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RESUMO

Estudos epidemiol6gicos mostraram que o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e a
dor cronica sdo doengas altamente prevalentes e debilitantes. Concomitante a estes estudos,
pacientes com TAG apresentam alta suscetibilidade de apresentarem quadros de dor cronica. Neste
cenario, é crescente a incidéncia de estudos acerca dos mecanismos neurobiol6gicos responséveis
por esta relacdo entre dor e ansiedade. Apesar de serem sistemas independentes, existe sobreposicdo
dos substratos neurais correspondentes a ansiedade e a dor, dentre eles: o hipocampo, a amigdala, o
cortex cingulado anterior . Além disso, estudos sugerem que nesta interacdo ocorra significativa
acdo da neuroplasticidade. Contudo, os mecanismos neurobioldgicos responsaveis por esta acéo
ainda ndo sdo bem conhecidos.

Um meio valido de se estudar estes mecanismos se d& através do uso de modelos animais,
atraves da pesquisa pré-clinica. Para investigar processos da neuroplasticidade na modulacéo
nociceptiva, o sistema canabindide atua modulando aspectos sensoriais-discriminativos e afetivos-
motivacionais da dor e também da ansiedade. Deste modo, este estudo tera como objetivo avaliar
possiveis interacbes da dor cronica neuropatica 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 sistémico crénico com canabidiol (CBD) neste protocolo
experimental de comorbidade. Para tal, foram realizados dois protocolos, o primeiro teve como
principal objetivo avaliar a dor crénica 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 sensorio-discriminativos
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(teste de von Frey, acetona e placa quente) antes da lesdo por constricdo crénica do nervo isquiatico
(CCI) ou ndo (SHAM) e nos dias 13 e 23 apos a cirurgia. O tratamento cronico com CBD (5 mg/kg
diarios) foi utilizado por dez dias, iniciando-se no 14° dia de pds-operatorio. O teste de campo
aberto do dia 22 também avaliou a locomogéo e o comportamento do tipo ansioso. No primeiro, foi
realizado o teste de paradigma de fuga/esquiva ao local (PEAP) no 242 dia. E no protocolo 2, os
animais foram condicionados ao medo contextual (CMC) antes da CCl, e apds o tratamento crénico
com CBD avaliados no reteste de medo condicionado (RMC). No primeiro estudo, o tratamento
com CBD teve um efeito anti-alodinico no limiar mecénico e térmico em todas as linhagens; porém
esses efeitos foram menores nas linhagens CAC e CBC. Considerando a avaliacdo emocional,
observamos um efeito ansiolitico em CTL+CCIl e CAC+CCI ap6s 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 recuperacao do efeito anti-alodinico 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 0s grupos experimentais, com exce¢do do
grupo CAC+CCI.

Na analise bioquimica, quando avaliada a expressdo do fator neurotrofico do cérebro
(BDNF), no protocolo 1 observamos que os ratos CBC e CAC com CCI tratados com CBD
mostraram aumento do nivel de BDNF no hipocampo dorsal (HD) e o tratamento com CBD
reverteu essa condicdo. O mesmo ocorreu em CTL quando no hipocampo ventral (HV) e em CAC
n cértex cingulado anterior (ACC). O tratamento com CBD reverteu diferencas nos niveis basais
das linhagens, como visto na amigdala (AMG). Enquanto que no protocolo 2, observamos uma
condicdo de reducdo dos niveis de BDNF nas linhagens de extremos de ansiedade na estrutura do
HD, o mesmo nédo ocorre em CTL. Ainda, nos ratos CTL+CCI tratados com CBD apresentraram
reducdo da expressdo de BDNF, e ratos CAC+SHAM tratados com CBD mostraram aumento nos

niveis de BDNF. Na estrutura do HV nao foi observado diferencas. Esses resultados sugerem que 0s
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efeitos mecénicos anti-alodinicos e emocionais do CBD podem depender do nivel de ansiedade,

assim como também seus niveis de BDNF nas estruturas analisadas.

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

congelamento; comorbidade.
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MacédoSouza, 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.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Transtorno de ansiedade generalizada e Dor crénica neuropatica

Estudos epidemiologicos indicam que o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e a dor
cronica sdo doencas altamente prevalentes e debilitantes no mundo (Rice et al., 2016;
Steingrimsdottir et al., 2017; Tyrer e Baldwin, 2006). O TAG é caracterizado principalmente por
estado persistente e excessivo de preocupacdo (World Health Organization, 2017), enquanto que a
dor cronica é marcada por classes de dor que persistem ou se repetem apos fase de recuperacéo de
uma lesdo (Merskey e Bogduk, 1986). Concomitante a esta prevaléncia, a dor crdnica ou
persistente € relacionada com diversas desordens psiquiatricas (Leite-Almeida et al., 2015). Além
disso, varios estudos demonstram que dentre os transtornos de ansiedade, os pacientes acometidos
com TAG sdo os mais suscetiveis a desenvolver dor crénica (Bandelow, 2015; Gureje, 2008).
Neste cenario de comorbidade, é crescente a incidéncia de estudos na literatura acerca dos
mecanismos neurobioldgicos responsaveis pelo desencadeamento dos processos desta relacdo entre
dor e na ansiedade (Asmundson et al., 2009; Etkin, 2012; Bradford et al., 2015). Contudo,
estudos demonstram que 0s sistemas correspondentes a estes processos sdo independentes e
possuem diferentes aspectos psicofisioldgicos (Branddo, 2019), mantendo-se ainda pouco
conhecida esta interacéo.

Considerando a teoria evolutiva (Darwin, 1897; 2014), um meio de se estudar estes
mecanismos se da pelo uso de modelos animais. Pesquisas com modelos animais sdo 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 repertério comportamental de defesa
desencadeado nas situacdes de ameaca como fator preditivo do medo/ansiedade. Isto porque, a
capacidade de adaptacdo ao meio envolve respostas de luta e fuga importantes para assegurar a
sobrevivéncia das espécies. Portanto, medo e ansiedade sdo conceitos que se sobrepdem, sendo o

primeiro interpretado como ‘“perigo real” ao passo que o segundo ¢ 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 excitacdo de
Yerkes-Dodson (Yerkes e Dodson, 1908) existe relacdo entre a quantidade ideal de
medo/ansiedade para se desempenhar determinada tarefa, seja ela de alta, média ou baixa
dificuldade. Esta quantidade ideal esta diretamente relacionada ao bom desempenho (performance).

Por outro lado, se a quantidade de ansiedade depositada na atividade for inadequada havera
prejuizo na execucdo. Entende-se que a ansiedade é importante para a realizagdo das atividades
rotineiras, e sua desregulacdo fisiologica e comportamental pode se tornar patoldgica, sendo
disfuncional ao sujeito (Cruz e Landeira-Fernandez, 2012). Além disso, em um estudo de
condicionamento de medo (Fansellow, 1980), a intensidade do estimulo aversivo (ameaca,
geralmente um choque nas patas, sendo este um estimulo nociceptivo) modulou a forca da resposta
condicionada ao medo durante a aprendizagem aversiva, sendo este considerado Como um processo
associado a aquisicdo da memdria do medo/ansiedade.

O conceito de dor apresentar complexa defini¢do. De acordo com a Associacao Internacional
para o Estudo da Dor (IASP), a dor pode ser descrita com “‘uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada, ou semelhante a aquela associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial”
mo” (Raja et al.,, 2020). A sensibilidade dolorosa possui dois componentes, o perceptivo-
discriminativo e o aversivo-cognitivo-motivacional (Brand&o, 2019). O primeiro é discriminavel,
refere-se a sensibilidade dolorosa (Leite-Almeida et al., 2015). E o segundo, compreende desde a
acdo reflexa até as respostas emocionais complexas associadas a luta e fuga do estimulo ameacador
(Brandao, 2019).

Com relacdo aos mecanismos fisiolégicos de percepcdo da dor, esta sensibilidade
somatovisceral € percebida na periferia por meio de receptores especializados (0s nociceptores), 0s
quais por meio das vias ascendentes transmitem 0s sinais nociceptivos para areas do sistema
nervoso central (SNC) responsaveis pelo processamento e modulacdo deste estimulo, respondem a

sinais fisicos (estimulos mecénicos e térmicos) e substancias quimicas, sendo traduzidos através dos
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nociceptores (receptores de alto limiar, para estimulos mecénicos, térmicos ou polimodais — que
incluem estimulos mecénicos, térmicos e quimicos). Estes sdao conduzidos por fibras mielinizadas
finas (Ad) ou desmielinizadas (fibras C). As fibras (Ad) conduzem sensagdes dolorosas agudas,
rapidas e bem localizadas, ao passo que as fibras C séo de conducdo mais lenta, e estdo associadas
com um tipo de dor mais tardia e difusa (Caterina e Julius, 2001).

As informagfes dolorosas nas vias ascendentes nociceptivas sdo constituidas por distintos
tratos, sendo eles: espinotaldamico, espinorreticular, espinomesencefalico, via pos-sinaptica da
coluna dorsal, espinocervical, sistema trigeminal e sistema proprioespinal. O principal trato
ascendente é o espinotalamico (Millan, 2002), o qual se localiza anterolateralmente na substancia
branca da medula espinal e projeta as suas fibras para o tdlamo, formacdo reticular, nicleo magno
do rafe e substéncia cinzenta periaquedutal. O trato espinotalamico, pode dividir-se em: (i) trato
ascendente lateral (neoespinotalamico), filogeneticamente mais novo, de conducdo rapida,
responsavel pela dor cutanea superficial, ou seja, pelos aspetos discriminativos da dor; e (ii) trato
ascendente medial (paleoespinotalamico), filogeneticamente mais antigo, de conducgéo lenta, dificil
de localizar, associado aos aspectos autondémicos e emocionais desagradaveis da dor. Além disso
algumas fibras espinotalamicas também projetarem-se na substancia cinzenta periaquedutal
constituindo importante ligacdo entre as vias ascendentes e descendentes (Millan, 1999).

A partir de seus mecanismos bioldgicos, a dor pode ser classificada em nociceptiva
(fisiologica), neuropatica (lesdo no sistema nervoso central ou periférico), e dor psicogénica (fatores
psicolégicos prevalecem na génese da dor), como ocorre nos quadros de dor associados a ansiedade
generalizada e a depressdo (Brandao, 2019). Deste modo, o sistema fisiologico da dor também esta
associado a mecanismos encefalicos de controle da dor, e aspectos psicolégicos podem influenciam
as respostas nociceptivas.

Analogamente a este aspecto, estudos sugerem que reacdes defensivas desencadeadas no
medo/ansiedade relacionam-se com processamentos de dor. Dentre estes estudos, Roeska et al.

(2009), utilizando modelo de dor neuropatica periférica em ratos, mostrou aumento de
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comportamentos do tipo ansioso no labirinto em cruz elevado (sigla do inglés, EPM), teste classico
de ansiedade. Assim como demonstram que o0 uso de benzodiazepinicos pode reduzir a ansiedade
causada pela dor neuropatica, sem ter efeito analgésico. Do mesmo modo que uma droga opidide
pode causar analgesia, sem estar associada efeito ansiolitico. Estes resultados corroboram com a
hipotese de que os substratos neurais destes sistemas sdo distintos, entretanto outros estudos
indicam sobreposicdo consideravel entre os substratos neurais que subservem medo/ansiedade e dor
(Brandao, 2019). Esta hipétese foi sugerida pelo modelo perceptivo-defensivo-recuperativo de
Bolles e Fansellow (1980). Este modelo retrata que durante a aprendizagem aversiva o estimulo é
detectado, codificado e memorizado (fase perceptiva). Como consequencia, 0 medo intenso leva a
reducdo da sensibilidade dolorosa, ou seja, o sistema analgésico inibe a dor para responder
defensivamente (fase defensiva) e os comportamentos recuperativos tém a finalidade de tratar a
injuria (fase recuperativa). Dentro desta perspectiva, considerando a dor cronica, a qual persisti
mesmo apds a fase de recuperacdo, esta pode ser acompanhada de efeito ansiogénico (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 psicofarmacolégicos estdo sendo realizados nas ultimas décadas para a busca de
tratamentos mais assertivos, eficazes e potentes nos transtornos de ansiedade associados a dor

cronica.

1.2.  Estruturas neurais do medo/ansiedade e da dor

Neste contexto, as vias da dor correspondem a um sistema sensorial complexo com
influéncias cognitivas, emocionais e comportamentais. McCarberg e Peppin (2019) sugerem que a
cronificacdo da dor pode ser conceituada como plasticidade induzida pela atividade do circuito
limbico-cortical, e que pode ser vista como a persisténcia da memoria da dor, assim como também,

a incapacidade de extinguir tais memorias dolorosas. Esta rede sucederia na reorganizacdo do
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neocortex. Em vista disso, no estudo citado, a rede limbico-cortical é responsavel pela fungédo de
determinar se os sinais nociceptivos séo transitérios ou crénicos. Por conseguinte, a dor cronica €
associada a memoria aversiva envolvendo diferentes estruturas deste sistema na experiéncia 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 responsavel pela mediacdo do impulso
aversivo (Ploghaus, 2001); a amigdala responséavel pela antecipacdo da dor e pela expressdo
qualitativa de medo na percepcdo de potenciais ameacas (LeDoux, 2012); a insula, estaria
correlacionada com estados emocionais, sensoriais e cognitivos, sendo ativada também na empatia
(Singer et al., 2004); o cortex cingulado anterior (sigla do inglés, ACC) que esta associado a
dimensdo de sensibilidade e a desagradabilidade correspondente dos estimulos nocivos (Vogt,
2005); o cortex pré-frontal modula as reacdes a dor (Wiech et al., 2008); a substancia cinzenta
periaquedutal (sigla do inglés, PAG) seria sitio de ambos sistemas (nociceptivo e emocional), sendo
uma estrutura importante na modulagéo da dor (Brandéo, 2019).

