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Titulo: Tratamento com canabidiol em modelo de inflamagcdo persistente em
camundongos: Avaliacdo dos componentes quantitativos e qualitativos da dor.

Petrilli, L.A.; Leite-Panissi, C.R.A.

Instituicdo sede: Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo

Resumo

A dor é descrita como sendo um processo de dificil compreensdo e definicdo, em
funcdo de apresentar cardter emocional, subjetivo e multidimensional, tornando sua
percepcdo Unica para cada individuo. A percepcdo da dor e o processamento da
informacdo resultante do estimulo doloroso pode ser especificado em dor aguda ou
crénica, sendo a dor crénica caracterizada de acordo com a sua origem, podendo ser
nociceptiva, neuropdtica ou inflamatdria. Pesquisas a respeito da dor podem ser
realizadas por meio de modelos animais, em que se observam alteracodes fisioldgicas e
comportamentais em funcdo de protocolos de inducdo de dor e possiveis mecanismos
e intervencdes farmacolégicas. Este estudo avaliou o efeito do tratamento com
canabidiol (CBD) e dos receptores de glicina em modelo de dor inflamatéria induzida
pela injecdo do Adjuvante Completo de Freund (CFA). 124 animais machos (C57/BLé,
25-30g, CEUA 21.1.720.59.6) foram submetidos ao modelo de dor inflamatdria persistente
por meio da administracdo intraplantar de CFA ou ndo (administragcdo solu¢cdo salina
estéril). No experimentol, a sensibilidade mecdanica (teste de von Frey) e térmica (teste
da placa quente e acetona) foram avaliadas no periodo basal (antes da inflamacdo)
e no 3° 7° e 10° dia do protocolo. J& no experimento 2, a sensibilidade mecanica foi
avaliada no periodo basal, no 3°, 7° e 10° dia do protocolo e a aversividade a dor (PEAP)
e a atividade motora e o comportamento emocional (Campo Aberto) foram avaliadas
no 10° dia do protocolo. Diferentes grupos experimentais foram tratados com CBD (3
mg/kg. i.p.) ou veiculo, a partir do 8e dia experimental, durante o periodo de 3 dias e
Picrotoxina (PTX) ou veiculo 10 minutos antes da Ultima administracdo de CBD no 10° dia
do protocolo. Ao término dos experimentos, foi realizada a eutandsia para obtencdo
do encéfalo, e realizacdo posterior da expressdo proteica por técnica de western
blotting (WB) de receptores para glicina. As andlises dos resultados foram feitas por meio
de ANOVA de duas vias para medidas repetidas (testes nociceptivos) seguida do teste
de Bonferroni, com P < 0,05. No experimento 1, a andlise de variéncia (ANOVA) de dois
fatores (tempo e tratamento), seguido pelo pds-teste de Bonferroni revelou que o
fratamento subcrénico com CBD (3mg/kg) reverteu parcialmente a alodinia mecdnica
por conta do aumento do limiar mecdnico avaliado no teste de Von-Frey e totalmente
a alodinia térmica ao frio e a hiperalgesia térmica ao calor, por conta da reducdo do
score observado no teste da Acetona e do aumento do tempo na placa guente

respectivamente. No experimento 2, a andlise de vari@ncia (ANOVA) de um fator



(tratamento), seguido pelo pds-teste de Bonferroni revelou que o fratamento subcrénico
com CBD (3mg/kg) reverteu a aversividade a dor avaliada pelo PEAP e a reducdo da
porcentagem de tempo no centro (induzida pela inflamacdo persistente) avaliada pelo
teste do Campo Aberto. O enscio de Western Blotting ndo indicou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos considerando a expressdo dos receptores
glicinérgicos. Assim, nossos resultados sugerem que o CBD modulou a dor inflamatdria
independente da neurotransmissdo glicinérgica, uma vez que a antagonizacdo dos
receptores de glicina pela PTX ndo evitou os efeitos do CBD, além de ndo ocorrer
alteracdo da expressdo destes receptores nos diferentes grupos experimentais,

indicando possivel interacdo com outras vias.

Palavras-chave: Canabidiol, comportamento emocional, dor inflamatéria, glicina.
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Abstract

Painis often described as a complex and challenging phenomenon to comprehend and
define due to its emotional, subjective, and mulfidimensional nature, making its
perception unique for each individual. Pain perception and information processing
resulting from painful stimuli can be categorized as acute or chronic pain, with chronic
pain characterized by its origin, which can be nociceptive, neuropathic, orinflammatory.
Pain research can be conducted using animal models, in which physiological and
behavioral changes are observed due to pain induction protocols and potential
pharmacological mechanisms and inferventions. This study aims fo assess the impact of
cannabidiol (CBD) freatment and glycine receptors in an inflammatory pain model
induced by fthe injection of Complete Freund's Adjuvant (CFA). 124 male animals
(C57/BL6, 25-30g, CEUA 21.1.720.59.6) underwent the model of persistent inflammatory
pain through intraplantar administration of CFA or sterile saline solution. In experiment 1,
mechanical (von Frey test) and thermal (hot plate and acetone tests) sensitivities were
evaluated at baseline (before surgery) and on the 3rd, 7th, and 10th days of the protocol.
In experiment 2, mechanical sensitivity was assessed at baseline and on the 3rd, 7th, and
10th days of the protocol, while pain aversion (PEAP) and motor mobility (Open Field)
were assessed on the 10th day of the protocol. Different experimental groups were
freated with CBD (3 mg/kg, i.p.) or vehicle from the 8th experimental day for a period of
3 days, and Picrotoxin (PTX) or vehicle 10 minutes before the last CBD administration on
the 10th day of the protocol. At the end of the experiments, euthanasia was performed
fo obtfain brain tissue, followed by the assessment of protein expression of glycine
receptors using the western blotting technique. Data were analyzed using a two-way
repeated measures ANOVA (nociceptive tests) followed by Bonferroni's post-test, with P
< 0.05. In experiment 1, a two-way analysis of variance (ANOVA) (fime and treatment),
followed by Bonferroni's post-test, revealed that sub-chronic CBD treatment (3 mg/kg)
partially reversed mechanical allodynia by increasing the mechanical threshold assessed
in the von Frey test and completely reversed cold thermal allodynia and heat thermal
hyperalgesia, as indicated by the reduced score observed in the Acetone test and
increased fime on the hot plate, respectively. In experiment 2, one-way analysis of
variance (ANOVA) for treatment, followed by Bonferroni post-test, revealed that sub-

chronic treatment with CBD (3mg/kg) reversed aversiveness to pain assessed by PEAP



and the percentage of fime in the center assessed by the Open Field test. The Western
Blotting assay did not indicate statistically significant differences among the groups.
Therefore, our results suggest that CBD did not modulate inflammatory pain through
glycinergic neurofransmission, as antagonizing glycine receptors with PTX did not prevent
the effects of CBD, and due to the lack of difference among CBD-treated groups in the

WB, indicating a potential interaction with other pathways.

Keywords: Cannabidiol, emotional behavior, inflammatory pain, Inflammation, glycine.
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1. Introdugao
1.1. Sensibilidade dolorosa

Achados na literatura descrevem a dor como sendo um processo de dificil
compreensdo e definicdo, principaimente em funcdo de seu cardter emocional,
subjetivo e multidimensional (Basbaum e Fields, 1984; Ploghaus et al., 2003; Mogil, 2015),
tornando a sua percepcdo Unica para cada individuo (Wall, et al., 1991). Em funcdo de
apresentar cardter multidimensional, inUmeros componentes cognitivos, sensoriais,
emocionais e perceptivos sdo ativados para localizar e reconhecer os estimulos
dolorosos (Basbaum e Fields, 1984; Ploghaus et al., 2003). A partir da identificacdo do
estimulo, € desencadeado uma série de funcdes de alerta ao individuo, buscando a
autopreservacdo através de respostas defensivas de acordo com a situacdo nociva,
caracterizando o alto valor adaptativo deste processo (Basbaum e Fields, 1984; Melzack
et al., 1999; Ploghaus et al., 2003). Segundo Luna (2006), a dor, juntamente com a funcdo
cardiorrespiratéria e térmica do nosso organismo, pode ser considerada o quinto sinal
vital.

A capacidade de compreender e de processar um estimulo doloroso é
resultante de uma série de elementos perceptiveis, sensoricis e afetivo-emocionais
(Ploghaus et al., 2003). Investigacdes a respeito da dor indicam que a mesma possui
singularidades e caracteristicas ligadas a experiéncia da dor, nos quais podem ser
demonstrados os componentes sensorial-discriminativo e afetivo-motivacional. Segundo
Basbaum et al. (2009), a capacidade em localizar a origem, a escala temporal e a
intensidade dos danos reais ou iminentes ao tecido estdo associados ao componente
sensorial-discriminativo, ao passo em que as consequéncias da experiéncia da dor em
emocdes e respostas comportamentais, como a reacdo de luta ou fuga, estdo
relacionados com o componente afetivo-motivacional.

A percepcdo da dor e o processamento da informacdo resultante do estimulo
doloroso pode ser especificado em dor fisioldgica ou patolégica (Fantoni e
Mastrocinque, 2002; Almeida et al., 2006). A dor fisiolégica ou dor aguda é explicada
como sendo uma resposta protetora do organismo, buscando alertar o individuo para
um estimulo nocivo que represente uma lesdo real ou que esteja prestes a acontecer
nos tecidos, resultando em respostas autondmicas e/ou comportamentais especificas
(Woolf e Mannion, 1999). Este comportamento protetor do organismo traz beneficios ao
individuo, uma vez que busca preservar a sobrevivéncia e, consequentemente, possui
alfo valor adaptativo (Basbaum et al., 2009). Todavia, a medida em que a dor
permanece ou se repete de forma persistente, a mesma pode resultar em um estado
de depressdo equivalente ao desencadeado por estimulos estressantes inevitaveis, ndo

desempenhando mais vantagem biolégica, e sendo classificada como dor patoldgica
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ou crénica, na qual é resultante de impulsos de pequena magnitude produzidos por
atividade neural anormal (Woolf e Mannion, 1999; Melzack et al., 1999; Vanderah, 2007).

A dor crénica pode ser caracterizada de acordo com sua origem, podendo ser
nociceptiva, neuropdtica ou inflamatdéria. A primeira, é originada através da ativacdo
de terminacdes nervosas livres de fibras de neurbnios ganglionares espinais ou dos
gdanglios trigeminais e nodoso, denominados nociceptores. Apds a ativacdo dos
nociceptores, o estimulo nocivo encaminha-se ao corno dorsal da medula espinal ou
ao nucleo espinal do trigémeo, por meio de sinapses, resultando na ativacdo do
neurdnio secunddrio e consequentemente conduzindo o estimulo a outras regides do
sistema nervoso central (SNC) (Julius e Basbaum, 2001; Schaible e Richter, 2004). Em
contfrapartida, a dor neuropdtica é procedente de lesdes neurais, podendo acometer
regides periféricas como os nervos ou regides centrais do sistema nervoso (FANTONI e
Mastrocinque, 2002; Almeida et al., 2006), enquanto a dor inflamatdéria resulta em
processo de hiperalgesia com envolvimento de mediadores inflamatdrios (Mamet et al.,,
2003).

No caso da dor inflamatdria, este processo inicia-se como uma resposta do
tecido a injuria celular mediante qualquer agente lesivo, como agentes fisicos
(queimadura, radiacdo, trauma), bioldégicos (microrganismos, reacdes imunoldgicas) ou
quimicos (substdncia caustica) e se caracteriza como um fendmeno complexo,
dinGmico e multimediado, envolvendo uma cascata de eventos bioquimicos e
celulares, como extravasamento de fluidos, ativacdo enzimdtica, migracdo celular,
liberacdo de mediadores, sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise tecidual e de
reparo (Becker, 1983; Piper, 1983).

