os fatores (Tabela 7). Como característico desse modelo animal de ansiedade, não houve diferença 

significativa entre os grupos durante a fase de habituação (P > 0,05, teste de Bonferroni). Desse 

modo, nas demais fases, o CBD apresentou efeito ansiolítico no condicionamento ao medo 

contextual em todas as linhagens dos Cariocas em SHAM+CBD (Figura 19), bem como nos grupos 

CBC e CTL nos animais CCI+CBD quando comparados aos seus respectivos grupos controle 

(CCI+VEI) (Figura 19, P < 0,05, teste de Bonferroni).  
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Figura 19. Média da porcentagem do tempo de congelamento no contexto em que os aratos foram condicionados ao 

medo contextual (CMC), tanto os grupos submetidos à cirurgia simulada (SHAM) ou cirurgia para constrição do nervo 

isquiático (CCI), e submetidos ao tratamento crônico com canabidiol (CBD, 5 mg/kg ao dia, via i.p., a partir do 14o dia 

experimental) ou veículo (VEI) nas linhagens Carioca de baixo congelamento (CBC), controle (CTL) ou alto 

congelamento (CAC). A: SHAM+VEI; B: SHAM+CBD C: CCI+VEI; D: CCI+CBD; E: reteste dos grupos SHAM nos 

tratamentos VEI e CBD; F: reteste dos grupos nas condições SHAM e CCI em tratamento VEI; G: teste e reteste na 

condição SHAM; H: teste e reteste na condição CCI, comparando os níveis de congelamento da fase de teste 

(condicionamento da memória aversiva ao medo contextual) e de reteste (retorno a câmara/contexto aversivo após 

cirurgia e tratamento), assim como a diferença entre os grupos. a P < 0,05 para o teste de Bonferroni comparou as 

linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condição e tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou à mesma 

linhagem e condição, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). c P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou à mesma 

linhagem e tratamento, mas condição diferente (SHAM ou CCI). d P < 0,05 Teste Bonferroni comparou dia de teste e 

reteste do mesmo grupo experimental. Os dados representam média ± erro padrão da média. N = 8 para cada grupo 

experimental. 
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Adicionalmente, nos grupos SHAM+VEI, o teste post hoc Bonferroni apresentou diferença 

da frequência de congelamento entre linhagens característica desse modelo animal de ansiedade 

(CBC < CTL < CAC, P < 0,05), assim como pequena redução do congelamento no 24º dia (Figura 

19A). Em contrapartida, foi observado aumento do congelamento nos animais CTL e uma 

permanência da mesma frequência de congelamento nas linhagens CBC e CAC quando em 

condição CCI tratados com VEI (Figura 19C). 

Além disso, o teste post hoc Bonferroni mostrou que na fase reteste, os grupos SHAM+VEI 

quando comparados com os grupos SHAM+CBD, das linhagens CTL e CAC apresentaram menor 

frequência de congelamento quando tratados com a linhagem CBC (Figura 19E, P < 0,05). Ainda 

na fase reteste, quando comparado os dias de teste e reteste, os grupos nas condições SHAM e CCI 

tratados com veículo mostraram aumento de congelamento quando em CCI+VEI nas linhagens 

CBC e CTL (Figura 19F). 

Para ilustrar todos os grupos e todas as linhagens em teste e reteste, a Figura 19G apresenta 

os grupos na condição SHAM tratados VEI ou CBD. Assim como também, a Figura 19H 

apresentou os grupos na condição CCI em ambos os tratamentos (VEI e CBD), com o objetivo de 

mostrar que com exceção do grupo CAC+CCI+CBD, todos os demais grupos tiveram redução do 

congelamento quando tratados com CBD (P < 0,05, teste de Bonferroni). 