Considerando as estruturas que compde o sistema de percepcdo e modulacdo da dor, e em
particular o hipocampo, estudos prévios mostraram que a neurogénese desta estrutura esta
relacionada com a modulacdo de ansiedade (Dias et al., 2014), e da dor persistente (Apkarian et
al., 2016); entretanto estes mecanismos ainda ndo séo totalmente esclarecidos (Zheng et al., 2016).
McCarberg e Peppin (2019) apontam sobreposicdo anatdmica e fisiologica entre dor, aprendizado e
memaria na plasticidade do sistema nervoso consoante a estes processos, principalmente nas areas
associadas ao hipocampo e a amigdala.

Para além destes substratos neurais, outros parecem ser relevantes nesta interacdo. O ACC que
desempenha papel importante na modulacdo de dor emocional, também possui conec¢bes com a
amigdala, o que sugere seu envolvimento no processo de medo/ansiedade desencadeados em

experiéncias dolorosas (Flonta et al., 2017). Assim como, a PAG e o nlcleo accumbens também
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estdo envolvidos no controle na dor cronica (Mills et al., 2017). N&o obstante, apesar da
neurogénese na formacdo hipocampal ter destaque nestes estudos, ainda carecem pesquisas com
abordagens farmacoldgicas, fisicas e/ou psicoldgicas que investiguem a neurogénese no sistema

limbico, em vista da quantidade de regides envolvidas na modulacdo 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 a
ansiedade. De tal forma que, estes modelos genéticos, normalmente compostos de duas linhagens
contrastantes, podem ser originados a partir de: (a) caracteristicas que se diferenciaram
aleatoriamente por cruzamentos independentes realizados em diferentes populagcdes ou linhagens;
ou (b) a partir de uma selecdo genética bidirecional planejada sobre uma caracteristica especifica
(Trullas e Skolnick, 1993). A criacédo seletiva bidirecional de uma resposta defensiva ou qualquer
outra caracteristica fenotipica representa uma técnica da qual os animais sdo criados com o objetivo
de modificar determinada frequéncia génica, que estdo subjacentes a um fenotipo em particular.

Portanto, o cruzamento de animais de certa populacdo, com base nos extremos opostos de
uma caracteristica observavel, ird propiciar este fendtipo particular em direces opostas apos
diversas geracdes, propagando a criagdo de duas linhagens contrastantes (Trullas e Skolnick, 1993;
Rex et al., 1996; lzidio et al., 2005). Os modelos animais de ansiedade, baseados no experimento
realizado com a manipulacdo da varidvel independente da inducdo 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 estimulo especifico/discreto”. Neste sistema motivacional de
defesa, a ativacdo pode acontecer por duas maneiras: estimulos naturalmente ameacadores

(estimulos incondicionados), que sdo reconhecidos de maneira inata por todos os individuos de uma
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determinada espécie, através do processo de evolugédo filogenético; e estimulos 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 estio
responsaveis por detectar, organizar e expressar um conjunto de reacdes de defesa. Tal carater
filogenético dos circuitos € o responsavel por possibilitar que estes sejam investigados de forma
experimental em diversas espécies animais. Com o objetivo de estudar a ansiedade patoldgica foi
desenvolvido na Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-RIO), Brasil, um modelo
experimental genético para extremos de ansiedade gerando os roedores chamados de Cariocas. Este
laborat6rio vem ao longo de 17 anos desenvolvendo a selecdo fenotipica 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 fémeas Wistar entre os animais que
apresentavam maior e menor frequéncia da resposta comportamental de congelamento
condicionado ao contexto da camara experimental (Insight; Ribeirdo Preto, SP, Brasil), onde o0s
animais foram expostos a trés choques elétricos ndo sinalizados no dia anterior sofrendo a
associacdo do estimulo aversivo aos estimulos contextuais. A partir deste protocolo basico, foram
criados através de uma selecdo bidirecional de extremos de ansiedade os ratos Cariocas de Alto
Congelamento (CAC) e de Baixo Congelamento (CBC). Assim como também foram selecionados
animais atraves de cruzamentos aleatorios desta CEPA, os animais controles (CTL). Gomes e
Landeira-Fernandez (2008) encontraram apds trés geracdes, diferencas presentes entre as duas
linhagens (CAC e CBC), indicando a potente forca de influéncia da heranca genética nesta classe de
aprendizagem.

De acordo com Darwin (1972), perante a uma situa¢ao de ameaca “o homem amedrontado
primeiro fica como uma estatua imovel e sem folego [...]” (traducdo nossa, p. 290). Esta frase

remete a observacdo de Darwin sobre o comportamento de congelamento. Este é um dos
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comportamentos do repertdrio defensivo, amplamento estudado na literatura e é caracterizado pela
imobilidade corporal com excecdo dos movimentos respiratorios acompanhado de respostas
fisioldgicas como: piloerecdo, exoftalmia, aumento dos batimentos cardiacos, entre outros
(Fansellow, 1980).

Fazendo uso da selecdo deste comportamento defensivo através da técnica de aprendizagem
ao medo condicionado na criacdo destes animais, encontrou-se uma série de evidéncias indicando
esta selecdo de extremos de ansiedade como um modelo valido e confidvel para estudo do
Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG), tendo como base 0s aspectos polimodal do
condicionamento de medo ao contexto. O condicionamento se da por trés fases: habituacdo, treino e
teste. Sendo as duas primeiras realizadas no primeiro dia e 24h apés realizado o teste.

Ainda, sabe-se que os diferentes tipos de comportamento defensivo podem estar associados ao
nivel de intensidade e distancia do estimulo aversivo (Blanchard e Blanchard, 1988), e nesse
aspecto o condicionamento de medo ao estimulo discreto e contextual sdo 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 estd anélise do medo condicionado, existem
duas circuitarias subjacentes, sendo o hipocampo uma estrutura essencial para a aquisicdo do medo
contextual, enquanto que para o medo de estimulo discreto estudos demonstraram que o
envolvimento do hipocampo pode néo ser critico (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 0 modelo animal dos
Cariocas, uma série de estudos vem confirmando suas caracteristicas de um modelo animal de TAG
(Wiech et al., 2008) no qual pode ser estudado efeitos de psicofarmécos (Daniele et al., 2020;
Lages et al., 2023), drogas em potencial terapéutico e as possiveis comorbidades (Galvao et al.,
2011; Bezerra-Karounis et al., 2020; Macédo-Souza et al., 2020) inerentes desta condi¢do. Como
neste atual estudo, investigamos a comorbidade com o modelo de dor crénica neuropatica e 0s

efeitos de uma droga de potencial terapéutico.
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14. Expresséo de BDNF nos Cariocas de alto e baixo congelamento

Um estudo realizado nos ratos Cariocas (Dias et al., 2009) investigou a atuagdo de
biomarcadores hipocampais na aprendizagem de medo condicionado ao contexto e revelou que o
hipocampo da linhagem CAC apresenta uma menor expressdo do fator neurotréfico derivado do
cerebro (sigla do inglés, BDNF) “proBDNF”, resultando na alta retencdo de memdria de medo e
ansiedade.

O BDNF é uma proteina enddgena responsavel por regular a sobrevivéncia neuronal e a
plasticidade sinaptica do sistema nervoso periférico e central, seu aumento esta relacionado com a
aprendizagem e memoria. Nesse paradigma, Dias et al. (2009) apresentaram esta forte relacédo entre
0 BDNF e a modulacéo da ansiedade, descrevendo que a aquisi¢do contextual requer certa producéo
de BDNF maturado (sigla do inglés, mBDNF). Além disso, Revest et al. (2009) também afirmaram
que a neurogénese hipocampal adulta estd envolvida no aumento de comportamentos do tipo
ansioso, estando associada a regulacdo de estados afetivos. Portanto, a expressao de BDNF modula
muitas funcbes fisiologicas, englobando sinaptogénes, neurogénese, e atividades dependentes de

plasticidade (Botterill et al., 2015).

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

Dentre os sistemas neuroquimicos envolvidos na modulagédo da ansiedade e da dor, o sistema
canabindide é um importante sistema enddgeno que participa da circuitaria da sensibilidade
dolorosa, atuando simultaneamente ao sistema opioide, e desempenhando papéis essenciais no
desenvolvimento e resolucdo dos estados da dor, bem como nos seus aspectos afetivos e cognitivos.
Campos et al. (2016) aponta estas diferentes caracteristicas do canabidiol (CBD), tal como a
neuroprotecdo e a neurogénese, 0 que pode resultar em reducdo de danos neurais decorrente de

respostas inflamatorias, por exemplo. Além disso, 0s canabindides enddgenos (CB) distribuem-se
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pelo sistema nervoso central e periférico, modulando diversos processos comportamentais,
englobando cognicdo, emocao, processamento sensorial e nocicepgdo (Matsuda et al., 1990).

Historicamente, o sistema canabinoide foi investigado a partir da analise dos efeitos da
Cannabis sativa em alvos especificos no sistema nervoso. Somente com o desenvolvimento
tecnologico alcancado a partir da década de 1940 foi possivel o isolamento dos compostos. Nas
décadas seguintes suas estruturas quimicas foram clarificadas, e atualmente sabe-se que a Cannabis
contém mais de 400 substancias, dentre as quais podemos destacar os fitocanabindides, como o
canabidiol (CBD) e o 8-9-tetrahidrocanabinol (THC) (Turner et al., 1980). O THC ¢ o principal
composto responsavel pelos efeitos psicotomiméticos da Cannabis (efeitos mentais e psiquicos
semelhantes ou associados a estados psicoticos, envolvendo modificacbes na percepcéo,
pensamento, humor e na sensagdo subjetiva da consciéncia, entre outros), sendo sua estrutura
quimica 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 quimica elucidada a partir da
década de 60 (Matsuda et al., 1990). Ademais, as proporc¢des destas duas moléculas no preparo da
Cannabis, assim como também de seus 6leos e extratos essenciais podem alterar os seus efeitos.
Deste modo, diferentes fontes e preparacdes da planta podem apresentar efeitos fisioldgicos,
farmacologicos, e psicoldgicos bem variaveis (Cook et al., 2015). E importante destacar que o CBD
€ um constituinte que ndo possui os efeitos psicotomiméticos do THC, e possui propriedades
terapéuticas que desencadeiam efeitos multiplos e potentes em distdrbios neuropsiquiatricos, com
diversas agdes 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
antipsicoticos (Zuardi et al., 1991), hipnoéticos e sedativos (Carlini e Cunha, 2013; Monti, 2004;
Pickens, 2012), antioxidantes, antiinflamatérios (Campos et al., 2016), além de apresentar baixa

toxicidade e alta tolerabilidade na auséncia de efeitos psicotomiméticos (Carlini e Cunha, 2013;
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Bergamaschi et al., 2011). Nesse sentido, 0 CBD € visto como possivel estratégia terapéutica para
o tratamento de doencas inflamatorias persistentes (Carrier et al., 2006), da dor neuropatica (Costa
et al., 2007) e dos disturbios da ansiedade (Blessing et al., 2015; Premoli et al., 2019). Além disso,
os efeitos ansioliticos do CBD ja foram demonstrados tanto em estudos pré clinicos (em modelos
animais) (Campo et al., 2013; Alves et al., 2010; Guimaraes et al., 1990), quanto em humanos
com transtorno de ansiedade social (Bergamaschi et al., 2011). De fato, revisdo de Campos
(Campos et al., 2016) indicou que o CBD esta associado a diversas atividades, dentre elas a
neurogénese no sistema nervoso central (SNC).

Em relagdo ao seu mecanismo de acdo, O CBD atua no sistema endocanabindide, com
afinidade a receptores do tipo CB1 e CB2, bem como no sistema endovanil6ide, atuando via
receptor vaniléide de potencial transitorio tipo 1 (sigla em inglés, TRPV1) (Maccarrone et al.,
2016). Estudos sugerem que estes receptores TRPV1 participam da modulagdo do comportamento
emocional e da sensibilidade dolorosa em regibes encefalicas (Cristino et al, 2006; Mezey et al.,
2000). Considerando os diferentes receptores de potencial transitorio (transient receptor potencial,
sigla em inglés, TRP), o TRPV1 desempenha papel crucial na integracdo, e na deteccdo de
estimulos quimicos e térmicos nociceptivos (Caterina et al., 2000). Além disso, outro estudo
indicou que lesdes neuropaticas especificas, e doencas inflamatorias persistentes levam ao aumento
da expressdo de receptores TRPV1 na medula espinal, fato que colabora para a sensibilizagdo dos
neurdnios aferentes primarios, e contribui com o desenvolvimento de hiperalgesia e alodinia
(Hudson et al., 2001). Desta forma, estes receptores tem sido considerados alvo terapéutico
importante no tratamento da dor, uma vez que: (i) seus agonistas, como a capsaicina, causam
dessensibilizacdo dos receptores, promovendo alivio da dor em estudos pré-clinicos; e (ii) seus
antagonistas reduzem os comportamentos relacionados a dor em modelos animais de inflamacéo
associada a osteoartrite, cancer ou a dor pds-operatoria (Gunthorpe e Chizh, 2009).