Diante do contexto lesivo, macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares sdo
recrutados pelo sitio de lesdo celular, agindo no desenvolvimento do processo
inflamatdério, mediante liberacdo de fatores solUveis de regulacdo da fase aguda
denominadas citocinas, sendo as principais a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e
fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) (Akira et al., 1990). Ainda, os macréfagos e
leucdcitos liberam uma série de subst@ncias oxidantes e enzimdticas, induzindo ao
estresse oxidativo, e gerando subprodutos como espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio que comegam a ser produzidas em demasia. Estes fatores induzem a
liberacdo de fatores transcricionais como o NF-kB, dimero Fos-jun e AP-1, assim como
rompimento de mitocéndrias, peroxidacdo e destruicdo de membranas e dano no
DNA, resulfando na estimulacdo de produtos génicos capazes de codificar enzimas que
eliminam radicais livres, reparam tecidos, produzem citocinas, receptores de superficie
celular, fatores de crescimento e de outros mediadores inflamatdrios (Dray, 1995; Coob
et al., 1996). Com isso, apds a liberacdo dos mediadores inflamatérios, ocorre uma

alteracdo na forma com que o estimulo nociceptivo é traduzido perifericamente,
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aumentando a sensibilidade de tfransducdo dos nociceptores de limiar elevado, e
consequentemente, reduzindo o limiar de percepcdo do estimulo doloroso, resultando
em uma resposta potencializada a estimulos nociceptivos supra limiares (hiperalgesia) e
dor espont@nea (alodinia) (Bonica et al., 1990; Meyer et al., 1994).

Conseguinte, a informacdo resultante do estimulo doloroso é encaminhada
para regides encefdlicas por meio de vias ascendentes de comunicacdo (Figura 1),
dentre as quais podemos destacar: trato espinotaldmico, trato espinoparabranguial,
frato espinohipotal@dmico, trato espinorreticular e espinomesencefdlico (MILLAN, 1999).
Além disso, destacam-se estruturas corticais pertencentes a essas vias, como cortex
somatossensorial, cértex cingulado anterior, cértex pré-frontal, tdlamo e insula, e
estruturas subcorticais; amigdala, substéncia cinzenta periaquedutal (SCP) e bulbo
rostro-ventromedial (RVM), compondo as vias nociceptivas, e constituindo a matriz da
dor (Neugenbauer et al., 2009; Bushnell et al., 2013)

A via espinotal@mica possui projecdes que vao desde as I&minas | e V do corno
dorsal da medula espinal até o tdlamo e regides corticais superiores por meio do trato
espinotaldmico lateral. A via espinorreticular envia aferéncias d formacdo reticular do
fronco encefdlico, responsdvel em encaminhar as projecdes ao tdlamo. A via
espinomesencefdlica projeta aferéncias via frato espinotal@émico lateral até regides
como os nucleos da rafe e a SCP. A via trigeminal parte das terminacdes sensitivas
faciais desde que o ganglio frigeminal possui projecdes no segundo neurdnio presente
no nucleo espinal do trigémeo, este responsdvel em distribuir projecdes ao tdlamo e
outros centros de processamento da dor. Ainda, a via vagal parte das terminacoes
sensoriais viscerais, passando pelo génglio nodoso e realizando sinapse no ndcleo do
frato solitdrio, este responsdvel em emitir informacdes da dor visceral aos centros
encefdlicos de processamento da dor (Jessel e Basbaum, 2000; Branddo, 2005; Hanani,
2015; Gebhart e Bielefeldt, 2016).
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Figura 1: Esquema simplificado demonstrando as vias ascendente e descendente da dor: Fonte:
Modificada de The Cerebral Signature for Pain Perception and its Modulation, Irene Tracey e
Patrick Mantyhl, (2007). Abreviacdes: CCA: Cértex Cingulado Anterior; NCF: NUcleo Cuneiforme;

SCP: Substancia Cinzenta Periaquedutal; TPDL: Tegumento Pontino Dorsolateral;

Assim, na medida em que o processamento da dor para regides superiores do
SNC ocorre pelas vias ascendentes, o caminho inverso é feito por vias descendentes
modulatdrias, podendo resultar na inibicdo ou facilitacdo da dor (Bolles e Fanselow,
1980; Vanderah, 2007). As vias descendentes constituem-se de ramificacdes da SCP
para o tronco encefdlico, em regides como o RVM, que posteriormente enviam
projecoes para a medula espinal e nucleo espinal do trigémio. Das vias descendentes
de confrole da dor participam diferentes neurotfransmissores, entre eles serotoning,
opidides enddgenos, canabindides e noradrenalina. Vias inibitdrias ténicas do sistema
de interneurénios GABAérgicos também podem modular as vias excitatérias que
conduzem a ativacdo da inibicdo da dor (Urban e Gebhart, 1999; Vanegas e Schaible,
2004). Aléem disso, achados na literatura demonstram que a SCP também integra
impulsos originados em regides limbicas, indicando que comportamentos como a
ansiedade, depressdo e medo podem regular o processamento da dor, elucidando o
seu aspecto emocional (D'mello e Dickenson, 2008). Ainda, o envolvimento de regides
limbicas, como a amigdala, na modulacdo da dor e a relacdo de estados emocionais
na sua percepcdo podem estar associados com a magnifude da inibicdo ténica da

fransmisséo da dor pelas vias descendentes modulatérias (Mason e Gao, 1980).
1.2. Amigdala

Dentre as diversas regides encefdlicas que estdo envolvidas na modulacdo da

nocicepgcdo, o complexo amigdaloide evidencia-se em fungdo de receber vias
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aferentes nociceptivas diretas do tfronco encefdlico e da medula espinal (Neugenbauer
et al., 2004), estando, assim, envolvida no processamento central da dor e modulando
a interacdo entre dor e emocdo (Heinricher e Mcgaraughty, 1999; Fields, 1999; Rhudy e
Meagher, 2000). Além disso, estudos comportamentais, bioquimicos e eletrofisiologicos
demonstram o envolvimento da amigdala na modulacdo da nocicepcdo (Lariviere e
Melzack, 2000; Ulrich-Lai et al.,, 2006; Ji e Neugenbauer, 2007), e também no
processamento de estimulos aversivos e nas respostas emocionais, como
congelamento, luta ou fuga, por exemplo (Ledoux, 2000; Leite-Panissi et al., 2004;
Tavares et al., 2018).

A amigdala é constituida de complexos grupos heterogéneos de nucleos e
localiza-se bilateralmente ao lobo temporal anterior do encéfalo (Amaral; Basset, 1989;
Amaral; Insausti, 1992). Segundo a classificacdo de Price et al. (1987), os nUcleos que
constifuem a amigdala podem ser divididos em frés grupos: 1) Grupo profundo ou
basolateral (BLA), no qual fazem parte o ndcleo lateral, o ndcleo basal e o ndcleo basal
acessorio; 2) Grupo cortical, no qual fazem parte os nUcleos corticais e o nUcleo do trato
olfatério lateral e; 3) Grupo centromedial, no qual fazem parte os ndcleos medial e
central (CeA). Ainda, a constituicdo celular tanto da BLA quanto da CeA difere-se
principalmente na quantidade de neurdnios inibitdrios, uma vez que a BLA consiste
principalmente de neurdnios excitatérios e uma peguena parcela de projecdes de
interneurénios inibitérios, enquanto a CeA consiste, em sua maioria, de neurdnios
inibitérios, incluindo tanto interneurdnios locais quanto projecdes descendentes (Janak
e Tye, 2015; Sah et al., 2003; Gilpin et al., 2015; Spampanato et al., 2011).

Os estimulos sensoriais chegam na amigdala em grande parte pelo nicleo
lateral, enquanto as vias de saida pelo CeA. Ainda, a amigdala recebe fibras polimodais
envolvidas com a cognicdo e a afetividade vindas do tdlamo e de dreas corticais
superiores (Shi e Davis, 1999; Ledoux, 2000). Além disso, a regido da amigdala composta
pelo nucleo lateral, BLA e CeA processa informacdes nociceptivas vindas do tdlamo e
do coértex insular através de extensdes das vias espinohipotal@mica e espinotaldmica
(Millan, 1999; Ledoux, 2000). Existem também aferéncias nociceptivas diretas vindas do
fronco encefdlico e medula espinal que adentram a parte latero-capsular do CeA
(Neugebauer et al., 2004), aferéncias nociceptivas da via
espinoparabranguioamigdaloide (Gauriau e Bernard 2002) e aferéncias via projecoes
diretas da medula espinal (Neugebauer et al., 2004).

O complexo amigdaldide é composto de intensa presenca de neurdnios
nociceptivos, caracterizando a modulacdo da nocicepcdo, e dessa forma,
executando funcdo essencial no controle inibitério descendente da dor (Neugebauer
et al., 2004). Este controle pode ser observado apds a estimulacdo nociceptiva da

amigdala, na qual resultou em diversas alteracdes comportamentais, hormonais e
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autonémicas, dentre elas a analgesia (Nunes-de-Souza et al., 2000; Baptista et al., 2009;
Heinrichier et al., 2009), demonstrando a importadncia desta estrutura na modulacdo
neuroguimica da dor e das emocodes (Sah et al., 2003; Henrichier et al., 2009). Outros
estudos também sugerem que a amigdala pode modular o processo inflamatdrio e a
dor inflamatdria, uma vez que foi observado aumento da concentracdo de TNF-a na
BLA durante a fase crénica da inflamacdo periférica (Chen et al., 2013).

Diante disso, destaca-se a presenca de inUmeros neurotransmissores e
receptores atuando na amigdala, na qual desempenham papéis importantes na
modulacdo dos estados emocionais € nociceptivos (Davis, 1993; McGaugh, 2004).
Dentre os neurofransmissores que atuam na mediacdo nociceptiva, a glicina destaca-
se por ser um dos principais neurotransmissores inibitérios do SNC. Os neurotransmissores
inibitérios exercem papel fundamental ao contrabalancear os neurotransmissores
excitatérios através da hiperpolarizacdo, resultando na inibicdo de seus alvos pds-
sindpticos (Marin, 2012), e consequentemente, gerando alteracdo no fluxo com que a
informacdo é encaminhada através das redes neuronais.

Os receptores para glicina (GliRs) sdo altamente expressos tanto em neurdnios
do BLA (Danober e Pape, 1998; Mccool e Botting, 2000; Mccool e Farroni, 2001) quanto
em neurbnios da CeA (Delaney e Sah, 1999). Diante disso, quando ocorre a
administracdo de picrotoxina, um antagonista dos GliRs, é observado a potencializacdo
de comportamentos ansiogénicos, de medo e de dor (Makarovsky et al.,, 2008),
demonstrando o potencial terapéutico dos GliRs na amigdala para o tratamento de
desordens emocionais e dolorosas. Qutros estudos também demonstraram através da
técnica de andlise proteica Western Blotting a presenca dos GliRs na amigdala, uma
vez que que todas as subunidades dos GliRs foram detectadas na membrana celular

tanto do BLA quanto do CeA (Delaney et al., 2010).

1.3. GliRs e Neurotransmissdo da Glicina

A glicina é um aminodcido ndo essencial formado por uma molécula de
carbono ligada a um grupo amina e um grupo carboxil, a qual é encontrada em quase
todas as proteinas (Nelson, 2004). E um neurotransmissor inibitério do SNC, sendo que
quando os seus receptores sGo ativados, ocorre a penetracdo do anion cloreto nos
neurdnios via receptores ionotrépicos, resultando em potencial pds-sindptico inibitdrio
(Wagner et al., 1992). Além disso, a dlicina desempenha funcdo essencial na
modulacdo da nocicepcdo na medula espinal e nas estruturas supramedulares (Betz,
1991), inibindo a transmissdo nociceptiva em dreas especificas do encéfalo, como a
SCP e o nUcleo tal@dmico, por exemplo (Betz, 1991; Pourcho et al., 1992; Lin et al., 1996;
Sherman et al., 1997).
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Modelos experimentais demonstraram que a glicina desempenha efeito anti-
inflamatdrio (Hartog et al., 2007; Carmans et al., 2010; Stoffels et al., 2011), imunoprotetor
e citoprotetor, no qual pode ser evidenciado através da diminuicdo de lesdes renais e
hepdticas causadas pelo uso de drogas (Li et al., 2001; Mikalauskas et al., 2011),
prevencdo de lesdes por isquemia-reperfusdo em diversos 6rgdos e prevencdo de
choques resultantes de hemorragias e endotoxinas (Rose et al., 1999; Jacob et al., 2003).
Além disso, estudos in situ, utilizando a técnica da imunoistoquimica (Fujita et al., 1991;
Paldcios et al., 1991; Fujiwara et al., 1998), e estudos in vivo (Renno et al., 9 1992),
indicaram que a glicina atua nas funcdes analgésicas na SCP. Assim, a dlicina
demonstra estar envolvida na modulacdo de diversas funcdes, incluindo regulacdo
cardiovascular e comportamental (Berrino et al., 1993; Jurguens e Lu 1993; Carobrez et
al., 2001).