 

4.2.4.  Avaliação da expressão dos níveis de BDNF ( Protocolo 2 ) 

 

Neste procedimento de western blotting foi analisado a expressão do fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF) das áreas hipocampo dorsal e hipocampo ventral dos ratos das 

diferentes linhagens (CBC, CTL e CAC) submetidos ao condicionamento de medo contextual e ao 

modelo de neuropatia periférica induzida pela constrição do nervo isquiático (CCI) ou cirurgia 

simulada (SHAM). A Figura 20 apresenta a quatificação do BDNF de animais representativos de 

cada um dos grupos experimentais realizados neste protocolo. 
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Figura 20. Quantificação pela técnica do Western Blotting da proteína BDNF. Imagem final das bandas da expressão 

do fator neurotrófico do cérebro (BDNF) das áreas do hipocampo dorsal (HD), hipocampo ventral (HV). Animais 

representativos das diferentes linhagens Carioca de baixo congelamento (CBC), controle (CTL) e alto congelamento 

(CAC), nos grupos com dor neuropática induzida por constrição do nervo isquiático (CCI) ou cirurgia simulada 

(SHAM), tratados com canabidiol (CBD, 5mg/kg, 1 vez ao dia, i.p., por 10 dias tratamento iniciado no 14º dia após a 

cirurgia) ou veículo (VEI). A análise foi realizada por densiometria e quantificada em razão da proteína beta-actina 

como padrão. 

 

Os resultados da quantificação de BDNF foram analisados pela aplicação da ANOVA de 

duas vias revelou que no hipocampo dorsal ocorreu diferença no fator condição e interação entre os 

fatores. Enquanto que no hipocampo ventral evidenciou-se interação entre os fatores. O 

detalhamento dos resultados obtidos na aplicação da ANOVA de duas vias estão apresentados na 

Tabela 8. 

Western Blotting 

Fator Linhagem Fator Condição Fator Tratamento Interação  

(CBC x CTL x 

CAC) 
(SHAM x CCI) (VEI x CBD) 

(Linhagem x Condição x 

Tratamento) 

 

Hipocampo Dorsal (HD) 
F(2,48) = 3,011 F(1,48) = 4,375 F(1,48) = 2,665 F(2,48) = 0,499  

P > 0,05 P < 0,05 P > 0.05 P < 0,05  

Hipocampo Ventral (HV) 
F(2,48) = 0,53 F(1,48) = 0,251  F(1,48) = 0,074 F(2,48) = 0,838  

P > 0,05 P > 0,05 P > 0,05 P < 0,05  

Tabela 8: Detalhamento dos resultados da ANOVA de duas vias. Estatística da análise dos níveis da expressão de 

BDNF no hipocampo dorsal (HD), e hipocampo ventral (HV) das linhagens Carioca de baixo congelamento (CBC), 

controle (CTL), e alto congelamento (CAC), submetidos a neuropatia periférica (constrição do nervo isquiático, CCI) 

ou cirurgia simulada (SHAM), e tratados com canabidiol (CBD, 5mg/kg, 1 vez ao dia, por 10 dias tratamento iniciado 

no 14º dia após a cirurgia), ou veículo (VEI). 

 

Na região do HD  evidenciou-se diferença significativa entre as linhagens CBC e CAC, no 

nível de BDNF quando comparados a linhagem CTL (Figura 21). Em detalhes, observa-se menor 
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expressão de BDNF em nos grupos CBC+SHAM+VEI e CAC+SHAM+VEI (Figura 21A, P < 0,05, 

teste de Bonferroni) comparados com o grupo CTL+SHAM+VEI. Na condição de neuropatia 

periférica (grupos CCI), o grupo da linhagem CTL apresentou redução da expressão de BDNF, 

comparados com o grupo controle (CTL+SHAM+VEI, Figura 21, P < 0,05, teste de Bonferroni), 

enquanto que  o grupo tratado com CBD mostrou aumento do nível de BDNF quando nessa 

condição (CCI).  

Considerando a região do HV, embora a aplicação da ANOVA de duas vias tenha revelado 

interação entre os fatores, o pós-teste de Bonferroni evidenciou que não há diferenças significativas 

entre as diferentes linhagens, ou mesmo entre os tratamentos (CBD ou VEI) e condição (SHAM ou 

CCI, Figura 21). 
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Figura 21. Quantificação do fator neurotrófico do cérebro (BDNF) nas linhagens Carioca de baixo congelamento 

(CBC), controle (CTL) e alto congelamento (CAC) das áreas do hipocampo dorsal (HD), e hipocampo ventral (HV). Os 

ratos foram submetidos a cirurgia controle (SHAM) ou cirurgia para constrição do nervo isquiático (CCI), e submetidos 

ao tratamento crônico com canabidiol (CBD, 5 mg/kg ao dia, via i.p., a partir do 14o dia experimental) ou veículo 

(VEI). a P < 0,05 para o teste de Bonferroni comparou as linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condição e 

tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou à mesma linhagem e condição, mas tratamento diferente (VEI ou 

CBD). c P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou à mesma linhagem e tratamento, mas condição diferente (SHAM ou 

CCI). Os dados representam média ± erro padrão da média. N = 8 para cada grupo experimental. 