Considerando as condicbes de dor persistente, estes quadros sdo frequentemente

acompanhados de desordens emocionais e cognitivas, como por exempo 0 aumento da ansiedade.
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Essas mudancas disfuncionais ou inadaptadas nos circuitos aversivos/motivacionais provavelmente
contribuem para os desafios do tratamento da dor crénica. As abordagens experimentais e méetodos
utilizados para medir a dimensdo afetiva da dor ainda sdo escassas (Genaro et al., 2017). Uma
compreensdo mais profunda da base neural da nocicepcéo e seu componente aversivo na ansiedade
patoldgica ndo s6 pode ampliar nosso estudo sobre a dor, mas também abrir novas abordagens para
0 manejo de estados comorbidos de dor aguda e cronica neuropatica em grupos de uma populacao
com ansiedade patoldgica, 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 crénica,
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 avaliacdo da
motricidade e ansiedade foi utilizado o teste de campo aberto, e para avaliar a ansiedade associada a
selecdo fenotipica deste modelo animal foi realizado o teste do condicionamento de medo
contextual (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). Com o objetivo de investigar de forma
exploratéria a acdo do BDNF nesse quadro de comorbidade, foram dissecadas e quantificado o
BDNF em diferentes areas encefélicas, pela técnica de western blotting. Dentre essas, 0 hipocampo
(dorsal e ventral), amigdala, cortex cingulado anterior e substancia cinzenta periaquedutal.
Considerando a necessidade de buscarmos alternativas terapéuticas para o tratamento da dor
crénica em individuos com distintos quadros de ansiedade, hipotetizamos neste estudo que o
tratamento cronico sistémico com CBD pode atuar de forma distinta promovendo analgesia e efeito
ansiolitico em modelo animal de TAG (Cariocas Alto e Baixo Congelamento) submetido a
neuropatia periférica. Adicionalmente, hipotetizamos que a acdo do CBD pode estar associada com
o nivel de BDNF em estruturas encefalicas responsaveis pela modulacdo dos estados emocionais e

da dor.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar se o tratamento sistémico com CBD é capaz de reduzir a
alodinia, hiperalgesia e ansiedade em modelo de dor cronica nas Linhagens dos Cariocas (modelo
de TAG) de alto (CAC) e baixo congelamento (CBC). Em particular, avaliamos se a administragao
de CBD altera de maneira especifica a resposta comportamental frente a estimulos nocivos agudos
(térmicos e mecanico), ou seja, do componente sensorial-discriminativo da dor, e/ou do componente
afetivo-motivacional (qualidade aversiva da dor), assim como do nivel de ansiedade no teste de
condicionamento ao medo contextual. Em uma segunda etapa, foi avaliado a expressdo da proteina
BDNF em areas encefalicas envolvidas na modulacdo do componente afetivo-motivacional da dor e
da ansiedade.

Desta maneira, este estudo apresenta 0s seguintes objetivos especificos:

1. Avaliar a sensibilidade mecénica 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 crénica induzida por constricdo do nervo ciatico
(CCl) e submetidos ao tratamento sistémico (por 10 dias) com CBD ou veiculo.

2. Avaliar o efeito do tratamento sistémico com CBD nas linhagens dos ratos Cariocas com
0 modelo de dor cronica (CCI) submetidos ao teste de paradigma de fuga/esquiva ao local
(qualidade aversiva da dor).

3. Avaliar o efeito do tratamento sistémico com CBD nas linhagens dos ratos Cariocas com
0 modelo de dor cronica (CCI) submetidos ao teste de condicionamento de medo contextual.

4. Avaliar se o tratamento sisttmico com CBD altera a expressdo da proteina BDNF em
ratos CAC, CBC e CTL submetidos a CCI nas seguintes estruturas: hipocampo, amigdala, cortex

cingulado anterior, substancia cinzenta periaquedutal, utilizando a técnica de western blotting.
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Considerando estes objetivos pretendemos compreender no modelo animal de ansiedade
Cariocas), quais caracteristicas estariam envolvidas na modulagdo da dor cronica relacionados com

a neurogénese causada pelo CBD nas areas encefalicas abordadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Animais e condicBes experimentais

Neste estudo foram utilizados 192 ratos Wistar das geragdes 34 a 38 das linhagens CBC (n = 64),
CTL (n =64) e CAC (n = 64), do Laboratério de Neurociéncia Comportamental (LANEC) da Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro (PUC — Rio) (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). Ao
desmame (21° dia p6s-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 agua e comida ad libitum. Os ratos foram transportados com
um més de idade por transporte aéreo para o biotério do Departamento de Psicologia da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeiré&o Preto.

Para controlar os efeitos da ninhada, os ratos foram selecionados aleatoriamente de um minimo de
cinco ninhadas diferentes por linhagem e animais do grupo controle. Ap6s o periodo de habituagdo (30
dias) mantidos nas mesmas condi¢des, os ratos foram submetidos a diferentes tratamentos. No inicio dos
experimentos, os ratos tinham 8 a 10 semanas de idade, pesando + 220 g. Um observador treinado realizou
a cego a separacdo inicial, os cuidados dos grupos experimentais dos protocolos.

Todos os protocolos experimentais foram conduzidos sob normas e cuidados no uso de animais de
laboratorio, de acordo com as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal — Ministério da Ciéncia e Tecnologia, Brasil, e receberam a aprovacio do Comité de Etica para
Uso de Animais pela Universidade de S&o Paulo campus de Ribeirdo Preto (protocolo ndmero
2019.1.833.59.2). O software G*Power 3.1.7 (Desenvolvedor Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf),
e estudos anteriores (Dias et al., 2014; Apkarian et al., 2016) foram usados para determinar o tamanho
da amostra. Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e usar 0 menor
namero possivel de animais. A distribuicdo de ratos utilizada’ neste estudo estd sumarizada na Figura 1.

Os protocolos utilizados estéo apresentados nas Figuras 2 e 3.
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Figura 1: Esquema da distribuicdo dos 12 grupos utilizados neste estudo, com 8 animais cada. Primeira variavel
independente (VI): Linhagens (CAC, Cariocas de alto congelamento; CTL, Cariocas controle; CBC, Cariocas de baixo
congelamento); segunda VI é o modelo de dor neuropatica (SHAM ou CCI); a terceira VI é o tratamento de CBD ou
veiculo. Ao todo, dois protocolos foram realizados (avaliagdo da sensibilidade dolorosa e da dor aversiva; ou avaliacdo
da ansiedade). TN: testes nociceptivos (von Frey, acetona e placa quente); CA: teste do campo aberto; *Sham: cirurgia
ficticia; *CClI: constricdo do nervo ciatico; PEAP: Paradigma de fuga/esquiva ao local; CMC: condicionamento de
medo contextual. O nimero de animais em cada grupo foi estimado considerando estudos similares (Dias et al., 2014;
Apkarian et al., 2016) e a analise do poder estatistico gerado no Software G* Power 3.1.7 (Desenvolvedor Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf). Fonte: autoria propria.
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Protocolo 1
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Figura 2. Protocolo 1: testes nociceptivos (TN, von frey, placa quente e acetona); cirurgia de constricdo do nervo
ciatico (CCI); grupo controle da cirurgia de constricdo do nervo ciatico (SHAM); campo aberto (CA); paradigma de
fuga e esquiva (PEAP); western blotting (WB). Tratamento crénico com 5mg/kg de canabidiol (CBD). CAC: Cariocas
alto congelamento; CBC: Cariocas de baixo congelamento; CTL: Cariocas controle (cruzamentos aleatdrios). Fonte:

autoria propria.

Protocolo 2
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Figura 3. Protocolo 2: testes nociceptivos (TN); condicionamento de medo contextual (CMC); cirurgia de constri¢do do
nervo ciatico (CCl); teste de medo contextual (TMC); reteste de medo contextual (RMC); western blotting (WB).
Tratamento cronico com 5mg/kg de canabidiol (CBD). CAC: Cariocas alto congelamento; CBC: Cariocas de baixo
congelamento; CTL: Cariocas controle (cruzamentos aleatérios). Fonte: autoria prépria.

3.2. Constricéo crénica do nervo ciatico (CCl)

A neuropatia periferica foi induzida por meio da ligadura do nervo isquiatico 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 associacdo 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. Apos estarem anestesiados, os animais foram colocados sobre uma mesa cirdrgica,
com o0 ventre para baixo e seus membros imobilizados com o auxilio de esparadrapo. Nos membros
posteriores realizou-se tricotomia na parte interna e a desinfeccdo da area com iodopolvidina. A
incisdo de 1,5 cm foi realizada na face interna da coxa alcangando a fascia muscular de modo a
separar 0os musculos gluteos e 0 musculo biceps femoral, com exposicdo do nervo ciatico. Foi
realizada dissec¢do na altura do pequeno trocanter do fémur em um comprimento medindo em torno
de 8 mm do nervo ciatico 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 ciatico foi
transfixado em 3/4 de seu didmetro e constrito em um local separado por 2 mm de distancia
aproximadamente. Em seguida, foi recolocado no seu local de origem, os musculos liberados e a
pele suturada com fio de algoddo. Esse procedimento foi realizado no membro posterior direito
constituindo o modelo de dor neuropética induzida pela constricdo do nervo ciatico (CCI). No
grupo controle falso-operado (Sham), o nervo foi apenas exposto (Figura 4). Logo depois de
concluida a realizacdo da ligadura ou a simples exposi¢do do nervo, o tecido epitelial foi suturado

com fio de seda 2.0.

SHAM CClI

CAC,CTLeCBC CAC,CTLeCBC

Figura 4. Ratos com cirurgia sem a constricdo do nervo ciatico (SHAM) e com a constri¢do do nervo ciatico (CCI).
CAC: Cariocas alto congelamento; CBC: Cariocas de baixo congelamento; CTL: Cariocas controle (cruzamentos
aleatorios). Fonte autoria propria.
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3.3.  Avaliacdo da sensibilidade mecanica

A sensibilidade mecéanica foi avaliada por meio do teste de pressdo crescente na pata dos
animais (von Frey eletrénico), aplicado por um anestesidmetro eletrénico (Deuis et al., 2017; Wu
et al., 2008) O aparelho possui um transdutor de forca conectado a um contador digital de forga
expressa em gramas (g). No dia anterior a cirurgia de constricdo de nervo ciatico, os ratos foram
habituados a caixa-teste em que foi realizada a avaliacdo da sensibilidade mecanica por 10 min. No
primeiro dia experimental, todos os animais foram colocados na caixa-teste por 30 minutos, e foi
realizada a avaliacdo da linha de base com utilizacdo do analgesimetro digital modelo von Frey
(Insight Instrumentos, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil). O estimulo foi cessado quando o animal
produziu uma resposta de retirada ou sacudida da pata estimulada (Figura 5).

Em detalhes, para avaliacdo da sensibilidade mecénica, foi avaliado o limiar (em gramas) de
retirada de pata ap0s a aplicagdo de um estimulo mecanico, com o analgesimetro, o qual utiliza um
filamento (0,5 mm de didmetro) com aumento progressivo de forca (0 a 50 gramas em periodo de
15 segundos). O limiar foi avaliado por 3 vezes consecutivas, sendo o limiar de retirada a média em
gramas de resposta (3 avaliacfes) (Wu et al., 2008). Foram avaliadas as duas patas posteriores, ou
seja, a que passou pela constricdo do nervo ciatico e a contralateral. As sessbes teste foram
realizadas antes (basal) da cirurgia para inducdo da neuropatia periferica e apos 13 e 23 dias da
cirurgia de constri¢do do nervo ciatico. Sendo que o 23° dia representa o 10° dia de tratamento com

CBD ou veiculo.

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

Para avaliar as alteracOes da percepcgdo ao frio nas Linhagens dos Cariocas foi utilizado o
teste de instilacdo plantar de acetona (Deuis, 2017). Para esta finalidade, os animais foram mantidos
em caixas acrilicas individuais com assoalho de 5 mm? correspondente a uma rede de malha feita de
arame nao maleavel de 1 mm (Figura 6). Apos habituagao de 15 minutos, um jato de 100 uL de
acetona foi instilado na pata traseira direita do animal com uma seringa de insulina na distancia de
aproximadamente 5 mm da pata com neuropatia periférica, por entre a malha da caixa de
observagdo. Apos aplicagdo do estimulo, foi quantificado durante o periodo de 40s o ntimero de
sacudidas em resposta ao resfriamento da pele induzido pela acetona. Foi utilizado o seguinte
indice: 0 (auséncia de resposta ao estimulo); 1 (retirada da pata ou rapido movimento); 2 (repetidos
movimentos com a pata, sacudidas repetidas); 3 (movimentos repetidos da pata, sacudidas
repetidas, e lambidas). Os parametros avaliados foram considerados como os indices de resposta a
estimulo frio e 0 aumento ou redugao dos valores encontrados, em comparagdao com a medida basal,
foram interpretados como alodinia ou hipoalgesia ao frio, respectivamente. Foram realizadas 3
avaliagoes em cada sessao teste com intervalos aleatorios de 5-10 minutos entre os estimulos. Tanto
no protocolo de 1 como no 2, as sessdes teste foram realizadas antes (basal) da cirurgia para
inducdo da neuropatia periférica e apos 13, e 23 dias apés a cirurgia de constricdo do nervo ciatico,

sendo 23° dia 0 10° dia de tratamento com CBD ou veiculo.