Segundo Zhong et al. (2003), a atuacdo da glicina no organismo resulta na
supressdo da sinalizacdo do cdicio, uma vez que ela ativa os canais de cloro da
membrana plasmdtica, aumentando a conducdo do ion cloreto pelo seu receptor,
estabilizando ou hiperpolarizando o potencial da membrana, acarretando no bloqueio
da entrada de cdicio na célula e impedindo o estimulo que iria resultar na cascata de
formacdo das citocinas, assim, levando a inibicdo de células envolvidas no processo
inflamatdrio, possivelmente impedindo a ativacdo dos complexos proteicos NF-Kb, TFN-
aelL-1B (Figueiredo et al., 2009). O blogueio destes complexos proteicos foi evidenciado
por Mauriz et al. (2001), no qual através de modelos animais de choque hemorrdgico,
demonstrou que a glicina inibe a producdo de enzimas anfioxidantes, como a TFN-a,

elucidando os efeitos protetores da glicina na prevencdo do estresse oxidativo.

Em relacdo a seus receptores, os mesmos possuem natureza pentamérica,
constituido por quatro subunidades a e uma B, sendo que estes receptores sdo
competitivamente inibidos pela estricnina e picrotoxina e intensificados por baixas
concentracoes de zinco e etanol (Legendre, 2001). Enfretanto, segundo alguns autores,
grande parte da glicina liberada na SCP deve atuar nos receptores glutamatérgicos
NMDA (Berrino et al., 1993; VIU et al., 1998). Assim, a atuacdo da glicina nos receptores
NMDA resulta em efeitos importantes ao organismo, fazendo com que alguns autores
descrevam a glicina como um co-agonista do receptor NMDA (Johnson e Ascher, 1987).
Assim, GliRs sensiveis a estricnina ou picrotoxina, que sdo hiperpolarizantes da
membrana neuronal, e quando ativados, resultfam na inibicdo da despolarizacdo
causada pelo glutamato, reprimindo a conducdo neuronal que consfituem parte das

vias descendentes que confrolam a dor (Min et al., 1996; Onaka et al., 1996).

Os GIiRs fazem parte do grupo de canais idnicos Cys-Loop, no qual também

pertencem os receptores de acetilcolina e os receptores serotoninérgico 5-HT3 (Lynch,
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2004), e sGo constituidos de 5 subunidades organizadas simetricamente em volta de um
poro de conducdo idbnico. Em roedores, os GliRs sGo constituidos de 4 subunidades
diferentes, sendo elas a-1, a-2, a-3 € B, sendo cada uma sintetizada a partir de um gene
distinto (Grenningloh et al., 1990). Os GliRs podem ser homomultimeros contendo apenas
uma subunidade a ou heteromultimeros contendo tanto uma subunidade o quanto
uma B, entretanto na maior parte dos casos a constituicdo é heteromultimera (Betz et
al., 1991). Os GliRs estdo amplamente distribuidos na espinha dorsal, retina, tronco

encefdlico, e em regides encefdlicas como a amigdala (Rajendra et al., 1997).

Evidéncias prévias sugerem que os GliRs sdo alvos importantes de canabindides
no SNC, sendo que inUmeros fitocanabindides, endocanabindides e canabindides
sintéticos demonstraram potencializar as correntes de glicina (IGli) em neurdnios nativos
isolados de regides encefdlicas como da drea tegmental ventral, amigdala, hipocampo
e da medula espinal, assim como em células que expressam recombinantes GliRs via
mecanismo independente dos receptores canabindides CB1 e CB2. (Hejazi et al., 2006;
Yang et al., 2008; Ahrens et al., 2009 a,b; Demir et al., 2009; Foadi et al., 2010; Xiong et
al., 2011, 2012; Yevenes e Zeilhofer, 2011 a,b). Ainda, estudos também sugerem que o
CBD possui efeito agonista nas subunidades a-1 € a-3 dos GliRs (Devinsky et al., 2014),
suprimindo a dor inflamatéria e neuropdtica persistente em estudos com roedores

(Xiong et al., 2012).

Os canabindides enddgenos e exdgenos também demonstraram ter
capacidade de modular alostericamente os receptores serotoninérgicos 5HT3A, os
receptores nicotinicos (NACh) e os gabaérgicos do tipo A (GABAA) (FAN, 1995; Barann
et al., 2002. Oz et al., 2004; Hejazi et al., 2006; Xiong et al., 2008; Sigel et al., 2011). Segundo
estudos anteriores, diferentes sitios de acdo dos dominios das subunidades o dos GliRs
podem mediar de forma distinta a modulacdo alostérica (Lobo e Harris, 2005; Harris et
al., 2008; Foadi et al., 2010; Xiong et al., 2011; Yevens e Zeilhofer, 2011). Isso pode ser
evidenciado em estudo realizado por Xiong et al. (2011), no qual o mesmo demonstrou
gue a presenca do aminodcido serina no dominio TM3 da subunidade do GIliR poderia
regular a potencializacdo dos GliRs induzidos pelo canabindide A9-tetrahidrocanabinol
(THC). Tal potencializacdo dos GliRs pelos exocanabindides (canabidiol/CBD, e THC)
demonstrou também estar envolvida na modulacdo da dor em ratos, promovendo
efeito analgésico (Xiong et al., 2011). No entanto, o conhecimento acerca do
envolvimento do sistema canabindide com os GliRs na modulacdo da dor inflamatdria
ainda é pouco elucidado, tornando necessdrio estudos que busquem avaliar as
facilitacdes alostéricas envolvendo os GliRs no intuito de contribuir com tratamentos

para a dor persistente.
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1.4. CBD e neurotransmissdo endocanabindide

A busca por neurofransmissdes que estejam envolvidas na neurobiologia da dor
e das emocoes vem ganhando cada vez mais espaco, sendo que a descoberta de
novos substratos e receptores que participam de processos neurobioldgicos vem
resultando em nUmero cada vez maior de publicagcdes. Diante disso, dentre as
neurotransmissdes que desempenham papel importante na modulacdo da
nocicepcdo e dos estados emocionais, os endocanabindides vem ganhando cada vez
mais espaco, em funcdo de ser uma neurofransmissédo abundante no SNC (Morena et
al., 2016), e por promover analgesia em contextos clinicos e experimentais (Pacher et
al., 2006; Costa et al., 2007; Genaro et al., 2017, Siiva-Cardoso et al., 2021 e 2023,
Macedo-Souza et al. 2023). O termo endocanabindide compreende o conjunto de
ligantes enddgenos dos receptores ativados pelo THC, o composto psicoativo da
Cannabis sativa (Howlett et al., 2002), sendo que estudos fem elucidado a participacdo
da neurotransmissdo endocanabindide na modulacdo de diversas respostas
comportamentais e fisioldgicas, como dor, movimento, cognicdo e memaria (Hill,
Matthew e Mcewen, 2010; Morena et al., 2016). Além disso, os primeiros
endocanabindides observados foram o 2-araquidonil glicerol (2-AG) (Mechoulam et al.,

1963) e a araquidonil etanolamida (anandamida) (Davane et al., 1992).

A Cannabis sativa possui mais de 500 substdncias, no qual podemos destacar os
fitocanabindides, como o CBD e o THC (Turner et al., 1980, 2017). Sabe-se que os
principais ativos da Cannabis interagem com receptores canabindides enddgenos do
organismo, e os mesmos foram usados durante anos como analgésicos. Entretanto, por
conta de fatores tais como a falta de conhecimento e a associacdo negativa do uso
abusivo devido o efeito psicoativo do THC, a Cannabis sativa teve seu uso proibido,
dificultando os estudos e o avanco das pesquisas com as suas substancias (Zuardi et al.,
2006). Contudo, conforme o crescimento e o interesse nos fitocanabindides foi
aumentando por conta da identificacdo principalmente do THC como componente
psicoativo da planta, os estudos envolvendo as substéncias da Cannabis aumentaram
significativamente, permitindo a identificacdo dos receptores canabindides CB1 e CB2
amplamente expressos no fecido nervoso e novos inferesses em compreender o0s
mecanismos de acdo deste sistema, buscando novos alvos terapéuticos para uma série
de condicdes clinicas, como por exemplo a dor persistente (Gaoni; Mechoulam, 1964;

Devane et al., 1992).

Os efeitos antinociceptivos observados nos endocanabindides ocorrem
principalmente em funcdo da ativacdo dos receptores CB1 pela anandamida ou 2-AG,
entfretanto novos estudos vém sendo realizados buscando compreender a atuacdo de

outros canabindides no sistema nervoso. Diante disso, todo o processo envolvendo a
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neurotransmisséo endocanabindide vem sendo cada vez mais estudada, desde a
sintese, intferacdo com receptores e degradacdo por enzimas, buscando compreender
o real potencial para induzir analgesia, desde os nervos periféricos e células imunes, até
a medula espinhal e regides supra espinais envolvidas com o controle descendente da
dor (Mechoulam et al., 1995; Ulugdl et al., 2014).

Em meados dos anos 90, a descoberta dos receptores CB1, localizados no SNC
(Matsuda et al., 1990) e do CB2 (Munro et al., 1993), localizados majoritariamente fora
do SNC, resultfou em novas possibilidades de compreensdo da aftuacdo dos
endocanabindides (Figura 2). Os receptores CB1 localizam-se principalmente nos
terminais nervosos pré-sindpticos do SNC, sendo responsdaveis pela maioria dos efeitos
neurocomportamentais dos canabindides e sdo amplamente distribuidos no bulbo
olfatério, hipocampo e cerebelo, e em baixa escala no tdlamo e nos tecidos periféricos
(Russo et al., 2005). Em contrapartida, os receptores CB2 enconfram-se em maior escala
no sistema imunoldgico, sendo expresso principalmente em células imunoldgicas como
mastdcitos, linfocitos, macréfagos e astrocitos (Carlini et al., 2015; Silva, 2017) mas
podendo também ser encontrados em baixa escala na micréglia e em regides pos-
sindipticas (Sagar et al., 2009). Os receptores CB2, por mais que atuem principalmente
como imunomoduladores periféricos, também participam da modulacdo da dor
inflamatdria persistente (Russo; Hohmann, 2012). Ainda, estudos demonstraram que a
ativacdo destes receptores sdo responsdveis por efeitos antinociceptivos, como pdde
ser evidenciado por Nackley (2003), que através do modelo de ligacdo do nervo espinall
e da constricdo crénica do nervo cidtico, demonstrou que o agonismo seletivo destes

receptores exerceu efeito antinociceptivo.
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Figura 2: Esquema representando a distribuicdo dos receptores canabindides CB1 e CB2 e das

suas respectivas fungdes fisioldgicas no organismo. Fonte: Modificado de Carlini et al., (2015).

Ademais, os canabindides atuam como mensageiros retrégrados, buscando
reestabelecer a homeostase em células pds-sindpticas ligando-se a receptores pré-

sindipticos, agindo como neurofransmissores sindipticos retrégrados tonicamente ativos
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(Carlini et al., 2015; Boggs et al., 2017). O estimulo inicia-se no neurdnio pds-sindptico e a
excitacdo neuronal induz a despolarizacdo e ao influxo de ions cdlcio, gerando a
estimulacdo de enzimas fosfolipases que iniciam a sintese dos endocanabindides, estes
liberados na fenda sindptica e prontos para se ligarem nos seus receptores alvo. Este
mecanismo ¢é referido como supressdo da inibicdo/excitacdo induzida pela
despolarizacdo celular (Howlett et al., 2004) e pode afetar aspectos como a meméria,

a cognicdo e a percepcdo da dor (Wilson, 2002).