 

 

 

5. DISCUSSÃO 

 

Os presentes resultados, de ambos os protocolos (PT1 e PT2), mostraram que a dor 

neuropática induzida por CCI promoveu redução do limiar mecânico e térmico em todas as 
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linhagens. Essas alterações foram acompanhadas de redução da porcentagem de tempo gasto no 

centro (PT1 e PT2) e do total de cruzamentos (PT2) no teste do campo aberto, sugerindo efeito do 

tipo ansiogênico associado à dor crônica (persistente). O tratamento crônico com CBD produziu 

efeito antialodínico na sensibilidade mecânica, e ao frio, além de reduzir a hiperalgesia ao calor 

(Figuras 12 e 17). Ainda, o tratamento com CBD reverteu o efeito do tipo ansiogênico na condição 

de dor crônica nas linhagens CTL e CAC (Figuras 13 e 18), assim como, o tratamento com CBD 

reduziu a qualidade aversiva do estímulo mecânico em todas as linhagens (Figura 14). Quando 

avaliadas no condicionamento ao medo contextual (PT2), o tratamento com CBD também reduziu a 

ansiedade em todas as linhagens quando avaliadas sem a comorbidade (SHAM), e nos ratos CBC e 

CTL quando em condição de dor persistente (Figura 19). Além do mais, no primeiro protocolo, o 

tratamento com CBD mostrou redução da neuroplasticidade, avaliada pela expressão de BDNF, nas 

linhagens submetidas à dor persistente em diferentes estruturas: HD, HV, AMG e ACC (Figura 16). 

Por outro lado, essa mesma análise em uma das estruturas neurais (HD) no protocolo 2, mostrou 

que o tratamento com CBD produziu aumento de neuroplasticidade (maior expressão de BDNF) na 

linhagem CTL com dor persistente, e em CAC sem a condição de dor (Figura 21).  

Estudos experimentais anteriores avaliando o uso de CBD em condições de dor crônica 

mostraram efeito antialodínico, redução da hiperalgesia (Gregorio et al., 2019; Silva-Cardoso et 

al., 2021) e efeito ansiolítico (Blessing et al., 2015, Silva-Cardoso et al., 2021). Nossos dados 

revelaram que o tratamento com CBD produziu efeitos diferentes na dor neuropática em indivíduos 

com níveis distintos de ansiedade (linhagens CBC, CTL, CAC). As linhagens não apresentaram 

diferenças basais, confirmando que estímulos nociceptivos não selecionaram essas linhagens 

(Gomes e Landeira-Fernandez, 2011). Além disso, foi observada menor eficácia do CBD no 

grupo CAC+CCI em comparação com o CTL+CCI na sensibilidade mecânica e térmica ao frio 

(PT1 e PT2), o que sugere a hipótese de menor efeito terapêutico do CBD nesta linhagem que 

apresenta nível elevado de ansiedade. Ademais, a reversão parcial também foi evidenciada nos ratos 

CBC (PT1 e PT2), talvez devido a esta linhagem ter um nível de ansiedade diferente do CTL e 
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CAC, o que sugere que o efeito terapêutico do CBD pode estar associado com as características 

emocionais individuais. Adicionalmente, no segundo protocolo, o qual avaliou o condicionamento 

de medo ao contexto, a linhagem CAC apresentou menor eficácia do CBD comparado à linhagens 

CTL e CBC, o que pode confirmar a associação do efeito deste tratamento com as respostas 

emocionais de cada linhagem (Figura 19). Além disso, observou-se maior sensibilidade da linhagem 

CAC na avaliação do estímulo térmico ao calor, em particular no grupo CCI+VEI no último dia do 

protocolo, o que sugere maior sensibilidade ou percepção de dor nesta linhagem. Os presentes 

resultados corroboram estudo anterior com as linhagens de High Anxiety Behavior (HAB) and Low 

Anxiety Behavior (LAB) (Roeska et al., 2009), onde ratos com o fenótipo bidirecional de extremos 

do medo inato no labirinto em cruz elevado mostrou aumento da sensibilidade à dor na linhagem 

HAB (linhagem da seleção mais ansiosa) quando avaliados no teste von Frey. Portanto, é possível 

que o nível de ansiedade pode modificar a sensibilidade dolorosa em modelos animais. 