Figura 6. Desenho do teste de acetona (avaliacdo da sensibilidade térmica ao frio). Fonte: autoria prépria.
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3.5. Avaliacéo da sensibilidade térmica ao calor

O teste da placa quente avalia 0 tempo em que 0s animais permanecem sobre uma superficie
metélica aquecida (£52°C) até reagirem ao estimulo térmico com o comportamento de levantar ou
lamber uma das patas. Inicialmente, os animais foram colocados sobre a placa aquecida e, as
respostas ao estimulo térmico (retirada ou lambida das patas traseiras), cronometradas (figura 7).
Foi adotado um tempo de corte de 20 segundos para evitar possiveis lesdes na pata do animal
devido a exposicdo ao estimulo térmico nocivo por tempo prolongado. As afericdes foram
realizadas nos tempos de 0, 15 e 30 minutos do inicio do teste. A primeira leitura-controle teve o
objetivo de adaptacdo dos animais ao ensaio. A média das 3 aferigdes foi realizada para a medida de
laténcia da sensibilidade dolorosa térmica ao calor. Tanto no protocolo 1 como no 2, as sessdes teste
foram realizadas antes (basal) da cirurgia para inducdo da neuropatia periférica e apés 13, e 23 dias
da realizacdo da cirurgia de constri¢cdo do nervo ciatico, sendo 23° dia 0 10° dia de tratamento com

CBD ou veiculo.

I i)

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

3.6. Tratamento com canabidiol (CBD)

Para o tratamento com CBD (99,9% de pureza; STI Pharmaceutics, Brentwood, UK), o
farmaco foi diluido em solucdo veiculo (98% salina a 0,015M e 2% Tween 80) e administrado no
volume de 1 ml/kg pela via intraperitoneal (i.p.) a partir do 14° dia ap6s a realizacdo da cirurgia de

constri¢do do nervo ciatico. No protocolo 1 e no 2, os ratos foram avaliados nos testes nociceptivos
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1 h ap6s a administracdo de CBD no 23° dia. A dose utilizada foi de 5 mg/kg. Devido ao tempo de
eliminacdo e meia vida do CBD cada administracdo foi realizada por meio de uma injecéo por 10
dias, 60 minutos antes dos testes a fim de se favorecer a manutencdo do farmaco no organismo

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

3.7. Avaliacdo da atividade locomotora

Para averiguar as alteracfes comportamentais no padrdo de locomogédo, 0os animais foram
submetidos ao teste do campo aberto. O teste do campo aberto € um dos principais modelos animais
para 0 estudo do comportamento tipo ansioso, sendo capaz de detectar alteracbes no padréo
emocional e de exploracdo e ser sensivel a ansioliticos classicos (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 esta diretamente relacionado aos niveis de aversao 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 analise comportamental. Os parametros usados para avaliar o padrdo
de exploracdo do animal no campo aberto foram: a porcentagem do tempo de centro (local mais
ansiogénico), comportamentos com significados etoldgicos, rearing (comportamento de
levantamento das patas dianteiras, exploracdo vertical) e self-grooming (comportamento de auto-
limpeza, exploracdo horizontal), e o total do nimero de cruzamentos entre os quadrantes para
averiguar possiveis alteracbes no padrdo locomotor dos animais, bem como possiveis efeitos
sedativos, 0s quais podem interferir na avaliacdo dos testes nociceptivos, pois os indices de

avaliacdo dependem de respostas motoras.



Doutorado 39

Tese

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

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 inflamatoria
ou neuropética. Apés 24 dias da inducdo da neuropatia periférica (que representa o 10° dia de
tratamento com CBD), no 24° dia os ratos foram expostos a uma caixa de acrilico 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 a avaliacéo
da sensibilidade mecanica (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
aplicagdes. Como parametro avaliado foi registrado o tempo que 0s animais passaram para O
compartimento claro e o tempo no escuro. De acordo com estudo prévio (LaBuda e Fuchs, 2000)
0S animais apresentam tendéncia natural de permanecer mais tempo no compartimento escuro,
entretanto, o animal submetido a inflamacgdo tendera a evitar o compartimento escuro de escolha
natural, pois € neste compartimento que ocorre a estimulagdo aversiva. Ao término deste
experimento, os ratos foram submetidos a eutanésia por meio de anestesia (cloridrato de xilazina
2%, 30 mg/kg, e cloridrato de cetamina 10%, 225 mg/kg, via intraperitoneal seguida por dissecacéo

das areas encefalicas para quantificacdo de BDNF pela técnica de western blotting.
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Figura 9. Desenho do paradigma de fuga/esquiva ao local (PEAP). Fonte: autoria prépria.

3.9. Condicionamento ao medo contextual

O protocolo contextual de condicionamento de medo envolve sessbes de aquisi¢ao e teste,
como descrito em Gomes e Landeira-Fernandez (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). Durante a
aquisicao, ratos albinos Wistar da linhagem dos Cariocas foram colocados na camara de observagao
(Figura 10). Ap6s 8 min, trés 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 pos-choque foram
medidos. Vinte e quatro horas depois, cada animal foi colocado novamente no contexto da
aquisicdo, mas nenhum choque ou outro estimulo ocorreu. O congelamento foi registrado por 8
minutos. A fase de reteste do medo condicionado (RMC) foi adicionada, para avaliacdo posterior ao
tratamento cronico de 10 dias, sendo realizado no 24° dia do protocolo 2. Além disso, como esse
modelo animal de ansiedade foi o teste de selecdo do nivel de ansiedade desses animais, é o teste
que avaliara fidedignamente o comportamento do tipo ansioso nestes animais apds o tratamento

com CBD.
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Figura 10. Desenho do condicionamento ao medo contextual (condicionamento classico). Foi realizado o
condicionamento ao medo contextual (CMC) e 24 horas apds o teste de medo condicionado (TMC). No 24° dia
experimental do Protocolo 2 foi realizado o reteste do medo condicionado (RMC). CAC: Carioca de alto congelamento;
CBC: Carioca de baixo congelamento; CCI: constricdo do nervo ciatico; CTL: Carioca controle; SHAM: cirurgia
ficticia. Fonte: autoria prépria.

3.10. Anélise de Western Blotting

Para realizacdo desta metodologia (Figura 11) foram utilizados grupos independentes de
animais. Para a coleta do material encefalico, ap6s o término dos experimentos, os ratos foram
submetidos & eutanésia por meio de sobredose anestésica da associagdo 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 dissecacdo das areas do hipocampo dorsal e ventral, amigdala, cortex
cingulado anterior, substancia conzenta periaquedutal dorsal e ventral, nicleo accumbens, e estriado
dorsal. Os tecidos foram armazendos em freezer -80°C. Os tecidos da regido encefalica a ser
analisada foram homogeneizados em tampdo de extracdo (tampdo de lise RIPA buffer R0278; 0,5%
coquetel inibidor de protease). Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO,
EUA).

Parte das areas coletadas foram utilizadas para quantificar a expresséo da proteina BDNF. A
amostra homogeneizada foi dissolvida e sonicada por 10 segundos e centrifugada a 4°C/14.000
rpm/por 15 minutos. O sobrenadante (propor¢do para +60 pg do total de proteina) foi armazenado
em temperatura -80°C. Em sequencia foi realizada a quantificacdo total de proteinas. Os reagentes
para a etapa de quantificacdo total de proteinas das amostras foram do kit de quantificacdo (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. J& quantificadas as amostras,



Tese Doutorado 42

foram separadas em gel de SDS - poliacrilamida 10%, onde os sobrenadantes foram mantidos em
ordem e pipetados junto ao tamp&o da amostra (Laemmli Sample Buffer, Sigma) no gel que foi
acoplado ao equipamento de eletroforese da Sigma, ficando submerso em tampao de corrida durante
120 minutos. Os niveis de proteinas foram transferidos por eletroforese para membrana de
nitrocelulose por 120 minutos, no tampéo de tranferéncia, ap6s bloqueado com solugdo TBT-T +
5% de albumina bovina (BSA) e incubado durante a noite a 4°C com o anticorpo anti-BDNF
(ab226843, 1:2.000, Abcam). Apds, realizada a lavagem com TBS-T, a membrana foi incubada
durante 1h com anticorpo secundario 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
revelacdo visualizado por reagentes de quimioluminescéncia fornecidos pelo uso de Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate (WBKL 0500, Millipore Corporation, EUA) e
exposicdo em fotodocumentador (Bio-Rad, CA, EUA). A marcacdo foi removida com tampé&o
(stripping buffer) para a proxima etapa em que foi incubado overnight no anticorpo monoclonal
anti-pB-actina (sc-47778, 1:3000; Santa Cruz Biotechnology, Dallas-Texas, EUA), lavado no dia
seguinte em TBS-T e incubado em anticorpo secundario 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 prépria criada
através de itens do site de imagens BioRender.com (itens 1, 2, 3, 4). Item 5 criado no power point. (1. extracdo das
proteinas; 2. quantificacdo total das proteinas; 3. eletroforese em gel de poliacrilamida; 4. transferéncia das proteinas
para uma membrana; 5. incubacdo da membrana com anticorpo 1° e 2° (HRP) para detectar a proteina (ptn) especifica a
ser analisada através da revelagcdo e densitometria. Fonte: autoria prdpria, elaborado com algumas imagens do site
BioRender.

3.11. Andélise estatistica

Os dados estdo representados como media * erro padrdo da média (EPM). Apos analise da
normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, os resultados foram analisados por meio de
ANOVA de medidas repetidas (3 variaveis, linhagem — CBC; CTL; CAC, condicdo — SHAM ou
CCl, e tratamento farmacolégico — VEICULO ou CBD). Quando possivel, foi realizado o teste
Bonferroni para comparacdo entre 0s grupos nos testes nociceptivos, que avaliaram o limiar de
retirada da pata frente a estimulos mecanicos, quimicos e térmicos ao longo do desenvolvimento da
dor neuropatica e apds o tratamento. O resultado dos testes campo aberto e PEAP foram analisados
por meio de ANOVA de duas vias (3 varidveis, linhagem, condicdo, e tratamento farmacol6gico), e
o condicionamento ao medo contextual foi analisado por meio de ANOVA de medidas repetidas (3
variaveis, linhagem, condicdo, e tratamento farmacol6gico) comparando o nivel da medida

comportamental de congelamento nos periodos de habituacdo, teste (TMC) e reteste (RMC),
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seguido do teste de Bonferroni. O nivel de significancia esta definido em p < 0,05 para todos 0s

testes.

4. RESULTADOS

4.1. Protocolo 1

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

placa quente)

Neste protocolo experimental, foi avaliado a sensibilidade mecanica dos animais que passaram
pela inducéo de dor cronica neuropética através do teste do von Frey nos diferentes periodos apos a
cirurgia controle (SHAM) e a cirurgia de constricdo do nervo isquiatico (CCI). Os resultados obtidos
demonstram que a CCI foi capaz de promover alodinia mecéanica 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 mecanica induzida por CCI independentemente das linhagens

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

'I_'este§ Fator Linhagem Fator Condi¢do Fator Tratamento Fator Tempo Interacdo
Nociceptivos
(Linhagem x
(CBCXCTLX  qlAMXCCI)  (VEIXCBD)  (Basalx13x23%)  Condigio x
CACQC)
Tratamento)
von Fre F(4,158) = 6,409 F(zvleg) = 547,176 F(z,leg) = 312,546 F(2,168) = 657,563 F(4,163) = 2,187
y P < 0,05 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,05
Acetona F(4,158) = 1,811 F(zvleg) = 247,434 F(zvleg) = 43,275 F(zvleg) = 244,175 F(4,163) = 0,368
P > 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P > 0,0001
Placa quente F(4,153) = 5,137 F(2,168) = 17,451 F(2,168) = 10,532 F(2,168) = 29,308 F(4,163) = 0,479
q 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 nivel de

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

A analise de variancia duas vias para medidas repetidas (ANOVA) aplicada a todos os

grupos experimentais revelou no teste de von Frey diferenca significativa nos fatores linhagem,
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condicdo, tratamento, tempo e interacdo (Tabela 1). O teste post hoc de Bonferroni mostrou
diferenca significativa (p < 0,0001) no limiar mecénico no 13° dia nos grupos CCI (CCI+VEI e
CCI+CBD) em comparagdo com os respectivos grupos SHAM e os valores basais (Figura 12A-C).
O tratamento cronico com CBD reduziu a alodinia mecéanica em todas as linhagens, pois o limiar
mecanico no 23° 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 comparagdo com as respectivas linhas de base (Figura 12A-C).