Dentre os canabindides encontrados na Cannabis sativa, o CBD destaca-se
como um dos principais alvos terapéuticos para o tratamento da dor inflamatdria, uma
vez que ndo possui os efeitos psicoativos do THC, e possui propriedades amplas de
acodes no sistema nervoso central e periférico (Blessing et al., 2015). O CBD possui pouca
afinidade com os receptores CB1 e CB2, entretanto, na presenca do THC, demonstrou
capacidade em antagonizd-los (Thomas et al., 2007). Contudo, sua atuacdo na
modulacdo da dor vem sendo associada a interacdo com outros receptores, como
receptores acoplados a proteina G, como o caso dos receptores serotoninérgicos
5HTTA e 5HT3, canais idnicos do tipo receptor vanildide de potencial transitério (TRPV1),
receptores de dlicina, e também via inibicGo da recaptacdo da enzma de
degradacdo da anandamida, a FAAH (Russo et al., 2007; De Pefrocelis et al., 2011;
Burstein et al., 2015; Morales et al., 2017), facilitando a sinalizacdo dos endocanabindides

(Mechoulam e Hanus, 2002).

Achados na literatura indicam que o CBD produz efeito analgésico em sitio
periférico, espinal e supra-espinal (DI Marzo et al.,1998; Piomelli, 2005). Além disso,
estudos utilizando diferentes modelos animais, com estimulos térmicos, quimicos e
mecdanicos, demonstraram que os endocanabindides induziram a antinocicepcdo
(Walker, 2005; Walker e Hohmann, 2005), podendo caracterizar o efeito antinociceptivo
dos canabindides tdo eficaz quanto o da morfina (Bloom et al., 1977). Efeitos anti-
inflamatdérios do CBD também foram observados em um modelo de inflamacd&o aguda
induzido por injecdo infraplantar de carragenina em roedores, no qual demonstrou-se
a atenuacdo da inflamacdo apds administracdo de CBD (Costa et al., 2004). Ainda,
outro estudo demonstrou que a administracdo sistémica de CBD produziu diminuicdo
das contorcdes no teste de contorcdes abdominais, indicando participacdo do CBD na
modulacdo da dor (Petrilli et al., 2019). Assim, o CBD vem tendo notdrio destaque em
funcdo das suas propriedades anti-inflamatdrias (Campos et al., 2016; Costa et al., 2007),
e sendo visto como possivel alternativa farmacoldgica para o tratamento de doencas
inflamatdrias persistentes (Carrier et al., 2006). No entanto, ainda existe muita limitacdo

em localizar os sitios de acdo dos endocanabindides e evidenciar como ocorrem os
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seus mecanismos de acdo na modulacdo da dor (Hohmann e Suplita, 2006), em

particular na dor inflamatdria persistente.

Assumindo que a dor é descrita como o quinto sinal vital pela Organizacdo
Mundial da Saude, influenciando diretamente na capacidade funcional e na
qualidade de vida do paciente, consequentemente tornando-se um problema de
salde publica. Considerando que somente no Brasil, 51,44% da populacdo reporta a
presenca da dor persistente isoladamente, ou associado a outra patologia (Sbed, 2018),
torna-se necessdrio e relevante a busca por alternativas farmacoldgicas que
demonstram capacidade de modular a dor. Dessa forma, a relevincia em
compreender a possivel interacdo do CBD com os receptores de glicina na amigdala
na modulacdo da dor, assim como 0s seus processos neurobioldgicos envolvidos na
nocicepcdo, torna-se importante na busca por possiveis tratamentos com alta

efetividade e baixa toxicidade.

2, Objetivos
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o envolvimento da neurofransmisséo
endocanabindide e dos receptores de glicina na modulacdo da dor inflamatdria
persistente promovida pela injecdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) intra-

plantar em camundongos C57BL/6.

2.2. Objetivos especificos

e Avdliar o efeito do tratamento subcrénico com CBD (3 mg/kg, i.p., 3 dias/1 vez ao
dia) ou veiculo, na sensibilidade mecdénica (teste de von Frey) e térmica (testes da
placa quente e acetona) em camundongos machos com inflamacdo periférica

induzida pela administracdo de CFA intra-plantar

e Avdliar o efeito do tratamento subcrénico com CBD (3 mg/kg, i.p., 3 dias/1 vez ao
dia) ou veiculo, no Paradigma de Fuga e Esquiva ao local (PEAP) e no Teste do
Campo Aberto em camundongos machos com inflamacdo periférica induzida pela

administracdo de CFA intra-plantar

e Avdliar a expresséo de receptores p-GLR1 na amigdala de camundongos com

inflamacado periférica através do ensaio de Western Blotting.
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3. Material e Método
3.1. Animais e condicoes experimentais

Neste estudo, foram utilizados 128 camundongos machos C57BL/6, procedentes
do Biotério Central da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sdo
Paulo (USP). Todos os camundongos finham de 8 a 10 semanas de idade (20-25 g) no
inicio dos experimentos, e foram mantidos em caixas coletivas (densidade populacional
de 8 camundongos por drea de piso de 1354 cm?2), de polipropileno forradas com
maravalha, em ambiente com temperatura controlada (24° C + 1° C) e ciclo claro-
escuro de 12 horas, com dgua e comida ad libitum. Todos os protocolos experimentais
foram realizados de acordo com os regulamentos e cuidados na utilizacdo de animais
em laboratérios, conforme a Legislacdo Brasileira para Uso de Animais, e foram
aprovados junto & Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP (Processo CEUA 21.1.720.59.6 — ANEXO |). Tendo
em vista a natureza dolorosa dos experimentos, foram fomados cuidados redobrados
para ndo causar qualquer tipo de dor desnecessdria para os animais além da dor

inflamatdria persistente e dos testes nociceptivos.

3.2, Indugdo de Inflamacgado Persistente por CFA

A dor inflamatdéria persistente foi induzida por meio da administracdo de
Adjuvante Completo de Freund (CFA, 30 L) em suspensdo (dleo/salina 1:1). Animais
controle receberam injecdo de solucdo salina (NaCl, 0,9%, SAL). Os camundongos
foram inicialmente anestesiados com a associacdo de cloridrato de cetamina 10% (80
mg/kg) e cloridrato de xilazina 4% (10 mg/kg). No experimento 1, no 3°, 7° e 10° apds a
injecdo de CFA ou SAL os animais foram submetidos ao teste de sensibilidade mecdanica
(teste de von Frey), teste da placa quente e teste da acetona. No experimento 2, no
10° dia apds a injecdo de CFA ou SAL, grupos independentes foram submetidos ao
paradigma de fuga e esquiva (PEAP) e 5 minutos depois ao teste do campo aberto.
Para ainjecdo do CFA ou SAL foi ufilizado uma seringa de 1 mL graduada em 0,01 mL e

uma agulha fina 30 2 G (30 x 13 mm).

3.3. Grupos Experimentais e Tratamento Farmacoldgico

No 10 ° dia do protocolo, os camundongos foram submetidos a administracdo
sistémica i.p. de veiculo (Solucdo Salina 0,9%) ou administracdo do antagonista dos
receptores de glicina (Picrotoxina, Sigma Aldrich, 0,5mg/kg. i.p diluida em 99% Solucdo
Salina 0,9% e 1% DMSO) 10 minutos antes da administracdo do CBD (pureza de 99,6%,;
BSPG-Pharm, Sandwich, UK - 3,0mg/kg, i.p diluido em 98% salina e 2% Tween 80). A
administracdo do CBD se deuno 8°, 9 °e 10 ° dia do protocolo, sendo que no 10 ° dia

ocorreu 30 minutos antes do inicio dos testes nociceptivos ou comportamentais. As
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figuras 4 e 5 e as tabelas 1 e 2 apresentam os grupos experimentais utilizados neste

projeto. A dose e a duracdo do fratamento ufilizada foi fundamentada em estudo

prévio de Silva-Cardoso et al. (2021 e 2023).
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CFA
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Figura 3: Distribuicdo dos grupos experimentais do Experimento 1.

—

TN e Western
Blofting

Abreviagdes: CBD:

canabidiol; CFA: Adjuvante Completo de Freund; PTX: picrotoxina; SAL: solucdo salina;

TN: testes nociceptivos; VEI: veiculo. Fonte: autoria propria.
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Experimento 1

Condicao Tratamento Quantidade (n)

VEI + VEI
PTX + VEI
VEI + CBD
PTX + CBD

Controle (Salina)

8

VEI + VEI
PTX + VEI
VEI + CBD
PTX + CBD

Inflamagao (CFA)

Tabela 1: DistribuicGo dos grupos experimentais do Experimentol.

00O 00 00 00 |0 00

Abreviacoes: CBD:

canabidiol; CFA: Adjuvante Completo de Freund; PTX: picrotoxina; VEI: veiculo.
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Figura 4: Distribuicdo dos grupos experimentais do Experimento 2. Abreviagoes: CA:

campo aberto; CBD: canabidiol; CFA: Adjuvante Completo de Freund; PEAP:

paradigma fuga-esquiva; PTX: picrotoxina; SAL: solucdo salina; VEI: veiculo; VF: teste von

Frey. Fonte: autoria prépria.
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Experimento 2
Condicao Tratamento Quantidade (n)

VEI + VEI 8
PTX + VEI
VEI + CBD
PTX + CBD
VEI + VEI
PTX + VEI
VEI + CBD
PTX + CBD 8

Controle (Salina)

Inflamacgdo (CFA)

00O 00 00 |00 00 00

Tabela 2: Distribuicdo dos grupos experimentais do Experimento 2. Abreviacdes: CBD:

canabidiol; CFA: Adjuvante Completo de Freund; PTX: picrotoxina; VEI: veiculo.

3.4. Testes Nociceptivos

3.4.1. Sensibilidade Mecdanica

A sensibilidade mecdnica foi verificada por meio do limiar de retirada da pata
fraseira utilizando o analgesimetro eletrdnico modelo von Frey (Insight Ltda., Ribeirdo
Preto, SGo Paulo, Brasil). O aparato consiste em um transdutor de pressdo adaptado a
um contador digital de forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor de
pressdo com a pata é realizado por uma ponta descartdvel de polipropileno (0,5 mm
de didmetro). Os camundongos foram posicionados em uma gaiola de metacrilico
(12cm x 10cm x 17cm) com o assoalho da caixa feito de arame ndo maledvel na forma
de rede, permifindo a estimulacdo da pata (Figura 6). As alteracdes nos limiares
nociceptivos foram avaliadas exercendo-se uma pressdo linearmente crescente no
centro da planta da pata do animal até a producdo de uma resposta caracterizada
como retirada ou sacudida da pata estimulada. A sensibilidade mecdnica foi, entdo,
quantificada (em gramas) antes da inducdo da inflamacdo (linha de base) e apds a
inducdo da inflamacdo. O limiar foi avaliado por 3 vezes consecutivas, sendo o limiar a
média em gramas de resposta. As sessdes testes foram realizadas no periodo basal (dia
0) e durante o desenvolvimento da inflamacdo, no 3° 7° e 10° dia experimental. Foi
redlizado um periodo de habituacdo entre 15 e 20 minutos para adaptacdo ao

ambiente antes da realizacdo dos testes.
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Figura 5: Esquema da realizacdo do teste para avaliacdo da sensibilidade mecdénica,
teste de von Frey eletrdnico. Fonte: autoria prépria. Desenho/Esquema obtido no

Biorender.