Projetos anteriores com ratos Wistar Hannover (Silva-Cardoso et al., 2021) mostraram que 

o tratamento agudo com CBD em diferentes doses reverteu a dor neuropática e a ansiedade induzida 

por CCI. Além disso, este estudo (Silva-Cardoso et al., 2021) também mostrou por meio de 

imunofluorescência a alta ativação dos receptores CB1 e TRPV1 nas áreas do córtex cingulado 

anterior (ACC), córtex insular agranular (AIC), amígdala basolateral (BLA), hipocampo dorsal 

(HD) e ventral (VH), após o tratamento com CBD (dose de 3 mg/kg). Nos ratos Cariocas, a 

linhagem CAC apresentou maior expressão da proteína c-Fos no BLA e no locus coeruleus (LC) 

induzida por medo contextual em comparação com as outras linhagens (León et al., 2020), 

sugerindo maior ativação destas estruturas na linhagem de maior ansiedade. Tomadas em conjunto, 

essas diferenças morfofuncionais observadas nas estruturas envolvidas nos efeitos analgésicos e 

ansiolíticos do CBD, pelo menos no BLA e na região do hipocampo, podem explicar em parte os 

diferentes efeitos do CBD em nossos protocolos. Embora, outros estudos sejam necessários, com 

essas análies nos animais Cariocas. 
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No protocolo 1, é relevante notar que o grupo SHAM apresentou limiar térmico elevado no 

teste da placa quente na linhagem CAC. Uma hipótese para esse dado é de que esse comportamento 

pode estar associado à facilitação da aprendizagem aversivo, onde, desde o início, esses animais são 

selecionados com base no comportamento defensivo de congelamento usando um estímulo nocivo 

(Gomes e Landeira-Fernandez, 2008; Fanselow et al., 1980; Blanchard e Blanchard, 1988). 

Para ampliar essa questão acerca da aprendizagem, um estudo (Messing et al., 1983) mostrou que a 

exposição repetida de camundongos ao ensaio de placa quente resulta em latências de resposta mais 

curtas, independentemente da avaliação do nível de ansiedade. Esses resultados corroboram a 

perspectiva sugerida no presente estudo. Além disso, essa condição de facilitação do aprendizado 

foi observada apenas na linhagem CAC. Desse modo, é importante ressaltar que o CAC foi 

selecionado para o comportamento de congelamento (alto congelamento), e que a ausência de 

comportamento na placa quente mantém o animal por mais tempo no aparelho, resultando em 

elevado limiar, onde foi observado na condição SHAM (Figura 12), e não devido a condição de 

analgesia. 

Contudo, o uso de CBD não mostrou diferença neste grupo SHAM entre os tratamentos em 

animais CAC (Figura 12I); os animais do grupo CAC+SHAM foram diferentes quando comparados 

a linha de base. Além disso, o resultado foi diferente no VEI da condição CCI em relação ao nível 

apresentado pelo CBC e CTL no tratamento com CBD (Figura 12G–I). A primeira hipótese foi a 

desses animais CAC terem apresentado aprendizagem aversiva. Essa hipótese pode ser questionada 

a partir dos resultados do condicionamento ao medo contextual através do tratamento com CBD no 

protocolo 2, isto porque é o modelo de aprendizagem mais fidedigno correspondente à sua 

reprodução seletiva (Gomes et al., 2013; Gones et al., 2011; Blanchard e Blanchard, 1988).  Os 

estímulos de um aparato de placa quente diferem muito de uma câmara com todos os estímulos 

contextuais selecionados, e desse modo, seria necessário investigação aprofundada para explicar o 

aumento de limiar dos animais CAC+SHAM na placa quente. 
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Nesse paradigma, Gebhart et al. (1971) discutiram que o comportamento de aprendizagem 