Além disso, nas linhagens de baixo e alto congelamento (CBC e CAC), o limiar mecanico
em CCI+CBD foi diferente em comparacdo com SHAM+VEI e SHAM+CBD no 23° 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
mecanica na linhagem CTL, uma vez que o limiar mecéanico dos grupos CCI+CBD no 23° dia ndo
diferiu da respectiva linha de base (Figura 12A-B). Em contraste, essa reversdo foi parcial nas
linhagens CBC e CAC desde que o limiar mecéanico do grupo CCI+CBD no 23° dia diferiu da
respectiva linha de base e o limiar mecanico no 13° dia (p < 0,0001, teste de Bonferroni, Figura

12C).
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Figura 12. O tratamento cronico com canabidiol (CBD) reverte a alodinia mecénica, reduz a alodinia térmica e a
hiperalgesia induzida por lesdo por constricdo cronica do nervo isquiatico (CCIl) em Congelamento Carioca de Baixo
Condicionamento (CBC), Condicionamento de Alto Congelamento (CAC) ou Controle (CTL) ratos. A sensibilidade
mecanica foi avaliada pelo teste de von Frey (A-C); a sensibilidade térmica foi avaliada nos testes de acetona (D-F) e placa
quente (G-1). Os limiares mecanicos ou térmicos foram avaliados na linha de base (Basal), apds CCI ou cirurgia simulada
(SHAM) no dia 13 e ap6s o tratamento com CBD (5 mg/kg/dia, i.p., por dez dias, a partir do 14° dia experimental) ou
veiculo (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; ¢ 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 padrdo da média. N = 8
animais por grupo.

A andlise dos dados do teste de acetona mostrou que o tratamento com CBD reduziu
parcialmente a alodinia ao estimulo térmico ao frio independente das linhagens (Figura 12D-F). A
andlise de variancia duas vias para medidas repetidas (ANOVA) aplicada em todos 0os grupos
experimentais revelou diferenca significativa na linhagem, condicéo, tratamento e tempo (Tabela 1).
O pos-teste de Bonferroni evidenciou diferenca significativa (p < 0,0001) no escore termico ao frio
no 13° dia nos grupos CCIl em comparagdo com 0s respectivos grupos SHAM e respectivas linhas

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

linhagens, pois o escore de sensibilidade ao frio no 23° 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 comparagdo com as respectivas linhas de base (Figura
12D-F). No entanto, esse efeito foi parcial porque, no 23° 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 diferenca significativa quando comparadas com a linhagem
CTL no dia 23 ap6s a cirurgia em condicdo CCI tratada com CBD, e CAC+CCI tratada com VEI
foi diferente de CBC e CTL na mesma condigédo e tratamento (p < 0,0001, Teste de Bonferroni,
Figura 12D-F).

Os dados mostraram que o CCI reduziu a laténcia da placa quente no 13° dia independente
da linhagem (os grupos CCIl foram diferentes dos grupos SHAM em todas as linhagens), e o
tratamento com CBD recuperou a sensibilidade térmica avaliada no 23° dia experimental (Figura
4G-1). A anédlise estatistica (analise de variancia duas vias para medidas repetidas, ANOVA)
evidenciou diferenca significativa na linhagem, condicdo, tratamento e tempo (Tabela 1). Os
resultados ndo revelaram diferenca entre as linhagens e a laténcia da placa quente nos grupos CCI
no inicio e no 13° dia. Além disso, no 13° dia, a laténcia 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 laténcias basais do teste da placa
guente foram diferentes quando comparadas as laténcias no 13° e 23° dias (p < 0,05, teste de
Bonferroni, Figura 12G-I, todas as linhagens). No 23° dia nos grupos CCI que receberam
tratamento com CBD (CCI+CBD), as laténcias foram diferentes em comparacdo com as respectivas
laténcias no 13° dia e ndo diferiram das respectivas linhas de base (p < 0,05, teste de Bonferroni,
Figura 12G- 1) em todas as linhagens. No entanto, no 23° dia, na linhagem CAC, 0s grupos
SHAM+VEI e SHAM+CBD foram diferentes (p < 0,001, teste de Bonferroni) comparados com a
mesma condicdo e tratamento com as linhagens CBC e CTL (Figura 4G-1 ), e em comparagdo com

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

A avaliacdo das medidas do CA com ANOVA de duas vias foi realizada para analisar a
porcentagem de tempo no centro, 0s cruzamentos totais, porcentagem de tempo de grooming e
rearing (Figura 13). Esses resultados podem ser observados na Tabela 2. As analises foram feitas
para todos os grupos, e o CA foi realizado no dia 22 ap06s a cirurgia (SHAM e CCI). A ANOVA de
duas vias analisou porcentagem de tempo no centro, e revelou a diferenca significativa nos fatores
de linhagem, condigédo e tratamento (Tabela 2). Os resultados mostraram que o CCIl promoveu
reducdo da porcentagem de tempo no centro nos grupos CCI+VEI em comparacdo com o0s
respectivos grupos SHAM+VEI (p < 0,05, teste de Bonferroni, Figura 13A). O tratamento com
CBD reverteu a reducdo de porcentagem de tempo no centro induzido por CCI nas linhagens CTL e
CAC, uma vez que os grupos CCI+CBD eram diferentes em comparacdo 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 comparagdo com
a mesma condicao e tratamento da linhagem CAC (grupos SHAM+VEI e CCI+VEI, Figura 13B).

Além disso, na linhagem CBC, o grupo CCI+VEHI néo foi diferente de CCI1+CBD (Figura 13A).

Fator Linhagem Fator Condicéo Fator Tratamento Interacéo
cA (CBCXCTLX  (snamxco)  (vEIxcap)  (Hinhagem x Condiciox
% tempo no centro F(2;4)<:0 3(‘) éZY F(x ;4)<:o ]%,;56 F(1;4)<=0 ,3,338 F(zs4)>=0 l%),éSG
Toul decnzamentos "G00 00" B¥0om . peods.  meogs
% tempo grooming F(2§4)>:0 ’00,236 F(1I,§4)>=0 ’(()),5724 F( |§4)<:o ,%75395 F(zs4)>=0 ’20,5245
% tempo rearing F(2|§4)<:0 ;1),;154 F(I’SS)<:0,1§5'696 F(1£4)>T) ,(8,5133 F(2§4)>:0 %5754

Tabela 2. Dados da ANOVA de tr vias para analise do teste de campo aberto (CA), seguido pelo teste de Bonferroni. O
nivel de significancia considerado foi de P < 0,05 para todas as analises.

A ANOVA de duas vias analisou o nimero total de cruzamentos e revelou diferenca

significativa em linhagem, condicdo e interacdo (Tabela 2). Na condicdo SHAM, ndo houve
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diferenca entre as linhagens no tratamento VEI (p < 0,05, teste de Bonferroni, Figura 13B). Além
disso, na condicdo SHAM, o tratamento com CBD promoveu aumento no ndmero de cruzamentos
na linhagem CBC em comparacdo com SHAM+VEI na mesma linhagem (p = 0,011, teste de
Bonferroni, Figura 13B), e em comparacdo com as linhagens CTL e CAC em mesma condicéo e
tratamento (p < 0,05, teste de Bonferroni). Considerando os grupos CCI+VEI, a linhagem CBC foi
diferente em relacdo as linhagens CTL e CAC com numero maior no total de cruzamentos (p <
0,05, teste de Bonferroni).

A andlise da porcentagem do tempo de grooming revelou diferenca 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 diferenga ocorreu entre 0s
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 diferenga nos fatores
linhagem e tratamento. A linhagem CBC mostrou diferenca (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 condicéo e tratamento (Figura 13D, P <

0,05, teste de Bonferroni).
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Figura 13. O tratamento cronico com canabidiol (CBD) preveniu o efeito ansiogénico induzido pela lesdo por
constricdo cronica do nervo isquiatico (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 duracdo no centro (A), o ndmero total de cruzamentos (B), (%) de
tempo de grooming (C) e (%) de tempo de rearing (D). O CA foi realizado por 5 minutos, 22 dias ap6s lesdo por
constri¢do cronica do nervo isquiatico (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) e ap6s dez dias de tratamento com CBD
(nas doses de 5 mg/kg/dia, i.p., iniciando no 14° dia experimental) ou veiculo (VEI). a P < 0,05 para o teste de
Bonferroni comparou as linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condig&o e tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni
comparou @ mesma linhagem e condicdo, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). ¢ P < 0,05 Teste de Bonferroni
comparou & mesma linhagem e tratamento, mas condigéo diferente (SHAM ou CCI). Os dados representam média +

erro padrdo da média. N = 8 para cada grupo experimental.
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4.1.3. Avaliacao 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 neuropatica nas linhagens de Alto (CAC) e Baixo (CBC) congelamento,
assim como também nos animais controle dessa cepa (CTL). Quando o animal estd com dor cronica
induzida pela cirurgia de constricdo do nervo isquiatico (CCI), a resposta contra natural (teste de
claro/escuro) é esperada. O animal passa a preferir a cdmara clara ao em vez da escura, pois no
ambiente escuro o animal recebe uma leve pressdo na pata que estd com injdria e, portanto, com a
alodinia mecanica. Este aumento de preferéncia da permanéncia na camara 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 mecéanica e assim,
alterou a preferéncia ao local, que se manteve menor na camara clara, retomando a resposta de
preferéncia natural que é a cdmara escura (Figura 14A). A andlise da ANOVA de duas vias do

PEAP esta descrita na Tabela 3.

Fator Linhagem Fator Condicdo Fator Tratamento Interacédo
PEAP (CBC xCTLx (Linhagem x Condic&o x
CAC) (SHAM x CCI) (VEI x CBD) Tratamento)
% tempo na camara clara F(Z’g‘)<:01§’5871 F(134)==0 2?82 F(1i§4)>=0 %,5981 F(2£4)<=0%,5969

Tabela 3. Dados da ANOVA de duas vias para analise do teste de paradigma/fuga ao local (PEAP), seguido pelo teste
de Bonferroni. O nivel de significancia considerado foi de P < 0,05 para todas as analises.

A aplicacdo da ANOVA de duas vias evidencia diferenca significativa no fator linhagem,
bem como interacdo entre linhagem e tratamento (Tabela 3). Nas linhagens CTL e CAC observou-
se diferenca entre os grupos nas condicdes SHAM e CCl, o teste post hoc de Bonferroni apresentou
diferenca nessas linhagens quando nos grupos CCIl (CCI+VEI) comparado aos grupos SHAM

(SHAM+VEI). Esta diferenca ndo 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 diferenca em todas as
linhagens. Além disso, nas linhagens CTL e CAC (P < 0,05) o resultado mostrou aumento de
preferéncia na camara clara quando estavam em condicdo de dor cronica tratados com veiculo
(CCI+VEI). O teste post hoc Bonferroni também mostrou diferenca 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
diferenca, o grupo CTL+SHAM+CBD apresentou maior porcentagem de tempo na camara clara

guando comparado ao grupo CTL+SHAM VEI.
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Figura 14. O tratamento crénico com canabidiol (CBD) preveniu o efeito aversivo induzido pela lesdo por constrigdo
cronica do nervo isquiatico (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 duracdo na
camara clara nas linhagens de baixo congelamento (CBC), CTL e CAC, na condicdo de dor neuropética (CCI) ou
cirurgia simulada (SHAM) e tratamento (VEI, CBD) (A), e (%) de tempo na camara clara de todas as linhagens na
condicdo SHAM em ambos os tratamentos (VEI e CBD) (B). O PEAP foi realizado por 20 minutos, 24 dias apés lesdo
por constricdo cronica do nervo isquiatico (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) e apds os dez dias de tratamento com
CBD (nas doses de 5 mg/kg/dia, i.p., iniciando no 14° dia experimental) ou veiculo (VEI). a P < 0,05 para o teste de
Bonferroni comparou as linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condigdo e tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni
comparou a mesma linhagem e condi¢do, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). ¢ P < 0,05 Teste de Bonferroni
comparou & mesma linhagem e tratamento, mas condicdo diferente (SHAM ou CCI). Os dados representam média +
erro padrao da média. N = 8 para cada grupo experimental.
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4.1.4. Avaliacdo da expressdo dos niveis de BDNF ( Protocolo 1)

Neste protocolo foi avaliado a expressao do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
das areas hipocampo dorsal, hipocampo ventral, amigdala e cortex cingulado anterior dos ratos de
todas as linhagens (CBC, CTL e CAC) submetidos ao modelo de neuropatia periférica induzida
pela constricdo do nervo isquiatico (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM). A Figura 15 apresenta
fotografias dos géis de western blotting de animais representativos dos distintos grupos

experimentais deste estudo.
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Figura 15. Quantificagdo pela técnica do Western Blotting da proteina BDNF. Imagem final das bandas da expressao
do fator neurotréfico do cérebro (BDNF) das areas do hipocampo dorsal (HD), hipocampo ventral (HV), amigdala
(AMG), e cortex cingulado anterior (ACC). Animais representativos das diferentes linhagens Carioca de baixo
congelamento (CBC), controle (CTL) e alto congelamento (CAC), nos grupos com dor neuropatica induzida por
constri¢do do nervo isquiatico (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM), tratados com canabidiol (CBD, 5mg/kg, 1 vez ao
dia, por 10 dias tratamento iniciado no 14° dia ap6s a cirurgia) ou veiculo (VEI). A andlise foi realizada por
densiometria e quantificada em razdo da proteina beta-actina como padréo.