3.4.2. Sensibilidade Térmica ao Frio

Para avaliar as alteracdes da percepcdo ao frio induzidas pela inflamacdo
persistente foi utilizado o teste de instilacdo plantar de acetona logo apds o teste de
Von Frey. No procedimento, os camundongos foram colocados em uma gaiola de
metacrilico (12cm x 10cm x 17cm) com o assoalho da caixa feito de arame ndo
maledvel na forma de rede, permitindo a estimulagcdo da pata (Figura 7). O tempo de
ambientacdo foi entre 15 e 20 minutos. Apds a adaptacdo ao ambiente, um jato de
100 yL de acetona foi instlado na pata traseira direita do animal com uma seringa de
insulina a uma distancia de aproximadamente 5 mm da pata, por entre a malha da
caixa de observacdo. Foi quantificado durante o periodo de 1 minuto o niUmero de
sacudidas em resposta ao resfriamento da pele induzido pela acetona. Os par&émetros
avaliados foram considerados como os indices de resposta a estimulo frio e o aumento
ou reducdo dos valores encontrados que foram interpretados como alodinia ou
hipoalgesia ao frio, respectivamente. Foi utilizado o seguinte indice: 0 (auséncia de
resposta ao estimulo); 1 (refirada da pata ou rdpido movimento); 2 (repetidos
movimentos com a pata, sacudidas repetidas); 3 (movimentos repetfidos da pataq,
sacudidas repetidas, e lambidas). As sessoes testes foram realizadas no dia 0 (linha de

base) e 3°, 7° e 10° dia a partir do inicio da resposta inflamataria.
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Figura 6: Esquema da realizacdo do teste para avaliacdo da sensibilidade térmica, teste

de acetona. Fonte: autoria prépria. Desenho/Esquema obtido no Biorender.

3.4.3. Sensibilidade Térmica ao Calor

Para avaliar as alteracdes da percepcdo ao calor induzidas pela inflamagdo
persistente foi utilizado o teste da placa quente logo apds o teste da Acetona. O teste
avaliou o tempo em que os animais permaneceram sobre uma superficie metdlica
aqguecida (50 x1°C) até reagirem ao estimulo térmico com o comportamento de
levantar ou lamber uma das patas (LIU ef al., 2002). Inicialmente, os animais foram
colocados sobre a placa aquecida e, as respostas ao estimulo térmico (retirada ou
lambida das patas traseiras ou dianteiras), cronometradas (Figura 8). 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. Foram realizadas 3
medidas em intervalos aleatdrios, sendo que o limiar foi considerado como a média das
avaliagcoes. As sessdes testes foram realizadas no dia O (Linha de base) e no 3°, 7° e 10°

dia depois do inicio da resposta inflamatéria.
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Figura 7: Esquema da realizacdo do teste para avaliacdo da sensibilidade térmica, teste

de placa quente. Fonte: autoria prépria. Desenho/Esquema obtido no Biorender.

3.5. Paradigma de Fuga/esquiva ao local (PEAP)

Este protocolo experimental foi fundamentado em frabalhos anteriores de
Labuda e Fuchs (2000a) que padronizaram metodologia para avaliar a qualidade
aversiva da dor inflamatéria ou neuropdtica.

No experimento 2, no 10° dia apds a inducdo da inflamacgdo persistente por CFA,
os camundongos foram submetidos a diferentes tratamentos farmacoldgicos, e
expostos a uma caixa de acrilico composta de dois compartimentos (Figura 9). Um
compartimento escuro e opaco e outro claro e iluminado, sendo estes separados por
anteparo que permitia livre acesso aos dois compartimentos durante 20 minutos de
teste. Durante este periodo, os camundongos foram submetidos & avaliacdo da
sensibilidade mecdnica (teste de von Frey) na pata inflamada quando permaneciam
no ambiente escuro, e na pata contralateral quando no ambiente claro com 15
segundos de intervalo entre as estimulacdes. O parGmetro avaliado foi o fempo de
permanéncia no compartimento claro.

De acordo com estudos prévios (Labuda e Fuchs, 2000b) os animais tem
tendéncia natural de permanecer mais tempo no compartimento escuro, enfretanto, o
animal submetido & inflamacgdo tenderd a evitar o compartimento escuro de escolha

natural, pois & neste compartimento que ocorre a estimulacdo aversiva dolorosa.
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Figura 8: Esquema da realizacdo do paradigma de fuga esquiva, para avaliacdo da
qualidade aversiva da dor. Fonte: autoria préopria. Desenho/Esquema obtido no

Biorender.

3.6. Teste do campo aberto

O aparato consiste em uma arena circular de acrilico transparente, sua
proporcdo é de aproximadamente 60 cm de diimetro e 50 cm de altura, colocada em
um assoalho dividido em 12 secdes (Figura 10). Cada animal foi colocado
individualmente na drea central da arena para um periodo de 5 minutos para livre
exploracdo. Os comportamentos emitidos pelos animais foram registrados por uma
c@mera de video posicionada acima da arena. Foram registrados e analisados o
nUmero total de secdes percorridas, o nUmero de secdes centrais percorridas, o tempo
de permanéncia na regido central do aparato, o nUmero de levantamentos (em pé
com as patas dianteiras levantadas no meio da arena ou contra as paredes), o tempo
gasto em imobilidade (auséncia de movimentos do corpo) e a quantidade de bolos
fecais). O teste foi realizado no 10° dia apds o inicio da resposta inflamatdria, 5 minutos
apods o término do teste PEAP. O teste do campo aberto foi realizado para avaliar se os
fratamentos utilizados neste projeto promoveram alteracdo nas respostas motoras, as
quais sdo necessdrias para emissdo das respostas aos estimulos sensoriais (mecdanico e

térmico). Em adicdo, este teste pode avaliar o comportamento do tipo ansioso.
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Figura 9: Aparato utilizado para o teste do campo aberto. Fonte: autoria propria.

Desenho/Esquema obtido no Biorender.

3.7. Delineamento Experimental

3.7.1. Experimento 1: Avdliagdo do tratamento subcronico com CDB na sensibilidade
mecdnica e térmica durante a inflamagdo persistente e possivel interagcdo com
receptores para glicina (GliR).

Neste protocolo foi avaliado o efeito do fratamento subcrénico com CBD (3
mg/kg. i.p., 3 dias/1 vez ao dia, fratamento iniciado no 8¢ dia experimental) ou veiculo,
na sensibilidade mecdanica (teste de von Frey) e térmica (testes da placa quente e
acetona) em camundongos machos com inflamacdo periférica induzida pela
administracdo de CFA intra-plantar ou ndo (grupo controle com solucdo salina estéril
0,9%, SS). Para avaliar a possivel interacdo do CBD com os GliRs, foi realizada
administracdo prévia com antagonista de receptores GliRs, picrotoxina (0,5 mg/kg. i.p.).
10 minutos antes da administracdo de CBD no 10° dia experimental. Os testes para
avaliacdo da sensibilidade mecdanica e térmica foram realizados antes de qualquer
procedimento (dia 0, periodo basal), e no 3°, 7° e no 10° dia experimental. No 10° dia
experimental, os testes nociceptivos foram feitos antes e depois da administracdo dos
farmacos, 30 minutos apds a administracdo de CBD. Ao término dos experimentos, os
camundongos foram submetidos a eutandsia, e foi removido o encéfalo para posterior
andlise por western blotting. A figura 10 apresenta o delineamento experimental deste

protocolo experimental.
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Figura 10: Delineamento experimental do Experimento 1. Abreviagoes: CBD: Canabidiol;
CFA: Adjuvante Completo de Freund; PTX: Picrotoxing; SS: Solucdo salina estéril 0,9%; TN:
Testes nociceptivos (von Frey, Acetona e Placa quente); VEI: Veiculo. Fonte: autoria

prépria.

3.7.2. Experimento 2: Avaliagdo do tratamento subcrénico com CDB na aversividade a
dor e mobilidade mecéanica em modelo de inflamacgdo persistente e possivel inferagéo
com receptores para glicina (GliR).

Neste protocolo foi avaliado o efeito do tfratamento subcrénico com CBD (3
mg/kg. i.p., 3 dias/1 vez ao dia, fratamento iniciado no 8o dia experimental) ou veiculo,
na aversividade a dor em camundongos machos com inflamacdo periférica induzida
pela administracdo de CFA infra-plantar ou ndo (grupo controle com solucdo salina
estéril 0,9%, SS). Neste protocolo experimental a sensibilidade mecdanica foi avaliada
através do teste de Von Frey como confrole do desenvolvimento da resposta
inflamatdria, sendo esta andlise realizada no periodo basal, no 3°, 7° e 10° dia do
protocolo. No 10° dia, a sensibilidade mecdénica foi avaliada antes da administracdo
dos fdrmacos. Para avaliar a interacdo do CBD com GliRs foi realizada administracdo
prévia com antagonista de receptores GliRs, Picrotoxina (0,5 mg/kg, i.p.), 10 minutos
antes da administracdo de CBD no 10° dia experimental. A aversividade a dor foi
avaliada no 10° dia experimental 30 minutos apds o fratamento com CBD ou veiculo
pelo teste PEAP. Adicionalmente, para avaliar se os tratamentos utilizados neste estudo
promovem qualquer alteracdo nas respostas motoras, apds o término do PEAP foi
realizado o teste do campo aberto (5 minutos de teste). Ao término dos experimentos,
os camundongos foram submetidos & eutandsia, e o encéfalo foi removido para
posterior andlise por western blotting. A figura 4 apresenta o delineamento experimental

deste protocolo experimental.
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Figura 11: Delineamento experimental do Experimento 2. Abreviagoes: CA: feste do
campo aberto; CBD: Canabidiol; CFA: Adjuvante Completo de Freund; PEAP:
paradigma de fuga-esquiva; PTX: Picrotoxing; SS: Solucdo salina estéril 0,9%; VEI:

Veiculo'VF: teste de von Frey. Fonte: autoria propria.

3.8.  Eutandsia

Apds o término dos experimentos os camundongos foram submetidos a
eutandsia por sobredose anestésica da associacdo de cloridrato de xilazina 4% (30
mg/kg) e cloridrato de cetamina 10% (240 mg/kg). Apds a anestesia profunda, os
animais foram decapitados, os encéfalos retirados e guardados no freezer -80°C.
Posteriormente foi realizada a dissecacdo da drea encefdlica de interesse, a amigdala,
para quantificacdo da expressdo proteica dos receptores para Gli pela técnica de
western blotting. A regido da amigdala foi dissecada seguindo as coordenadas do Atlas
de Paxinos e Franklin (2004).

3.9. Dissecagdo da Amigdala

O processo de dissecacdo da amigdala iniciou-se com a preparacdo do
fampdo de extracdo (Tampdo de Lise (RIPA BUFFER) + Inibidor de protease (protease
inhibitor cocktail, abé5621, ABCAM Inc., Cambridge, Reino Unido). Apds esta etapa, a
amigdala foi dissecada utilizando bisturi nUmero 3 e o tecido encefdlico armazenado
em eppendorf contendo 100 ml da solucdo tampdo. Posteriormente foi realizada a
etapa de trituracdo/homogeinizacdo do tecido com o uso de um sonicador. Por Ultimo,
as amostras foram levadas para a centrifuga por 20 minutos a 4°C e 14.000 rpm e
separadas em duas aliquotas de 50 ml cada por amostra. As aliquotas foram

armazenadas no freezer -80 °C.

4. Andlise de Western Blotfting

O tecido alvo foi homogeneizado em tampdo de lise RIPA para extracdo de
proteinas (150 mM NaCl, 1,0% IGEPAL® CA-630, 0,5% desoxicolato de sddio, 0,1% SDS, 50
mM Tris, pH 8,0 com 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, e coquetel inibidor de protease
coml1% coquetel inibidor de fosfatase). Parte da amostra coletada foi ufilizada para

analisar os niveis de proteina de receptores para Gli. Todos os reagentes foram
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comprados da Sigma (St. Louis, MO, USA) com excecdo do NP-40 que foi proveniente
da Calbiochem (Darmstadt, Germany). A amostra homogeneizada foi dissolvida 1 hora
a 4°C, sonicado por 10 segundos e cenfrifugado a 4°C por 20 minutos a 700 g. O
sobrenadante foi misturado com tampdo 4x e adicionado a 4% de tampdo de
homogeneizacdo e separados 10% em gel de SDS-poliacrilamida. Os niveis de proteinas
foram transferidos por eletroforese para membrana de fluoreto de poliviniledeno (PVDF)
por 120 minutos blogueado com tampdo fosfato salina + 5% de leite desnatado e
incubado overnight a 4°C com o anticorpo policlonal de Gli (diluicdo 1:2000, A2958,
ABclonal, MA, EUA) e blogueio com leite desnatado 5% em PBST 0,2% (PBS 0,01M + Tween
20). As proteinas foram detectadas por anticorpo secunddrio conjugado-peroxidase
horseradish anti-coelho (1:40.000, GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino
Unido) e visudlizado por reagentes de quemiluminescéncia (ECL kit, Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) e exposicdo em hiper fiime (GE, Healthcare,
Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido). A intensidade da marcacdo foi
quantificada por densitometria. As membranas foram abertas e reveladas com
antficorpo monoclonal de coelho anti- B-actina como controle interno (1:30.000, sc-
47778, Santa Cruz Biotechnology, INC., USA).