é desencadeado quando há a reexposição do animal na placa quente, isso ocorre pelo reforço da 

resposta de remoção do animal da superfície aquecida (estímulo aversivo) após a exibição de uma 

resposta emitida (lamber a pata). Se uma aprendizagem aversiva pode explicar o aumento do limiar 

dos ratos CAC, a resposta ao medo de seu fenótipo seria a de congelamento ao contexto, que é 

caracterizado pela imobilidade corporal com exceção dos movimentos respiratórios acompanhada 

de alguns sinais como exoftalmia, piloereção, entre outros. Desse modo, o comportamento esperado 

seria o de “não-ação” e permanência na placa quente (aumento do limiar). Outra hipótese poderia 

ser a habituação a estímulos nocivos repetidos, o que seria um conceito para explicar nossas 

observações. Bardo e Hughes (1979), por exemplo, mostraram que ratos expostos a uma placa 

quente (não aquecida) por quatro dias exibiu diminuição da latência de lamber a pata quando 

testado em superfície aquecida. Eles atribuíram esse comportamento “tolerância” à habituação a 

novos estímulos distrativos associados ao ambiente de teste. Os ratos CAC não foram habituados a 

placa quente, no entanto, podem ter apresentado “tolerância” ao estímulo térmico. 

No protocolo (PT2) optamos por não realizar o teste de placa quente para evitar tal variável, 

e assim podermos também realizar avaliação mais fidedigna quanto aos objetivos já expostos (PT1: 

dor; PT2: comorbidade dor e ansiedade patológica desse modelo animal). No condicionamento de 

medo ao contexto, o tratamento com CBD reduziu significativamente o congelamento em todas as 

linhagens (CBC, CTL, CAC) em condição controle (SHAM+CBD; Figura 19B). Estudos anteriors 

mostraram que o uso do CBD resultou em efeito ansiolítico geral em testes de aprendizagem 

aversiva (Iffland e Grotenhermen, 2017; Stern et al., 2017; Riaz et al., 2017). Estudos com 

humanos e não humanos confirmam o aumento da ansiedade na dor crônica (Roeska et al., 2009; 

Malvestio et al., 2021; Jochum et al., 2007; Magri et al., 2021) e o tratamento com CBD na 

dosagem de 5mg/kg não reduziu a ansiedade da linhagem CAC na presença da dor persistente 

(CCI). 
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A literatura já estabeleceu que o LC é uma estrutura que facilita a transição da dor aguda 

para a crônica e a manutenção da dor crônica, contendo projeções para estruturas como hipocampo, 

amígdala e hipotálamo (Taylor e Westlund, 2017). Além disso, estudo anterior que avaliou a 

imunoquímica de c-Fos para investigar mudanças na atividade neural em diferentes estruturas 

encefálicas entre ratos CBC e CAC, fenotipados, mostrou alta ativação de c-Fos no LC dos animais 

CAC em comparação com CBC (Léon et al., 2020). Seguindo essa perspectiva, existe a 

possibilidade de que o LC seja uma estrutura nesse modelo animal de ansiedade que contenha 

processos essenciais na modulação da dor e aprendizagem aversiva das quais foram observadas em 

comorbidade. 

Na avaliação do comportamento locomotor, no PT1 não houve diferença no total de 

cruzamentos entre as linhagens nos grupos SHAM que não receberam CBD (Figura 13), porém no 

PT2 todas as linhagens diferem quanto ao número de cruzamentos (Figura 18B). O teste CA foi 

realizado para avaliar a locomoção (Tatem et al., 2014) e o nível de medo inato/ansiedade (Prut e 

Belzung, 2003). Com o primeiro protocolo, tem-se a comprovação de que a locomoção dos animais 

não foi comprometida pela cirurgia e nem pelo desenvolvimento da dor crônica (Figuras 12 e 13). 