Nesse protocolo, foi realizado também a andlise da substancia cinzenta periaquedutal dorsal

e ventral. Contudo, o sinal da expressdo de BDNF nessas areas foi muito baixo ndo tendo sido
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possivel realizar a quantificacdo por meio da densitometria. No que concerne as areas avaliadas, 0S
resultados diferiram de acordo com a estrutura encefélica analisada. A &rea do hipocampo dorsal
mostrou diferencas entre CBC e CTL, ja a area do hipocampo ventral diferiu a linhagem CTL
quando em quadro de dor (CCI) e também em tratamento com CBD. Enquanto que, na amigdala foi
observado diferenca entre as linhagens CAC e CTL. Os resultados da aplicacdo da ANOVA de duas

vias estdo detalhados na Tabela 4.

Fator Linhagem Fator Condicao Fator Tratamento Interacéo
Western Blotting (CBCxCTLx (Linhagem x Condicé&o x
CAC) (SHAM x CClI) (VEI x CBD) Tratamento)

. F(2,48) = 0,720 F(1,43) = 0,102 F(1,4g) = 1,076 F(2,43) = 0,927
Hipocampo Dorsal (HD) P <005 P>005 P < 0,05 P> 0,05
ripocampo ventral () "G00 06 TGITRE  Meloss . prods

, F(zy43) = 3,265 F(1,43) = 0,752 F(1,4g) = 0,402 F(2,43) = 0,624
Amigdala (AMG) P <0,05 P> 0,05 P < 0,05 P <0,05
Cortex Cingulado F(z,48) = 4,555 F(1,48) =0,410 F(1,48) = 0,345 F(2,4g) =0,757

Anterior (ACC) P < 0,05 P > 0,05 P < 0,05 P> 0,05

Tabela 4. Detalhamento dos resultados da ANOVA de duas vias Estatistica da analise dos niveis da expressdo de
BDNF no hipocampo dorsal, hipocampo ventral, amigdala, e c6tex cingulado anterior das linhagens Carioca de baixo
congelamento (CBC), controle (CTL), e alto congelamento (CAC), submetidos a neuropatia periférica (constricdo do
nervo isquiatico, CCI) ou cirurgia simulada (SHAM), e tratados com canabidiol (CBD, 5mg/kg, 1 vez ao dia, por 10
dias tratamento iniciado no 14° dia apds a cirurgia), ou veiculo (VEI).

Na Figura 16 apresenta os grupos e os niveis de BDNF nas estruturas: hipocampo dorsal
(HD), hipocampo ventral (HV), amigdala (AMG), e cortex cingulado anterior (ACC). A ANOVA
de duas vias evelou diferenca no fator linhagem e tratamento. Pode ser visto na Figura 16A, menor
expressao 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 nivel de expressdao de BDNF no HD no grupo SHAM da linhagem
CBC, enguanto que o oposto ocorreu quando com CCI tratado com CBD (Figura 16, P < 0,05, teste
de Bonferroni), ainda, o nivel de BDNF em CBC+SHAM+CBD néo difere de CBD+CCI+CBD.
Esse resultado pode ser considerado reversdao da alteracdo que ocorreu na linhagem CBC. Além
disso, no HD, o grupo CAC+CCI+CBD apresentou reducao do nivel 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 diferenca no fator tratamento (P <
0,05). A linhagem CTL apresentou aumento da expressao de BDNF no grupo CCI+VEI. Esse
resultado se alterou com o tratamento por CBD, nesse caso o0 nivel de BDNF retornou ao nivel basal
dessa linhagem no grupo CTL+CCI+CBD (Figura 16, P < 0,05, teste de Bonferroni).

Ademais, quando analisada a amigdala, foi revelada na ANOVA de duas vias a diferenca
nos fatores linhagem e tratamento (P < 0,05). Na amigdala foi mostrado menor expressao de BDNF
no grupo CAC+SHAM+VEI quando comparados aos da linhagem CTL e ao CBC na mesma
condicdo e tratamento (Figura 16, P < 0,05, teste de Bonferroni). O tratamento com CBD elevou o
nivel de BDNF nos animais CAC+SHAM (P < 0,05, teste de Bonferroni).

A ANOVA de duas vias revelou diferenca na quantificagdo de BDNF considerando os
fatores linhagem e tratamento no cértex cingulado anterior (P < 0,05). No ACC, o nivel de BDNF
difere entre as linhagens CBC e CAC nos grupos SHAM+VEI, onde os grupos CBC apresentaram
nivel mais elevado de BDNF (P < 0,05, teste de Bonferroni). Adicionalmente, observa-se tendéncia
deste resultado dos animais CBC em relacdo a linhagem CTL, entretanto o post hoc de Bonferroni
néo evidenciou diferenca. Nos grupos CCI+CBD todas as linhagens apresentaram diferenca quando
comparadas aos grupos CCI+VEI (P < 0,05, teste de Bonferroni). Nesses resultados, o grupo
CTL+CCI mostraram pequeno aumento no nivel de BDNF quando tratados com CBD. Enquanto
que os ratos das linhagens CBC e CAC na condic¢do CCI tratados com CBD mostraram redugéo do

nivel de BDNF quando comparados aos grupos CCI+VEI (Figura 16).
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Figura 16. Quantificacdo do fator neurotréfico do cérebro (BDNF) nas linhagens Carioca de baixo congelamento
(CBC), controle (CTL) e alto congelamento (CAC) das areas do hipocampo dorsal (HD), hipocampo ventral (HV),
amigdala (AMG), e cértex cingulado anterior (ACC). Os ratos foram submetidos a cirurgia controle (SHAM) ou
cirurgia para constricdo do nervo isquiatico (CCl), e submetidos ao tratamento crénico com canabidiol (CBD, 5 mg/kg
ao dia, via i.p., a partir do 14° dia experimental) ou veiculo (VEI). a P < 0,05 para o teste de Bonferroni comparou as
linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condi¢do e tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou & mesma
linhagem e condigdo, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). ¢ P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou a mesma
linhagem e tratamento, mas condi¢do diferente (SHAM ou CCI). Os dados representam média + erro padrdo da média.
N = 8 para cada grupo experimental.



Doutorado 57

Tese
4.2. Protocolo 2
4.2.1. Avaliacéo da sensibilidade dolorosa (teste von Frey, teste de acetona e teste da

placa quente)

Neste segundo protocolo também foi avaliada a sensibilidade mecénica e a térmica ao frio
para confirmar o desenvolvimento da neuropatia periférica induzida pela constricdo cronica do
nervo isquiatico (CCI). Desse modo, foi realizado o teste von Frey e o teste de acetona, antes e ap6s
a realizacdo do procedimento cirdrgico, bem como apds o tratamento com CBD ou veiculo. A
Tabela 5 sumariza os resultados obtidos com a aplicagdo da ANOVA duas vias para medidas

repetidas dos testes nociceptivos realizados.

Testes

. . Fator Linhagem  Fator Condicdo  Fator Tratamento Fator Tempo Interacdo
Nociceptivos
(Linhagem x
(CBCx CTL X (SHAM x CCI)  (VEI x CBD) (Basal x 13x 23)  Condicio x
CAC)
Tratamento)
von Fre F284) =13,771  F(18) = 841,159 F(18) =390,493  F(1,80) = 941,804  F(o8:) = 4,166
y P > 0,05 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001
Acetona F(4) = 0,562 F(ies) = 285,749 F(14) = 31,263 Flres) = 285,749 F(a4) = 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 a ANOVA duas vias para medidas repetidas. O nivel de
significancia foi de P < 0.05 para todas as analises.

No teste de von Frey foi evidenciada diferenca significativa os fatores condicéo, tratamento,
tempo e berm como interacao entre estes fatores (Tabela 6). Os resultados referentes aos limiares de
retirada mecanico (Figura 17A-C) revelaram dados semelhantes aos vistos anteriormente no
protocolo 1, com uma exce¢do. Os animais da linhagem CAC quando em condicao de constri¢do do
nervo isquiatico (CCI) tratados com CBD apresentaram menor recuperacdo da alodinia mecéanica
qguando comparados aos ratos das demais linhagens dos grupos comparativos correspondentes (P <

0,05, teste de Bonferroni).
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Figura 17. O tratamento crnico com canabidiol (CBD) reverte a alodinia mecanica, e reduz a alodinia térmica ao frio
induzida por constri¢do cronica do nervo isquiatico (CCI) nas linhagens Carioca de Baixo Condicionamento (CBC),
Controle (CTL), ou Alto Congelamento (CAC). A sensibilidade mecanica foi avaliada pelo teste de von Frey (A-C); a
sensibilidade térmica foi avaliada no teste de acetona (D-F). Os limiares mecéanicos ou térmicos foram avaliados antes da
cirurgia (Basal) e apds a realizagdo da CCI ou cirurgia simulada (SHAM, dia 13) e apds o tratamento com CBD (5
mg/kg/dia, i.p., por dez dias, a partir do 14° dia experimental) ou veiculo (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; ¢ 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 diferenca significativa nos fatores condicéo, tratamento e
tempo (ANOVA de variancia 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, 0s
resultados do teste de acetona foram semelhantes aos observados no protocolo 1, com a excec¢do do
grupo CAC+CCI+CBD. Esse grupo foi diferente das demais linhagens, e apresentou menor

recuperagdo da alodinia térmica ao frio (Figura 17D-F).

4.2.2. Avaliacdo da motricidade (Campo aberto)
Para avaliacdo da motricidade, neste segundo protocolo foi realizado o teste de campo aberto.
Neste, foram analisados a porcentagem do tempo de duracdo no centro, o nimero total de

cruzamentos, tempo de grooming (autolimpeza; exploracdo horizontal) e rearing (exploracéo
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vertical). Durante 5 minutos os animais ficaram nesta arena padronizada do teste de campo aberto.

Os resultados da aplicacdo da ANOVA de duas vias sdo apresentadas na Tabela 6.

Fator Linhagem Fator Condigéo Fator Tratamento Interacdo
CA (CBCCXS)T Lx (SHAM x CCI) (VEI x CBD) (Li”haﬁfar{‘a’r;fr?t%‘;i‘?ao X
dwtemponocenno PRI FetoAr  Fea et PRt
Total de cruzamentos F(E;Si) (:)3803;01 F(léslzlééow F(1§3)>:0,%)’54 o I:(2|§3)<:(),Oo’\£>3 >
owempogrooming "5 0> T lose e Telage  pkogs
owemporeaing  "GU0005  niovs. poos. | peods

Tabela 6. Dados da ANOVA de duas vias para analise dos parametros 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 neuropatica induzida pela constricdo cronica do nervo isquiatico (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 14° dia experimental) ou veiculo (VEI). O
nivel de significancia foi de P < 0,05 para todas as analises.

Considerando o parametro porcentagem de tempo no centro, a ANOVA de duas vias revelou
diferenca estatistica nos fatores linhagem, tratamento e interacdo (Tabela 6, P < 0,05). Todas as
linhagens (CBC, CTL, CAC) apresentaram diferenca 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 condicdo, as linhagens
CBC e CAC mostraram alteracdo 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
(CCl) apresentaram redugdo do tempo gasto no centro quando comparados a condicdo 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 néo alterou este parametro comportamental (Figura 18).

Com relagdo ao namero total de cruzamentos, a ANOVA de duas vias revelou diferenca nos
fatores linhagem e interacdo (Tabela 6). A diferenga no nimero total de cruzamentos entre as
linhagens (CBC, CTL, CAC) foi observada nos grupos de condicdo SHAM e CCI quando tratados
com VEI (Figura 18B, P < 0,05, teste de Bonferroni). Ainda nos grupos com condicdo SHAM e
CClI tratados com CBD, a linhagem CBC foi diferente das demais na mesma condigdo e tratamento
(P < 0,05, teste de Bonferroni). Entre os grupos tratados com CBD na mesma condicdo, foi
mostrada diferenca entre CBC+SHAM+VEI e CBC+SHAM+CBD, assim como também apresentou
diferenca 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 crénico com canabidiol (CBD) preveniu o efeito ansiogénico induzido pela constricdo cronica
do nervo isquiatico (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 duragéo no centro (A), 0 nimero total de cruzamentos (B), % tempo de grooming (C) e
% tempo de rearing (D). O CA foi realizado por 5 minutos, 22 dias apds (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) e apéds
nove dias de tratamento com CBD (na dose de 5 mg/kg/dia, i.p., iniciando no 14° dia experimental) ou veiculo (VEI). a
P < 0,05 para o teste de Bonferroni comparou as linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condicéo e tratamento; b P <
0,05 Teste de Bonferroni comparou a mesma linhagem e condicdo, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). ¢ P < 0,05
Teste de Bonferroni comparou a mesma linhagem e tratamento, mas condicdo diferente (SHAM ou CCI). Os dados
representam média + erro padrdo 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
diferenca nos fatores linhagem e interacdo 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 condi¢do CCI+VEI quando comparados ao grupo da propria linhagem na
condicdo SHAM+VEI (P < 0,05, teste de Bonferroni). Ainda, neste contexto, 0 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
diferenca 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 parametro % de tempo de rearing, a ANOVA de duas vias revelou diferenga nos fatores
linhagem e interagéo (Tabela 6). Nesse comportamento foi evidenciado na linhagem CAC diferenca
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 condicdo SHAM+CBD (P < 0,05, teste de Bonferroni, Figura

18D).