¢ e

Figura 12: Aparato utilizado para a corrida do gel no teste de western blotting. Fonte:

autoria prépria. Imagem/representacdo obtida no Biorender.

5. Andlise dos Resultados.

Para as andlises comportamentais dos testes algesimétricos (sensibilidade
térmica e mecdnica) do experimento 1 foi realizada ANOVA de duas vias para medidas
repetidas onde os fatores analisados foram o tratamento farmacoldgico e a inflamacgdo
em funcdo do tempo. Para o teste do PEAP e campo aberto do experimento 2 foi
realizado ANOVA de uma via sendo o fator analisado o fratamento. Quando possivel,
foi readlizado o pods-teste de Bonferroni considerando-se diferenca estatisticamente

significativa quando P < 0,05. Os resultados foram apresentados como média * erro
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padrdo da média. Para as andlises e a construcdo dos grdficos foi utilizado o Programa

GraphPrism, versdo 8.

4. Resultados
4.1. Experimento 1: Avaliacdo quantitativa da dor em modelo de

inflamacdo periférica persistente e efeito do fratamento com canabidiol

No experimento 1, os grupos de camundongos foram submetidos a inflamagdo
persistente por meio da administracdo infraplantar de CFA ou ndo (administracdo de
solucdo estéril), ao tratamento sistémico i.p. de CBD (3mg/kg), ou administracdo i.p. de
veiculo (salina estéril 0,9%) e a administracdo sistémica i.p. de Picrotoxina (0,5mg/kg).
Para os 8 grupos submetidos ao experimento 1 foram avaliadas duas varidveis, a
inflamacdo ao longo do tempo (CFA ou SAL) e o tratamento (CBD ou Veiculo) e (PTX
ou Veiculo). Os grupos de camundongos foram avaliados quanto 4 sensibilidade

mecdanica (teste de von Frey), e térmica (teste da placa quente e teste da acetonal).

4.1.1. Von Frey: Efeitos antialodinicos mecdnicos do fratamento subcrénico
com CBD.

Os resultados mostraram que o fratamento com CBD reverteu parcialmente a
inflamacado persistente periférica induzida pelo CFA intra-plantar (Figura 1), entretanto o

fratfamento com picrotoxina ndo modificou este efeito.

A aplicacdo da ANOVA de duas vias revelou diferenca estatisticamente
significativa para a condicdo (F (3, 186) = 101,4; P <0,05), para o fratamento (F (7, 56) =
95.44; P <0,05) e para a interacdo (F (28 ,224) = 17,87; P <0,05). Para o grupo CFA-SAL-
SAL, o pés-teste de Bonferroni indicou diferenca significativa (P < 0,0001) nos dias 7, 10
pré tfratamento e 10 pds tratamento quando comparado ao dia basal e em todos os
dias do protocolo quando comparado ao grupo controle salina (SAL-SAL-SAL),
indicando eficdcia da inflamagcdo. O grupo CFA-PTX-SAL demonstrou diferenca
significativa em todos os dias do protocolo quando comparado ao dia basal e ao grupo
contfrole Salina, indicando eficdcia da inflamacdo, e ndo indicando efeito da
picrotoxina na alodinia mecdanica. O grupo CFA-SAL-CBD demonstrou diferenca
significativa em todos os dias do protocolo quando comparado ao dia basal e ao grupo
controle salina e diferenca significativa no dia 10 pré tratamento e 10 pds fratamento
qguando comparado ao grupo controle CFA (CFA-SAL-SAL), indicando eficdcia da
inflamacado e reversdo parcial do CBD tanto no pré tratamento e no pds tfratamento. O
grupo CFA-PTX-CBD demonstrou diferenca significativa nos dias 3, 7 e 10 pré fratamento

qguando comparado ao dia basal, e diferenca significativa em todos os dias do
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protocolo gquando comparado ao grupo controle Salina, indicando eficdcia da
inflamacdo. O grupo CFA-PTX-CBD demonstrou diferenca significativa no dia 10 pré
fratamento e pds tratamento quando comparado ao grupo controle CFA e ao grupo
controle CBD (CFA-PTX-SAL), indicando participacdo do CBD na reversdo parcial da
alodinia mecdénica (Figura 13). Como dados complementares, a Tabela3 apresenta os
valores de cada grupo em cada dia do protocolo, e destaca os grupos que
demonstraram resultado estatisticamente significativo na reversdo da alodinia

mecdnica.

SAL-SAL-SAI SAL-PTX-SAI SAL-SAL-CBD SAL-PTX-CBD
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Figura 13: Avaliacdo da sensibilidade mecdnica pelo feste de von Frey. Efeito do tratfamento com
canabidiol (CBD, 3mg/kg, i.p.) na sensibilidade mecdnica em camundongos com inflamagdo
persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) ou ndo
(administracdo de solugcdo salina estéril, grupo controle SAL), e submetidos d administracdo de
CBD precedido de veiculo (VEIl) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg). A avaliacdo da sensibilidade
mecanica foi realizada no periodo basal (dia 0) e nos dias 3, 7 10 (antes e apds os fratamentos).
As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média. n = 8 para cada grupo
experimental. #P < 0,05 Comparado ao grupo confrole Salina (SAL-SAL-SAL). @P < 0,05
Comparado ao dia Basal (0). & P < 0,05 Comparado ao grupo controle CFA (CFA-SAL-SAL). % P <
0.05 Comparado ao grupo confrole do CBD (CFA-PTX-SAL)
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Dia SAL CFA

VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD PTX +CBD VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD PTX + CBD

Basal 88+07 84+09 7,8+09 79+08 | 74+1 85+1 7,8+0,9 8,1+0,9

3
82+08 87+07 74+05 79403 |49+02@% 35+0,7@4& 4,3+0,6@% 3,6+04@4&

7
8+0,8 80,5 85409 78+07 |46+07@% 35:07@% 35:08@% 3,8+08@%

10 Pré Tratamento

7,9+0,8 7,711 8,1+0,5 730,/ | 4x04@# 4,6x04@# 50607 @#& 00,7 @#%

10 Pos Tratamento

7,8+0,7 77+1 7,9+0,8 76+1 |47+04A@# A4+06@% 59+05@H& 65+0,3#&%

Tabela 3: Média * Erro padrdo da média do limiar de refirada de pata (g) no teste de von Frey em
camundongos com inflamacdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo
de Freund (CFA) ou ndo (administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e
submetidos & administracdo de CBD precedido de veiculo (VEIl) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg).
A avaliacdo da sensibilidade mecdnica foi realizada no periodo basal, e nos dias 3, 7 10 (antes e
apds os tratamentos). #P < 0,05 Comparado ao grupo controle Salina (SAL-VEI-VEI). @P < 0,05
Comparado ao dia Basal (0). & P < 0,05 Comparado ao grupo controle CFA (CFA-VEI-VEI). % P <
0,05 Comparado ao grupo controle do CBD (CFA-PTX-VEI).

4.1.2. Placa Quente: Efeitos anti-hiperalgésicos ao calor do tratamento

subcrénico com CBD.

A sensibilidade térmica também foi avaliada no conjunto de grupos avaliados
pelo teste de von Frey. Os resultados obtidos evidenciam que a inflamacgdo periférica
promoveu reducdo do limiar térmico no teste da placa quente, sendo este efeito
revertido pelo tratamento com CBD (Figura 14). Ainda, o pré-tratamento com
picrotoxina ndo alterou o efeito analgésico do CBD. A aplicacdo da ANOVA de duas
vias revelou diferenca estatisticamente significativa para a condicdo (F (4, 197) = 17,26;
P < 0,05), para o fratamento (F (7, 56) = 22,61; P < 0,05) e interacdo entre os fatores (F
(28, 224) = 4,299; P < 0,05). Para o grupo CFA-SAL-SAL, o pds-teste de Bonferroni indicou
diferenca significativa (P <0,0001) nos dias 7 e 10 pré-tratamento quando comparados
ao dia basal e nos dias 7, 10 pré e 10 pds tratamento quando comparados ao grupo
controle salina (SAL-SAL-SAL), indicando eficdcia da inflamacdo neste grupo. No grupo
CFA-PTX-SAL, foi observado resultado significativo em fodos os dias do protocolo
qguando comparado ao dia basal e no dia 7 e 10 pds tfratamento quando comparado
ao grupo controle salina, indicando eficdcia da inflamacdo e ndo indicando efeito da
picrotoxina na atenuacdo da hiperalgesia térmica ao calor. O grupo CFA-SAL-CBD
demonstrou resultado significativo nos dias 3, 7 e 10 pré-tratamento quando comparado
ao dia basal e nos dias 7 e 10 pds fratamento quando comparado ao grupo confrole
salina, indicando eficdcia da inflamacdo e ndo demonstrando efeito do CBD na

atenuacdo da hiperalgesia térmica ao calor. O grupo CFA-PTX-CBD demonstrou
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diferenca significativa nos dias 3 e 7 comparados ao dia basal e no dia 7 comparado
ao grupo controle salina, indicando eficdcia da inflamacdo. No dia 10 pré-tratamento,
houve diferenca significativa neste grupo quando comparado ao grupo confrole CFA
(CFA-SAL-SAL), indicando reversdo total da hiperalgesia térmica ao calor, e diferenca
significativa quando comparado ao grupo controle CBD (CFA-PTX-SAL), indicando
participacdo do CBD na atenuacdo da hiperalgesia. Os valores individuais de cada

grupos estdo apresentados na Tabela 4.

SAL-SAL-SAL SAL-PTX-SAL SAL-SAL-CBD smsm SAL-PTX-CBD
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Figura 14: Avaliacdo da sensibilidade ao calor. Efeitos anti-hiperalgésicos do canabidiol (CBD, 3
mg/kg) na sensibilidade térmica ao calor avaliada pelo teste da placa quente em camundongos
com inflamacgdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo de Freund
(CFA) ou ndo (administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e submetidos &
administracdo de CBD precedido de veiculo (VEl) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg). A avaliacdo
da sensibilidade ao calor foi realizada no periodo basal (dia 0) e nos dias 3, 7 10 (antes e apds os
fratamentos). As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média. n = 8 para
cada grupo experimental. # P < 0,05 Comparado ao grupo controle salina (SAL-SAL-SAL). @ P <
0,05 Comparado ao dia basal (0). & P < 0,05 Comparado ao grupo controle CFA (CFA-SAL-SAL).
% P < 0,05 = Comparado ao grupo controle do CBD (CFA-PTX-SAL).
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SAL CFA

VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD PTX + CBD VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD PTX + CBD
Basal 12,4 +1,1 12 £+0,9 11,9 +15 11,7 +1,5| 121 +1,4 12,2 +1,4 13,3 +1 12,2 £0,9
3
12,2 +2,4 11,9 +1,2 11,8 +14 11,7 +1,5| 95 +2,1 89 +1,4@ 95 +1,7@ 9 +1@

7
12,8 +1,8 10,8 +1,5 12,6 +2 11,4 +1,1 |84 +0,9@% 7.6 +1,5@4% 9 +1,6@% 74 +2@%

10 Pré Tratamento

11,8 +1,9 10,6 +2,3 133 +1,1 12 +15 (83 +1,6@% 7,3 +2,6@ 94 +22@ 11,8 +1,48&%

10 Pés Tratamento

135 £1,1 116 £2,7 126 23 139 +13 |89 +17# 78 +22@% 11 128 12,1 £2,5

Tabela 4: Média + Erro padrdo da média da laténcia de retfirada (s) no teste da placa quente em
camundongos com inflamacdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo
de Freund (CFA) ou ndo (administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e
submetidos & administracdo de CBD precedido de veiculo (VEI) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg).
A avaliacdo da sensibilidade ao calor foi realizada no periodo basal, e nos dias 3, 7 10 (antes e
apds os tratamentos). #P < 0,05 Comparado ao grupo controle Salina (SAL-SAL-SAL). @P < 0,05
Comparado ao dia Basal (0). & P < 0,05 Comparado ao grupo confrole CFA (CFA-SAL-SAL). % P <
0,05 Comparado ao grupo controle do CBD (CFA-PTX-SAL).