Ainda que tenha sido mostrado diferença entre os animais quando fenotipados (PT2, Figura 18), 

esta diferença pode ser devido ao níveis de ansiedade de cada linhagem. Nos animais CCI+VEHI, 

observou-se redução da porcentagem de tempo no centro sugerindo aumento do nível de ansiedade 

em todas as linhagens (Figuras 13 e 18). Além disso, o uso de CBD nas linhagens CTL e CAC 

(condição CCI) teve efeito ansiolítico. A diferença do nível de ansiedade também foi evidenciada 

entre os grupos CAC+CCI+VEI e CCB +CCI+VEI (Figuras 13A e 18A). Neste paradigma (teste do 

campo aberto), ao avaliar o medo inato, o CBD mostrou efeito ansiolítico associado com a condição 

de dor persistente, reduzindo o tipo de ansiedade analisada no CA, o difere da ansiedade associada a 

aprendizagem aversiva que corresponde ao fenótipo deste modelo animal de ansiedade (seleção por 

meio do teste de medo condidionado ao contexto). 
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Por outro lado, a linhagem CBC nas condições SHAM (associado com o tratamento com 

CBD) e CCI apresentou maior locomoção quando comparada às linhagens CTL e CAC (Figura 13B 

e 18B). No entanto, na condição SHAM, o CBC tratado com CBD apresentou maior locomoção do 

que outros grupos da mesma linhagem (Figuras 13B e 18B). É importante destacar que estudos 

prévios mostraram que linhagens selecionadas a um nível mais baixo de ansiedade estão associadas 

a comportamentos impulsivos (Rahi e Kumar, 2021; Yen et al., 2013), o que representa a 

linhagem CBC. As linhagens HAB e LAB mencionadas anteriormente, também apresentam altos 

resultados de locomoção na linhagem menos ansiosa (Varvel et al., 2006). Não obstante, esse 

comportamento já foi observado anteriormente em outros estudos com o modelo animal dos 

Cariocas (Macêdo-Souza et al., 2020; Lages et al., 2021; Lages et al., 2021). Esses resultados 

sugerem que investigação mais específica é necessária para avaliar um possível modelo de 

transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) nessa linhagem (CBC), o que implicaria 

em outra condição de comorbidade, e também poderia explicar a recuperação parcial da 

sensibilidade mecânica e ao frio nessa linhagem (Figura 12A e D, 17A e D). 

Ademais, alguns estudos observaram que o efeito do CBD aumenta a locomoção (Varvel et 

al., 2006; Hayakawa et al., 2008; Calapai et al., 2022), enquanto outros não mostram essa 

diferença (Varvel et al., 2006; ElBatsh, 2012). Um outro estudo que também avaliou a mobilidade 

de ratos Cariocas no campo aberto reafirma a alta mobilidade de ratos da linhagem CBC (Lages et 

al., 2021). No entanto, o mecanismo subjacente a este efeito de locomoção elevada de ratos CBC 

ainda precisa ser esclarecido (Lages et al., 2021). 

No aspecto afetivo-motivacional da dor, os presentes resultados mostraram que a 

administração de CBD promoveu redução da aversividade à dor (componente emocional) avaliada 

pelo teste PEAP (Figura 14). Um estudo anterior em ratos Wistar Hannover (Silva-Cardoso et al., 

2023) mostrou a reversão da aversidade à dor, utilizando o tratamento sub-crônico com CBD 

(3mg/kg/dia durante 3 dias) em animais com neuropatia periférica induzida por constrição crônica 

do nervo isquiático, sendo possível que esse efeito seja mediado ativação de estruturas do sistema 
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límbico que apresentaram maior ativação de proteína c-Fos, em particular no córtex cingulado 

anterior, hipocampo dorsal e na amígdala. Ainda, pelo menos em parte, esse efeito poderia ser 

explicado pelo fator de neuroproteção do CBD (Campos et al., 2016). De acordo com estudo de 

Campo et al. (2016) o CBD altera a plasticidade sináptica e facilita a neurogênese, embora os 

mecanismos desses efeitos ainda não estejam completamente esclarecidos. 

Considerando o BDNF, estudos mostram que esta neurotrofina medeia várias ações 

adaptativas, além de atuar como neuromodulador. Nossos resultados mostraram padrões distintos da 

expressão de BDNF nas condições avaliadas. Coderre e Melzack (1987) sugerem que a dor 

crônica é como um “traço de memória”, e tem sido estabelecido na literatura que o BDNF está 

associado ao desenvolvimento da dor crônica (Garraway e Huie, 2016). De fato, vários estudos 

mostraram níveis elevados de BDNF em neurônios sensoriais, e no corno dorsal em uma variedade 

de modelos de dor crônica neuropática (Fukuoka et al., 2001; Há et al., 2001; Miletic e Miletic, 