4.2.3. Avaliacdo dos niveis de ansiedade (teste de Condicionamento ao Medo Contextual)
Neste protocolo foi avaliado o nivel 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 inducdo da neuropatia periférica induzida pela constricdo do nervo isquiatico
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(CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) pode alterar a resposta no teste do medo contextual. Ainda,
avaliamos se na condicdo (SHAM), o tratamento com CBD pode modular a ansiedade do fen6tipo
das linhagens Cariocas. Enquanto que, na condi¢do de neuropatia periférica (CCl), o objetivo foi
avaliar este mesmo efeito na condicdo de comorbidade. A Tabela 7 apresenta os dados obtidos na

aplicacdo da ANOVA duas vias para medidas repetidas dos resultados obtidos no teste de medo

contextual.
Fator Linhagem Fator Condicéo Fator Tratamento Interacéo
CcMC (CBC xCTLx (Linhagem x Condic&o x
CAC) (SHAM x CClI) (VEI x CBD) Tratamento)
F(z 84) = 226,204 F(1 84) = 23,627 F(l 84) = 38,126 F(z 84) = 9,507
o , ) : ,
% Congelamento P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001

Tabela 7. Dados da ANOVA duas vias para medidas repetidas para analise do teste de condicionamento a0 medo
contextual (CMC) entre todos os grupos nos dias habituacdo, 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 constricdo cronica do nervo isquitico (CCI) ou cirurgia simulada (SHAM) e tratados com canabidiol
(CBD, 5mg/kg/dia, i.p., por 10 dias). O nivel de significancia considerado foi de P < 0,05 para todas as analises.

Para avaliacdo 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 nivel
de ansiedade ao longo do tempo, sendo antes da cirurgia (habituacdo e teste) e ao final do
tratamento (reteste apos tratamento VEI ou CBD). Assim como também todos 0s grupos quanto a
linhagem (CBC, CTL, CAC), condi¢do (SHAM, CCI), e tratamento (VEI, CBD).

Com relagdo a porcentagem de congelamento na cAmara de CMC, a ANOVA duas vias para
medidas repetidas revelou diferencas nos fatores linhagem, condicgéo, tratamento e interacdo entre
os fatores (Tabela 7). Como caracteristico desse modelo animal de ansiedade, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos durante a fase de habituagdo (P > 0,05, teste de Bonferroni). Desse
modo, nas demais fases, o0 CBD apresentou efeito ansiolitico 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 a cirurgia simulada (SHAM) ou cirurgia para constri¢cdo do nervo
isquiatico (CCI), e submetidos ao tratamento crénico com canabidiol (CBD, 5 mg/kg ao dia, via i.p., a partir do 14° dia
experimental) ou veiculo (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 condi¢bes SHAM e CCI em tratamento VEI; G: teste e reteste na
condicdo SHAM; H: teste e reteste na condicdo CCI, comparando os niveis de congelamento da fase de teste
(condicionamento da memoria aversiva ao medo contextual) e de reteste (retorno a camara/contexto aversivo apos
cirurgia e tratamento), assim como a diferen¢a entre 0s grupos. a P < 0,05 para o teste de Bonferroni comparou as
linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condi¢do e tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou & mesma
linhagem e condicdo, mas tratamento diferente (VEI ou CBD). ¢ P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou a mesma
linhagem e tratamento, mas condicao diferente (SHAM ou CCI). d P < 0,05 Teste Bonferroni comparou dia de teste e

reteste do mesmo grupo experimental. Os dados representam média

experimental.

+ erro padrdo da média. N = 8 para cada grupo
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Adicionalmente, nos grupos SHAM+VEI, o teste post hoc Bonferroni apresentou diferenca

da frequéncia de congelamento entre linhagens caracteristica desse modelo animal de ansiedade

(CBC < CTL < CAC, P < 0,05), assim como pequena reducdo do congelamento no 24° dia (Figura

19A). Em contrapartida, foi observado aumento do congelamento nos animais CTL e uma

permanéncia da mesma frequéncia de congelamento nas linhagens CBC e CAC quando em
condicdo CCI tratados com VEI (Figura 19C).

Além disso, o teste post hoc Bonferroni mostrou que na fase reteste, os grupos SHAM+VEI
guando comparados com os grupos SHAM+CBD, das linhagens CTL e CAC apresentaram menor
frequéncia 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, 0s grupos nas condicdes SHAM e CCI
tratados com veiculo 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
0s grupos na condicdo SHAM tratados VEI ou CBD. Assim como também, a Figura 19H
apresentou os grupos na condicdo CCIl em ambos os tratamentos (VEI e CBD), com o objetivo de
mostrar que com excec¢édo do grupo CAC+CCI+CBD, todos os demais grupos tiveram redugéo do

congelamento quando tratados com CBD (P < 0,05, teste de Bonferroni).

4.2.4. Avaliacéo da expressao dos niveis de BDNF ( Protocolo 2 )

Neste procedimento de western blotting foi analisado a expressdo do fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) das areas 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 constricdo do nervo isquiatico (CCI) ou cirurgia
simulada (SHAM). A Figura 20 apresenta a quatificagdo do BDNF de animais representativos de

cada um dos grupos experimentais realizados neste protocolo.
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Figura 20. Quantificacdo pela técnica do Western Blotting da proteina BDNF. Imagem final das bandas da expressédo
do fator neurotréfico do cérebro (BDNF) das areas 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 neuropatica induzida por constricdo do nervo isquiatico (CCI) ou cirurgia simulada
(SHAM), tratados com canabidiol (CBD, 5mg/kg, 1 vez ao dia, i.p., por 10 dias tratamento iniciado no 14° dia apés a
cirurgia) ou veiculo (VEI). A andlise foi realizada por densiometria e quantificada em razdo da proteina beta-actina
como padréo.

Os resultados da quantificacdo de BDNF foram analisados pela aplicacdo da ANOVA de
duas vias revelou que no hipocampo dorsal ocorreu diferenca no fator condigéo e interacao entre 0s
fatores. Enquanto que no hipocampo ventral evidenciou-se interacdo entre os fatores. O

detalhamento dos resultados obtidos na aplicacdo da ANOVA de duas vias estdo apresentados na

Tabela 8.
Fator Linhagem Fator Condicao Fator Tratamento Interacéo
Western Blotting (CBC(::z\g)TL X (SHAM x CCI) (VEI x CBD) (LinhaTgreaTaﬁgrc])trgigéo X
ripocampo Dorsal (D) "G50 TR e el
Hipocampo Ventral (HV) F(IZ:,’48>) (2),853 F(lsaiz,gé%l F(1S8)>:O’%,E(’)74 F(2S8)<:0%5838

Tabela 8: Detalhamento dos resultados da ANOVA de duas vias. Estatistica da analise dos niveis da expressdo 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 (constricdo do nervo isquiético, CClI)
ou cirurgia simulada (SHAM), e tratados com canabidiol (CBD, 5mg/kg, 1 vez ao dia, por 10 dias tratamento iniciado
no 14° dia ap0s a cirurgia), ou veiculo (VEI).

Na regido do HD evidenciou-se diferenca significativa entre as linhagens CBC e CAC, no

nivel de BDNF quando comparados a linhagem CTL (Figura 21). Em detalhes, observa-se menor
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expressao 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 condi¢cdo de neuropatia
periférica (grupos CCI), o grupo da linhagem CTL apresentou reducdo da expressdo 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 nivel de BDNF quando nessa
condicdo (CCI).

Considerando a regido do HV, embora a aplicacdo da ANOVA de duas vias tenha revelado
interacdo entre os fatores, o pds-teste de Bonferroni evidenciou que ndo ha diferencas significativas
entre as diferentes linhagens, ou mesmo entre os tratamentos (CBD ou VEI) e condi¢do (SHAM ou

CCl, Figura 21).
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Figura 21. Quantificacdo do fator neurotréfico do cérebro (BDNF) nas linhagens Carioca de baixo congelamento
(CBCQC), controle (CTL) e alto congelamento (CAC) das areas do hipocampo dorsal (HD), e hipocampo ventral (HV). Os
ratos foram submetidos a cirurgia controle (SHAM) ou cirurgia para constricdo do nervo isquiatico (CCl), e submetidos
ao tratamento crnico com canabidiol (CBD, 5 mg/kg ao dia, via i.p., a partir do 14° dia experimental) ou veiculo
(VEIl). a P < 0,05 para o teste de Bonferroni comparou as linhagens (CBC, CTL, CAC) na mesma condicdo e
tratamento; b P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou & mesma linhagem e condicéo, mas tratamento diferente (VEI ou
CBD). ¢ P < 0,05 Teste de Bonferroni comparou a mesma linhagem e tratamento, mas condi¢do diferente (SHAM ou
CCI). Os dados representam média + erro padrdo da média. N = 8 para cada grupo experimental.

5. DISCUSSAO

Os presentes resultados, de ambos os protocolos (PT1 e PT2), mostraram que a dor

neuropatica induzida por CCl promoveu reducdo do limiar mecénico e térmico em todas as
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linhagens. Essas alteracdes foram acompanhadas de reducdo 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 ansiogénico associado a dor crénica (persistente). O tratamento crénico com CBD produziu
efeito antialodinico na sensibilidade mecanica, e ao frio, além de reduzir a hiperalgesia ao calor
(Figuras 12 e 17). Ainda, o tratamento com CBD reverteu o efeito do tipo ansiogénico na condigéo
de dor crénica nas linhagens CTL e CAC (Figuras 13 e 18), assim como, o tratamento com CBD
reduziu a qualidade aversiva do estimulo mecénico 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 condicao de dor persistente (Figura 19). Além do mais, no primeiro protocolo, o
tratamento com CBD mostrou reducdo da neuroplasticidade, avaliada pela expressdo de BDNF, nas
linhagens submetidas a dor persistente em diferentes estruturas: HD, HV, AMG e ACC (Figura 16).
Por outro lado, essa mesma andlise em uma das estruturas neurais (HD) no protocolo 2, mostrou
que o tratamento com CBD produziu aumento de neuroplasticidade (maior expressdo de BDNF) na
linhagem CTL com dor persistente, e em CAC sem a condi¢édo de dor (Figura 21).

Estudos experimentais anteriores avaliando o uso de CBD em condigdes de dor cronica
mostraram efeito antialodinico, reducdo da hiperalgesia (Gregorio et al., 2019; Silva-Cardoso et
al., 2021) e efeito ansiolitico (Blessing et al., 2015, Silva-Cardoso et al., 2021). Nossos dados
revelaram que o tratamento com CBD produziu efeitos diferentes na dor neuropatica em individuos
com niveis distintos de ansiedade (linhagens CBC, CTL, CAC). As linhagens ndo apresentaram
diferencas basais, confirmando que estimulos nociceptivos ndo selecionaram essas linhagens
(Gomes e Landeira-Fernandez, 2011). Além disso, foi observada menor eficacia do CBD no
grupo CAC+CCI em comparagdo com o CTL+CCI na sensibilidade mecéanica e térmica ao frio
(PT1 e PT2), o que sugere a hipbtese de menor efeito terapéutico do CBD nesta linhagem que
apresenta nivel elevado de ansiedade. Ademais, a reversao parcial também foi evidenciada nos ratos

CBC (PT1 e PT2), talvez devido a esta linhagem ter um nivel de ansiedade diferente do CTL e
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CAC, o que sugere que o efeito terapéutico do CBD pode estar associado com as caracteristicas
emocionais individuais. Adicionalmente, no segundo protocolo, o qual avaliou o condicionamento
de medo ao contexto, a linhagem CAC apresentou menor eficacia do CBD comparado a linhagens
CTL e CBC, o que pode confirmar a associacdo do efeito deste tratamento com as respostas
emocionais de cada linhagem (Figura 19). Além disso, observou-se maior sensibilidade da linhagem
CAC na avaliacdo do estimulo térmico ao calor, em particular no grupo CCI+VEI no altimo dia do
protocolo, o que sugere maior sensibilidade ou percepcdo 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 fenétipo bidirecional de extremos
do medo inato no labirinto em cruz elevado mostrou aumento da sensibilidade & dor na linhagem
HAB (linhagem da selecdo mais ansiosa) quando avaliados no teste von Frey. Portanto, é possivel
que o nivel 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 neuropatica e a ansiedade induzida
por CCI. Além disso, este estudo (Silva-Cardoso et al., 2021) também mostrou por meio de
imunofluorescéncia a alta ativacdo dos receptores CB1 e TRPV1 nas &reas do cortex cingulado
anterior (ACC), cortex insular agranular (AIC), amigdala basolateral (BLA), hipocampo dorsal
(HD) e ventral (VH), apds o tratamento com CBD (dose de 3 mg/kg). Nos ratos Cariocas, a
linhagem CAC apresentou maior expressdo da proteina c-Fos no BLA e no locus coeruleus (LC)
induzida por medo contextual em comparacdo com as outras linhagens (Ledén et al., 2020),
sugerindo maior ativacao destas estruturas na linhagem de maior ansiedade. Tomadas em conjunto,
essas diferencas morfofuncionais observadas nas estruturas envolvidas nos efeitos analgésicos e
ansioliticos do CBD, pelo menos no BLA e na regido do hipocampo, podem explicar em parte 0s
diferentes efeitos do CBD em nossos protocolos. Embora, outros estudos sejam necessarios, com

essas analies 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 hipdtese para esse dado é de que esse comportamento
pode estar associado a facilitacdo da aprendizagem aversivo, onde, desde o inicio, esses animais sdo
selecionados com base no comportamento defensivo de congelamento usando um estimulo nocivo
(Gomes e Landeira-Fernandez, 2008; Fanselow et al., 1980; Blanchard e Blanchard, 1988).
Para ampliar essa questdo acerca da aprendizagem, um estudo (Messing et al., 1983) mostrou que a
exposicéo repetida de camundongos ao ensaio de placa quente resulta em laténcias de resposta mais
curtas, independentemente da avaliacdo do nivel de ansiedade. Esses resultados corroboram a
perspectiva sugerida no presente estudo. Alem disso, essa condicdo de facilitacdo 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 auséncia de
comportamento na placa quente mantém o animal por mais tempo no aparelho, resultando em
elevado limiar, onde foi observado na condicdo SHAM (Figura 12), e ndo devido a condicdo de
analgesia.