4.1.3. Teste da Acetona: Efeitos antialodinicos térmicos ao frio do

tratamento subcrénico com CBD.

Considerando a sensibilidade ao frio, os resultados do presente estudo mostraram
que a inflamacdo periférica induzida pela administracdo intra-plantar de CFA
promoveu aumento das respostas do tipo nociceptivas avaliadas no teste da acetona
(Figura 15). Em adi¢cdo, o fratamento com CBD reverteu estes efeitos enquanto que o
pré-tfratamento com PTX ndo alterou estas respostas (Figura 3). A ANOVA de duas vias
apontou diferenca estatisticamente significativa para a condicdo (F (4, 216) =37,92: P <
0,05), para o tfratamento (F (7, 56) = 56,58: P <0,05) e para a interacdo (F (28, 224) = 8,541;
P < 0,05). Para o grupo CFA-SAL-SAL, o pds-teste de Bonferroni indicou diferenca
significativa (P < 0,0001) em todos os dias do profocolo quando comparados ao dia
basal (0), e ao grupo controle salina (SAL-SAL-SAL), indicando eficdcia da inflamacdo.
O grupo CFA-PTX-SAL também demonstrou diferenca significativa em todos os dias do
protocolo quando comparado ao dia basal e ao grupo confrole salina, indicando
eficdcia da inflamacdo e ndo indicando efeito significativo da picrotoxina per se na
alodinia térmica ao frio. Para o grupo CFA-SAL-CBD, houve diferenca significativa nos
dias 3 e 7 quando comparado ao dia basal e ao grupo confrole salina, indicando
eficdcia da inflamacdo e diferenca significativa no dia 10 pré-tratamento e 10 pds
fratamento quando comparado ao grupo contfrole CFA (CFA-SAL-SAL), indicando
reversdo total do CBD na alodinia térmica ao frio. O grupo CFA-PTX-CBD demonstrou

diferenca significativa nos dias 3, 7 e 10 pré-tfratamento quando comparado ao dia
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basal e ao grupo controle salina, indicando eficdcia da inflamagcdo e diferenca
significativa nos dias 10pré e 10 pds tratamento quando comparado ao grupo controle
CFA, indicando reversdo parcial no pré-tratamento e total no pds tratamento. O grupo
CFA-PTX-CBD também demonstrou diferenca significativa no dia 10 pds quando
comparado ao grupo controle CBD (CFA-PTX-SAL) (Tabela 5), indicando participacdo

do CBD na atenuacdo da alodinia térmica ao frio.

SAL-SAL-SAL SAL-PTX-SAL SAL-SAL-CBD @ SAL-PTX-CBD
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Figura 15: Avaliacdo da sensibilidade ao frio. Efeitos antialodinicos do canabidiol (CBD, 3 mg/kg)
na sensibilidade térmica ao frio avaliado pelo teste da acetona em camundongos com
inflamacgdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) ou
ndo (administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e submetidos & administracdo
de CBD precedido de veiculo (VEI) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg). A avaliagdo da sensibilidade
ao frio foi realizada no periodo basal (dia 0) e nos dias 3, 7 10 (antes e apds os fratamentos). As
barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média. n = 8 para cada grupo
experimental. # P < 0,05 Comparado ao grupo confrole salina (SAL-SAL-SAL). @ P < 0,05
Comparado ao dia basal (0). & P < 0,05 Comparado ao grupo confrole CFA (CFA-SAL-SAL). % P <
0.05 Comparado ao grupo confrole do CBD (CFA-PTX-SAL).
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SAL CFA
VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD PTX + CBD VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD PTX + CBD

Basal 1,7+1 07+08 17+08 1,1+08 | 1,8+06  1,1+06 1,6+1 0,8+0,8

3
0,707 1,1+£06 1,3£11 1+£0,7 |51+x08@#% 3,2+08@% 43:10,/@# 3,6£09@#

7
1,6+13 15+009 18+1 1,6+0,7 |55+05@% 4,5+09@% A47:07@% 4,3+0,7@#

10 Pré Trat: t
refratamente 1407 1,5+1 13+0,7 15+1,1 |53+09@% 3,7+04@% 18+088& 26+0,7 @&

10 Pés Tratamento

1,1+£09 1,8+0,6 2,207 1,6+09 |[47+1@% 43+13@%# 15:09& 1,8+1,2 &%

Tabela5: Média + EPM do escore de resposta reflexa a alodinia térmica ao frio avaliado no teste
da acetona. Efeitos antialodinicos do canabidiol (CBD, 3 mg/kg) em camundongos com
inflamacgdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) ou
ndo (administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e submetidos d administracdo
de CBD precedido de veiculo (VEI) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg). A avaliacdo da sensibilidade
ao frio foi realizada no periodo basal, e nos dias 3, 7 10 (antes e apds os tratamentos).#P<0.05 =
Comparado ao grupo controle salina (SAL-SAL-SAL). @P<0.05 = Comparado ao dia basal. &P<0.05
= Comparado ao grupo controle CFA (CFA-SAL-SAL). %P<0.05 = Comparado ao grupo confrole
do CBD (CFA-PTX-SAL).

4.2. Experimento 2: Avaliacdo qualitativa da dor em modelo de inflamacdo

periférica persistente e efeito do tratamento com canabidiol.

No experimento 2, os grupos de camundongos foram submetidos a inflamacdo
persistente por meio da administracdo infraplantar de CFA ou ndo (administracdo de
solucdo estéril), ao tratamento sistémico i.p. de CBD (3mg/kg), ou administracdo i.p. de
veiculo (salina estéril 0,9%) e a administracdo sistémica i.p. de Picrotoxina (0,5mg/kg).
Para os 8 grupos submetidos ao experimento 1 foram avaliadas duas varidveis, a
inflamacdo ao longo do tempo (CFA ou SAL) e o tratamento (CBD ou Veiculo) e (PTX
ou Veiculo). Os grupos de camundongos foram avaliados quanto 4 sensibilidade
mecdnica (teste de von Frey), para confirmar o desenvolvimento da inflamacdo
periférica, e submetidos ao teste de fuga-esquiva, padronizado por LaBuda e Fuchs
(2001) para andlise do componente aversivo da dor. Em adi¢do, foi realizado o teste do

campo aberto para andlise da atividade locomotora e do comportamento emocional.

4.2.1. Von Frey: Controle da infamagédo através do teste de von Frey e

efeito subcrénico da administragcdo de CBD na alodinia mecénica.

Neste conjunto de experimentos, 0os grupos de animais foram submetidos a
inflamagdo persistente por meio da administracdo de CFA ou ndo (administracdo de

solucdo salina estéril) e avaliados no dia basal (dia 0), 3, 7 e 10 pré-tfratamento no teste
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de von Frey para controle do desenvolvimento da inflamacdo periférica persistente. No
8 ° dia apds o inicio do processo inflamatério alguns grupos foram submetidos co
fratamento subcrénico de CBD durante 3 dias. Para os 8 grupos submetidos ao
experimento 2 foram avaliadas duas varidveis, a inflamagdo ao longo do tempo (CFA
ou SAL) e o fratamento (CBD ou Veiculo). Os resultados obtidos confiimam os dados
obtidos no protocolo 1 evidenciando que a administracdo de CF promoveu inflamacdo
persistente com reducdo do limiar mecdnico no teste do von Frey (Figura 16) e que o
fratamento com CBD reverteu este efeito. A aplicacdo da ANOVA de duas vias revelou
diferenca estatisticamente significativa para a condicdo (F (3, 161) = 121, P <0,05), para
o fratamento (F (7, 56) = 146,5: P <0,05) e para a interacdo (F (21, 168) = 15,49: P <0,05).
Para o grupo CFA-SAL-SAL e CFA-PTX-SAL, o pds teste de Bonferroni indicou diferenca
significativa (P <0,0001) em todos os dias do protocolo quando comparado ao dia basal
e ao grupo controle salina (SAL-SAL-SAL), indicando eficdcia da inflamacdo. Para o
grupo CFA-SAL-CBD, observou-se diferenca significativa em todos os dias quando
comparado ao dia basal (dia 0), e no dia 3 e 7 quando comparado ao grupo confrole
salina, indicando eficdcia da inflamacdo. No dia 10 pré-tratamento, houve diferenca
significativa neste grupo quando comparado ao grupo controle CFA, indicando
reversdo total da alodinia mecénica pelo CBD. O grupo CFA-PTX-CBD demonstrou
diferenca significativa em todos os dias do protocolo quando comparado ao dia basal
e ao grupo controle salina, indicando eficAcia da inflamacdo e diferenca significativa
no dia 10 pré-tfratamento quando comparado com o grupo controle CFA, indicando

revers@o parcial do CBD na alodinia mecénica.
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Figura 16: Inflamacdo periférica persistente e efeito do fratamento subcrénico com canabidiol
(CBD). Efeitos antialodinicos do canabidiol (CBD, 3 mg/kg, i.p.) na sensibilidade mecdnica
avaliada pelo teste de von Frey em camundongos com inflamagdo persistente induzida pela
administracdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) ou ndo (administracdo de solucdo salina
estéril, grupo controle SAL), e submetidos & administracdo de CBD precedido de veiculo (VEI) ou
picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg). A avaliacdo da sensibilidade mecdanica foi realizada no periodo
basal (dia 0) e nos dias 3, 7 10 (antes e apds os tratamentos). As barras representam os valores das
médias e o erro padrdo da média. n = 8 para cada grupo experimental. # P < 0,05 Comparado
ao grupo controle salina (SAL-SAL-SAL). @ P < 0,05 = Comparado ao dia basal (0). & P < 0,05
Comparado ao grupo confrole CFA (CFA-SAL-SAL). % P < 0,05 Comparado ao grupo controle do
CBD (CFA-PTX-SAL).
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SAL CFA

VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD PTX + CBD VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD PTX+CBD
Basal
8,8+0,7 8,309 9,6 0,6 8,1+08 85+0,7 851 9,604 80,7
3
8+1 8,1+0,7 9,7+0,9 79+1 (43x08@#% 42zx11@% 43+t11@# 3,9+0,7@#

7
7,6£0,6 8,1+0,6 911 8,1+x0,7 |45205@#% 46x0,/@# 39x04@# 4,2 £0,/@4%

10 Pré Tratamento

79+08 77+07 88103 82:+06 |45:08@% A4:1@% 68109 @& 6,2+0,6@H&%

Tabela é: Média * Erro padrdo da média do limiar de retirada de pata (g) no teste de von Frey em
camundongos com inflamacdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo
de Freund (CFA) ou ndo (administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e
submetidos a administragdo de CBD precedido de VEI ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg). A
avaliacdo da sensibilidade mecénica foi realizada no periodo basal, e nos dias 3, 7 10 (antes e
apds os tratamentos). #P < 0,05 Comparado ao grupo controle Salina (SAL-SAL-SAL). @P < 0,05
Comparado ao dia Basal (0). & P < 0,05 Comparado ao grupo confrole CFA (CFA-SAL-SAL). % P <
0,05 Comparado ao grupo controle do CBD (CFA-PTX-SAL).

4.2.2. PEAP: Efeitos do tratamento subcrénico com CBD no componente

aversivo da dor.