2002; Yajima et al., 2002; Yajima et al., 2005). Ainda, há um consenso de que o BDNF 

normalmente pode promover ações pró-nociceptivas, em particular na facilitação e hiperalgesia, 

alterando, portanto, a excitabilidade neuronal na mediação de comportamentos de dor (Mannion et 

al., 1999; Shu et al., 1999; Groth e Aanonsen, 2002; Cao et al., 2012). Interpretado como um 

efeito de superexpressão e sinalização de BDNF (Garraway e Huie, 2016), nos presentes 

resultados observamos um padrão em determinados grupos (linhagens CBC e CAC no HD; 

linhagem CTL no HV; linhagens CBC e CAC no ACC) que quando em condição de dor 

neuropática apresentaram níveis elevados de BDNF, e serem tratados com CBD esses níveis foram 

reduzidos. 

Por outro lado, quando avaliado o nível basal das linhagens nesse protoloco sem o teste de 

CMC e na condição SHAM, a linhagem CBC apresentou menor expressão de BDNF no HD (Figura 

21), enquanto que, CAC apresentou menor expressão de BDNF na AMG. (Figura 21). Esses baixos 

níveis de BDNF foram revertidos pelo tratamento com CBD. Destaca-se que o hipocampo dorsal 

(HD) é reconhecido por ser uma estrutura essencial na consolidação da memória e na 
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aprendizagem, e não só ele, como também a AMG, são estruturas reconhecidamente importantes 

para a modulação das emoções, em particular do medo e da ansiedade. 

No segundo protocolo, observa-se redução dos níveis basais de BDNF nas linhagens CBC e 

CAC quando comparados ao CTL (Figura 21A), na condição SHAM+VEI. Esse resultado foi 

revertido no grupo CAC+SHAM quando tratado com CBD. Esse resultado corrobora com o achado 

de um estudo anterior das linhagens Cariocas nas gerações 9, 13 e 14, onde os ratos CAC 

apresentaram nível mais baixo de BDNF na área hipocampal (Dias et al., 2014). No nosso atual 

estudo, foi possível distinguir que essa diferença ocorreu no HD, mas não no HV. Ainda, a 

linhagem CTL apresentou baixo nível de BDNF na condição de dor persistente (grupo 

CTL+CCI+VEI), o que diferiu desse mesmo grupo quando no protocolo 1, sem o teste de CMC. 

Estes dados sugerem que a comorbidade causada pela aprendizagem aversiva do condicionamento 

ao medo contextual (CMC) associada a condição de dor neuropática (CCI) reduziram o nível de 

BDNF nos animais CTL dessa linhagem no HD. Contudo, o tratamento com CBD novamente 

reverteu esse resultado. Portanto, tanto no protocolo 1 quanto no protocolo 2, além dos múltiplos 

efeitos conhecidos do CBD, ele também pode ser visto como regulador dos níveis de BDNF em 

determinadas estruturas escefálicas na dor persistente e/ou com quadro de ansiedade generalizada. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo corroboram com as perspectivas de que tratamento do 

CBD apresenta efeitos analgésicos e ansiolíticos em modelo de dor neuropática, em particular em 

quadros de ansiedade patológica. O presente estudo reforça a informação de que o CBD promove 

efeito anti-alodínico na dor persistente. Assim, foi mostrado que a administração sistêmica de CBD 

modulou a hipersensibilidade dolorosa desses animais quando submetidos a protocolo de dor 

neuropática. Adicionalmente observou-se que o CBD reduz a qualidade aversiva da dor nas 

linhagens CBC, CTL e CAC quando comparados com seus respectivos grupos controle. Assim 

como também, foi observado o efeito ansiolítico nas linhagens Cariocas, nos grupos SHAM em que 

não estão em comorbidade com a dor crônica. O mesmo ocorreu nos animais CBC e CTL com CCI, 

mas não em comorbidade (CAC+CCI). 

Nos grupos da linhagem CAC, com comorbidade a dor neuropática, o tratamento com CBD 

não apresentou eficácia adequada anter o nível de ansiedade quando avaliado no teste 

correspondente a sua fenotipagem (condicionamento ao medo contextual). Considerando a 

expressão de BDNF, um marcador de neuroplasticidade, o tratamento com CBD é um possível 

modulador desta neurotrofina em determinadas estruturas escefálicas na dor persistente e/ou em 

quadro de ansiedade generalizada. 
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