Contudo, o uso de CBD ndo mostrou diferenca 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 condi¢do CCI em relacdo ao nivel
apresentado pelo CBC e CTL no tratamento com CBD (Figura 12G-I). A primeira hipotese foi a
desses animais CAC terem apresentado aprendizagem aversiva. Essa hipotese 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 a sua
reproducdo seletiva (Gomes et al., 2013; Gones et al., 2011; Blanchard e Blanchard, 1988). Os
estimulos de um aparato de placa quente diferem muito de uma camara com todos os estimulos
contextuais selecionados, e desse modo, seria necessario investigacdo 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 ha a reexposicdo do animal na placa quente, isso ocorre pelo reforgo da
resposta de remocao do animal da superficie aquecida (estimulo aversivo) apds a exibicdo 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 fendtipo seria a de congelamento ao contexto, que é
caracterizado pela imobilidade corporal com excecdo dos movimentos respiratorios acompanhada
de alguns sinais como exoftalmia, piloerecédo, entre outros. Desse modo, 0 comportamento esperado
seria 0 de “ndo-a¢do” e permanéncia na placa quente (aumento do limiar). Outra hipdtese poderia
ser a habituacdo a estimulos nocivos repetidos, o que seria um conceito para explicar nossas
observacOes. Bardo e Hughes (1979), por exemplo, mostraram que ratos expostos a uma placa
guente (ndo aquecida) por quatro dias exibiu diminuicdo da laténcia de lamber a pata quando
testado em superficie aquecida. Eles atribuiram esse comportamento “tolerancia” a habituagdo a
novos estimulos distrativos associados ao ambiente de teste. Os ratos CAC ndo foram habituados a
placa quente, no entanto, podem ter apresentado “tolerancia” ao estimulo térmico.

No protocolo (PT2) optamos por ndo realizar o teste de placa quente para evitar tal variavel,
e assim podermos também realizar avaliacdo mais fidedigna quanto aos objetivos j& expostos (PT1:
dor; PT2: comorbidade dor e ansiedade patologica 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 condicéo controle (SHAM+CBD; Figura 19B). Estudos anteriors
mostraram que o uso do CBD resultou em efeito ansiolitico geral em testes de aprendizagem
aversiva (Iffland e Grotenhermen, 2017; Stern et al., 2017; Riaz et al., 2017). Estudos com
humanos e ndo humanos confirmam o aumento da ansiedade na dor crénica (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 ndo reduziu a ansiedade da linhagem CAC na presenga da dor persistente

(CCl).
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A literatura ja estabeleceu que o LC é uma estrutura que facilita a transicdo da dor aguda
para a cronica e a manutengdo da dor cronica, contendo projecOes para estruturas como hipocampo,
amigdala e hipotalamo (Taylor e Westlund, 2017). Além disso, estudo anterior que avaliou a
imunoquimica de c-Fos para investigar mudangas na atividade neural em diferentes estruturas
encefélicas entre ratos CBC e CAC, fenotipados, mostrou alta ativacéo de c-Fos no LC dos animais
CAC em comparacdo 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 modulacdo da dor e aprendizagem aversiva das quais foram observadas em
comorbidade.

Na avaliagdo do comportamento locomotor, no PT1 ndo houve diferenga no total de
cruzamentos entre as linhagens nos grupos SHAM gue ndo receberam CBD (Figura 13), porém no
PT2 todas as linhagens diferem quanto ao nimero de cruzamentos (Figura 18B). O teste CA foi
realizado para avaliar a locomocéo (Tatem et al., 2014) e o nivel de medo inato/ansiedade (Prut e
Belzung, 2003). Com o primeiro protocolo, tem-se a comprovacdo de que a locomogéo dos animais
ndo foi comprometida pela cirurgia e nem pelo desenvolvimento da dor crénica (Figuras 12 e 13).
Ainda que tenha sido mostrado diferenca entre os animais quando fenotipados (PT2, Figura 18),
esta diferenca pode ser devido ao niveis de ansiedade de cada linhagem. Nos animais CCI+VEHI,
observou-se reducdo da porcentagem de tempo no centro sugerindo aumento do nivel de ansiedade
em todas as linhagens (Figuras 13 e 18). Além disso, o uso de CBD nas linhagens CTL e CAC
(condicdo CCI) teve efeito ansiolitico. A diferenca do nivel 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, 0 CBD mostrou efeito ansiolitico associado com a condi¢éo
de dor persistente, reduzindo o tipo de ansiedade analisada no CA, o difere da ansiedade associada a
aprendizagem aversiva que corresponde ao fendtipo deste modelo animal de ansiedade (selecéo por

meio do teste de medo condidionado ao contexto).
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Por outro lado, a linhagem CBC nas condicbes SHAM (associado com o tratamento com
CBD) e CCI apresentou maior locomogdo quando comparada as linhagens CTL e CAC (Figura 13B
e 18B). No entanto, na condicdo SHAM, o CBC tratado com CBD apresentou maior locomocéo do
que outros grupos da mesma linhagem (Figuras 13B e 18B). E importante destacar que estudos
prévios mostraram que linhagens selecionadas a um nivel mais baixo de ansiedade estdo associadas
a comportamentos impulsivos (Rahi e Kumar, 2021; Yen et al.,, 2013), 0o que representa a
linhagem CBC. As linhagens HAB e LAB mencionadas anteriormente, também apresentam altos
resultados de locomogédo na linhagem menos ansiosa (Varvel et al., 2006). N&o obstante, esse
comportamento ja foi observado anteriormente em outros estudos com o modelo animal dos
Cariocas (Macédo-Souza et al., 2020; Lages et al., 2021; Lages et al., 2021). Esses resultados
sugerem que investigacdo mais especifica é necessaria para avaliar um possivel modelo de
transtorno de déficit de atengdo e hiperatividade (TDAH) nessa linhagem (CBC), o que implicaria
em outra condicdo de comorbidade, e tambeém poderia explicar a recuperacdo parcial da
sensibilidade mecanica e ao frio nessa linhagem (Figura 12A e D, 17A e D).

Ademais, alguns estudos observaram que o efeito do CBD aumenta a locomocao (Varvel et
al., 2006; Hayakawa et al., 2008; Calapai et al., 2022), enquanto outros ndo mostram essa
diferenca (Varvel et al., 2006; EIBatsh, 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, 0 mecanismo subjacente a este efeito de locomogéo elevada de ratos CBC
ainda precisa ser esclarecido (Lages et al., 2021).

No aspecto afetivo-motivacional da dor, os presentes resultados mostraram que a
administracdo de CBD promoveu reducdo da aversividade a dor (componente emocional) avaliada
pelo teste PEAP (Figura 14). Um estudo anterior em ratos Wistar Hannover (Silva-Cardoso et al.,
2023) mostrou a reversdo da aversidade a dor, utilizando o tratamento sub-crénico com CBD
(3mg/kg/dia durante 3 dias) em animais com neuropatia periférica induzida por constricdo crénica

do nervo isquidtico, sendo possivel que esse efeito seja mediado ativacdo de estruturas do sistema
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limbico que apresentaram maior ativacdo de proteina c-Fos, em particular no cortex cingulado
anterior, hipocampo dorsal e na amigdala. Ainda, pelo menos em parte, esse efeito poderia ser
explicado pelo fator de neuroprotecdo do CBD (Campos et al., 2016). De acordo com estudo de
Campo et al. (2016) o CBD altera a plasticidade sinéptica e facilita a neurogénese, embora 0s
mecanismos desses efeitos ainda ndo estejam completamente esclarecidos.

Considerando o BDNF, estudos mostram que esta neurotrofina medeia varias acoes
adaptativas, além de atuar como neuromodulador. Nossos resultados mostraram padrdes distintos da
expressdo de BDNF nas condicGes avaliadas. Coderre e Melzack (1987) sugerem que a dor
crénica € como um “traco de memoria”, e tem sido estabelecido na literatura que o BDNF esta
associado ao desenvolvimento da dor cronica (Garraway e Huie, 2016). De fato, varios estudos
mostraram niveis elevados de BDNF em neur6nios sensoriais, € no corno dorsal em uma variedade
de modelos de dor cronica neuropatica (Fukuoka et al., 2001; Ha et al., 2001; Miletic e Miletic,
2002; Yajima et al.,, 2002; Yajima et al., 2005). Ainda, h4& um consenso de que o BDNF
normalmente pode promover agdes pro-nociceptivas, em particular na facilitacdo e hiperalgesia,
alterando, portanto, a excitabilidade neuronal na media¢do 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 superexpressdo e sinalizacdo de BDNF (Garraway e Huie, 2016), nos presentes
resultados observamos um padrdo em determinados grupos (linhagens CBC e CAC no HD;
linhagem CTL no HV; linhagens CBC e CAC no ACC) que quando em condicdo de dor
neuropatica apresentaram niveis elevados de BDNF, e serem tratados com CBD esses niveis foram
reduzidos.

Por outro lado, quando avaliado o nivel basal das linhagens nesse protoloco sem o teste de
CMC e na condi¢cdo SHAM, a linhagem CBC apresentou menor expressao de BDNF no HD (Figura
21), enquanto que, CAC apresentou menor expressao de BDNF na AMG. (Figura 21). Esses baixos
niveis de BDNF foram revertidos pelo tratamento com CBD. Destaca-se que o hipocampo dorsal

(HD) é reconhecido por ser uma estrutura essencial na consolidacdo da memoéria e na
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aprendizagem, e ndo sé ele, como também a AMG, sdo estruturas reconhecidamente importantes
para a modulacdo das emogdes, em particular do medo e da ansiedade.

No segundo protocolo, observa-se reducdo dos niveis basais de BDNF nas linhagens CBC e
CAC quando comparados ao CTL (Figura 21A), na condicdo 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 geracfes 9, 13 e 14, onde os ratos CAC
apresentaram nivel mais baixo de BDNF na &rea hipocampal (Dias et al., 2014). No nosso atual
estudo, foi possivel distinguir que essa diferenca ocorreu no HD, mas ndo no HV. Ainda, a
linhagem CTL apresentou baixo nivel de BDNF na condicdo 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 condicdo de dor neuropética (CCI) reduziram o nivel 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 multiplos
efeitos conhecidos do CBD, ele também pode ser visto como regulador dos niveis de BDNF em

determinadas estruturas escefalicas na dor persistente e/ou com quadro de ansiedade generalizada.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo corroboram com as perspectivas de que tratamento do
CBD apresenta efeitos analgésicos e ansioliticos em modelo de dor neuropatica, em particular em
quadros de ansiedade patoldgica. O presente estudo reforca a informacdo de que o CBD promove
efeito anti-alodinico na dor persistente. Assim, foi mostrado que a administracdo sistémica de CBD
modulou a hipersensibilidade dolorosa desses animais quando submetidos a protocolo de dor
neuropatica. 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 ansiolitico nas linhagens Cariocas, nos grupos SHAM em que
ndo estdo em comorbidade com a dor cronica. O mesmo ocorreu nos animais CBC e CTL com CCl,
mas ndo em comorbidade (CAC+CCI).

Nos grupos da linhagem CAC, com comorbidade a dor neuropética, o tratamento com CBD
ndo apresentou eficdcia adequada anter o nivel de ansiedade quando avaliado no teste
correspondente a sua fenotipagem (condicionamento ao medo contextual). Considerando a
expressao de BDNF, um marcador de neuroplasticidade, o tratamento com CBD é um possivel
modulador desta neurotrofina em determinadas estruturas escefalicas na dor persistente e/ou em

quadro de ansiedade generalizada.
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