No experimento 2, no Ultimo dia do protocolo experimental, apds o teste de von
Frey, os camundongos foram submetidos ao Paradigma de Fuga e Esquiva ao Local
(PEAP) para avaliacdo do componente aversivo da dor. Os resultados do presente
estudo mostraram que o tfratamento subcrénico com CBD (3 mg/kg) reverteu o
comportamento aversivo & dor (Figura 17). Adicionalmente, o pré-tratamento com
picrotoxina (PTX) ndo alterou a resposta aversiva a dor per se, nem quando administrada
previamente ao CBD (Figura 5). A aplicacdo da ANOVA de uma via indicou diferenca
estatisticamente significativa para o tratamento (F (7, 56) = 8,322; P < 0,05). Para o grupo
CFA-SAL-SAL e CFA-PTX-SAL, o pds teste de Bonferroni indicou diferenca significativa (P
< 0,0001) guando comparado ao grupo controle salina (SAL-SAL-SAL), indicando
eficdcia da inflamacdo e ndo indicando efeito da picrotoxina na aversdo a dor. Para
os grupos CFA-SAL-CBD e CFA-PTX-CBD, houve diferenca significativa quando
comparado ao grupo confrole CFA, indicando reversdo total da aversdo a dor. Ainda,
o feste de Bonferroni indicou diferenca significativa do grupo CFA-PTX-CBD quando
comparado com o grupo confrole CBD (CFA-PTX-SAL), indicando participacdo do CBD
na reversdo da aversdo a dor. Como dados complementares, a Tabela 7 demonstra os
valores individuais de cada grupo, e destaca aqueles estatisticamente significativos na

reversdo da aversividade & dor.
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Figura 17: Avaliacdo quadlitativa da dor inflamatéria persistente. Efeitos do tratamento subcrénico

com canabidiol (CBD, 3mg/kg, 3 dias, i.p.) na aversdo a dor avaliada pelo teste do Paradigma
de fuga/esquiva ao local em camundongos com inflamacdo persistente induzida pela
administracdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) ou ndo (administracdo de solucdo salina
estéril, grupo controle SAL), e submetidos & administracdo de CBD precedido de veiculo (VEI) ou
picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg). O teste PEAP foi realizado no 10° dia experimental. As barras
representam os valores das médias e o erro padrdo da média. n = 8 para cada grupo
experimental. #P < 0,05 Comparado ao grupo controle salina (SAL-SAL-SAL). &P < 0,05 Comparado
ao grupo confrole CFA (CFA-SAL-SAL). %P < 0,05 Comparado ao grupo controle do CBD (CFA-PTX-
SAL).

SAL CFA
VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD PTX+CBD VEI + VEI PTX + VEI VEI + CBD ‘ PTX + CBD

10 Pés Tratamento 35+ 3 37+ 35 338+56 343+5 |44+34# 43 +48# 345+ 278& 344:458%

Tabela 7: Média + Erro padrdo da média da porcentagem de tempo no ambiente claro avaliado
no teste do Paradigma de Fuga e Esquiva ao Local (PEAP) em camundongos com inflamagdo
persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) ou ndo
(administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e submetidos & administracdo de
CBD precedido de VEI ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg). #P < 0,05 Comparado ao grupo confrole
salina (SAL-SAL-SAL). @P < 0,05 Comparado ao dia basal. &P < 0,05 Comparado ao grupo controle
CFA (CFA-SAL-SAL). %P < 0,05 = Comparado ao grupo controle do CBD (CFA-PTX-SAL).
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4.2.3. Campo Aberto: Efeitos do Tratamento subcrénico com CBD na

alteragdo das respostas motoras e no comportamento emocional.

No experimento 2, 5 minutos apds o término do PEAP, os camundongos, dos
diferentes grupos experimentais, foram submetidos ao teste do Campo Aberto para
afericdo das respostas motoras e do comportamento emocional do tipo ansioso. Para
o teste do Campo Aberto foi avaliado somente o tratamento. Para a varidvel Tempo no
Centro (Figura 18a), a ANOVA de uma via indicou diferenca estatisticamente
significativa para o tratamento (F (7, 56) = 2,981; P < 0,05). O pobs teste de Bonferroni
demonstrou que para os grupos CFA-PTX-SAL, CFA-SAL-CBD e CFA-PTX-CBD houve
diferenca significativa quando comparados ao grupo controle CFA (CFA-SAL-SAL),
indicando reversdo total da PTX e do CBD na reducdo do fempo no centro induzida
pela administracdo de CFA. Considerando a atividade locomotora, a aplicagdo da
ANOVA de uma via indicou resultado significativo para o fratamento (F (7, 56) = 2,448; P
<0,05), entretanto o pds teste de Bonferroni ndo foi evidenciado diferenca significativa
no numero de cruzamentos nos distintos grupos experimentais (Figura 18B). Estes
resultados mostram que ndo hd alteracdo da atividade locomotora induzida pela

inflamacado persistente periférica, ou devido aos tratamentos realizados.

Na andlise dos pardmetros etoldgicos, no pardmetro levantamentos ou
exploracdo vertical (Rearing, Figura 18C), a aplicacdo da ANOVA de uma via indicou
resultado significativo para o tratamento (F (7, 56) = 3,894; P < 0,05), entretanto o pds
teste de Bonferroni ndo indicou diferenca significativa entre os grupos experimentais
realizados. Enfretanto, considerando o tempo de Congelamento (Figura 18D), a ANOVA
de uma via indicou resultado significativo para o tratamento (F (7, 56) = 3,700; P < 0,05).
O pds teste de Bonferroni demonstrou que houve diferenca significativa no grupo CFA-
PTX-CBD quando comparado com os grupos controle CBD e PTX (CFA-PTX-SAL e CFA-
SAL-CBD respectivamente, Figura 18D), indicando participacdo tanto da PTX quanto do
CBD na reversdo do comportamento do tipo ansioso, induzido pelo desenvolvimento
dainflamacdo persistente. Por fim, considerando o niUmero de bolos fecais, a aplicacdo
da ANOVA de uma via ndo demonstrou resultado estatisticamente significativo para o
fratamento (F (7, 56) = 2,140; P = 0,0540).
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Figura 18: Avaliacdo da atividade locomotora e do comportamento emocional no teste do
campo aberfo. Efeitos da administracdo subcrénica (3 dias) de canabidiol (CBD, 3 mg/kg. i.p.) na
porcentagem (%) de tempo no centro (A), no nimero de cruzamentos (B), no rearing (C.
segundos), no tempo de congelamento (D, segundos) e no nUmero de bolos fecais (E) em
camundongos com inflamacdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo
de Freund (CFA) ou ndo (administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e
submetidos & administracdo de CBD precedido de veiculo (VEIl) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg).
#P < 0,05 = Comparado ao grupo controle salina (SAL-SAL-SAL). %P < 0,05 Comparado ao grupo
controle do CBD (CFA-PTX-SAL). IP <0, 05 Comparado ao grupo confrole da PTX (CFA-SAL-CBD).

SAL CFA
VEI+VEl | PTX+VEl | VEI+CBD | PTX+CBD | VEI+VEl | PTX+VEIl VEI + CBD PTX + CBD
%Temponocentro ., o, 6 228:37 264+50 22144 |170+48# 265+54 26854 26,6 + 4,9
Cruzamentos 142+23  116+20 121+10 111413 | 140+18  118+31 123 +13 131+ 23
Rearing (=] 27,731 224+41 22,6442 21,3127 [212:37# 19:6# 19+ 2,74 23,3128
Congelamento(s) 1) (. 39 118435 171429 15249 | 162+7,7 18046 179+55  89+2,8%!
Bolos Fecais 11,1411 16409 111 11411 | 22417 22418 1,3+0,5 0,3+0,3

Tabela 8: Média £ EPM do valor das varidveis avaliadas no teste do Campo aberto realizado em
camundongos com inflamacdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo
de Freund (CFA) ou ndo (administragdo de solugdo salina estéril, grupo controle SAL), e
submetidos & administragdo de CBD precedido de veiculo (VEI) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg).
na porcentagem de tempo no centro (A), no nUmero de cruzamentos (B), no rearing (C), no
tempo de congelamento (D) e no nUmero de bolos fecais (E) #P < 0,05 = Comparado ao grupo
controle salina (SAL-SAL-SAL). %P < 0,05 comparado ao grupo controle do CBD (CFA-PTX-SAL). IP
<0, 05 = Comparado ao grupo controle da PTX (CFA-SAL-CBD).
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4.3. Avaliacdo da expressdo de receptores p-GLR1 na amigdala de

camundongos com inflamagdéo periférica.

Neste conjunto de resultados, avaliou-se a expressdo de receptores p-GLR1 nos
diferentes grupos experimentais realizados neste estudo. A realizacdo desta andlise foi
realizada por meio da técnica de western blotting e os resultados estdo apresentados
nas Figuras 19 (animais do Protocolo 1) e 20 (animais do Protocolo 2). No experimento 1,
a ANOVA de uma via (fratamento) para a expressdo de p-GLR1 ndo revelou diferenca
estafisticamente significativo para nenhum dos grupos avaliados (F 7,40 = 0,4420, P =
0,8696, Figura 7). De forma similar, no experimento 2, a ANOVA de uma via (fratamento)
para a expressdo de p-GLR1 ndo evidenciou diferenca estatisticamente significativo

para nenhum dos grupos avaliados (F 7,40 =0,6691, P = 0,6967, Figura 8).
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Figura 19: Andlise da expressdo de receptores p-GLR1 na regido da amigdala de camundongos
(Experimento 1) com inflamagdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo
de Freund (CFA) ou ndo (administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e
submetidos & administracdo de CBD precedido de veiculo (VEIl) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg).
Abreviagdes: CPC= CFA-PTX-CBD. CPS = CFA-PTX-SAL. CSC= CFA-SAL-CBD. CPS= CFA-PTX-SAL.
SSC= SAL-SAL-CBD. $SS= SAL-SAL-SAL. SPC= SAL-PTX-CBD. SPS= SAL-PTX-SAL. N = 7 para cada grupo

experimental.
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Figura 20: Andlise da expressdo de receptores p-GLR1 na regido da amigdala de camundongos
(Experimento 2) com inflamagdo persistente induzida pela administracdo de Adjuvante Completo
de Freund (CFA) ou ndo (administracdo de solucdo salina estéril, grupo controle SAL), e
submetidos & administracdo de CBD precedido de veiculo (VEI) ou picrotoxina (PTX, 0,5 mg/kg).
Abreviacdes: CPC= CFA-PTX-CBD. CPS = CFA-PTX-SAL. CSC= CFA-SAL-CBD. CPS= CFA-PTX-SAL.
SSC= SAL-SAL-CBD. $8S= SAL-SAL-SAL. SPC= SAL-PTX-CBD. SPS= SAL-PTX-SAL. N = 7 para cada grupo

experimental.

5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou se o tratamento subcrénico com canabidiol é capaz
de modular a dor inflamatéria persistente, via Adjuvante Completo de Freund (CFA), e
se neste mecanismo hd participacdo de receptores de glicina, em um protocolo de 10
dias. Os resultados obtidos demonstraram que a administracdo intraplantar de CFA em
camundongos machos da linhagem c57BL/é induziu inflamacdo, resultfando em alodinia
mecdénica no teste de von Frey, alodinia térmica ao frio, avaliada no teste da acetona,
e hiperalgesia térmica ao calor, no teste da placa quente, assim como averséo & dor
avaliado no Paradigma de Fuga e Esquiva (PEAP). Na andlise do comportamento
emocional, os resultados mostraram que a inflamacdo persistente desencadeou
comportamento do fipo ansioso no campo aberto evidenciado pela reducdo da
porcentagem de tempo no centro do grupo CFA, o que foirevertido pela administracdo
do CBD.

Os resultados obtidos neste estudo, corroboram resultados previomente

encontrados por outros autores (Li et al., 2005). A atuacdo do CFA ocorre mediante
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liberacdo de mediadores inflamatdrios, responsdveis por causar alteracoes
morfoldgicas, bioguimicas e moleculares no local da aplicacdo (Billiau e Matthys, 2001),
assim como, ocorre a sensibilizacdo de alguns centros encefdlicos envolvidos com o
processamento da dor. Em particular, estudos anteriores observaram que o CFA
promove uma série de eventos celulares e vasculares, como a infiltracdo e a
proliferacdo de leucdcitos polimorfonucleares que potencializam o edema no local da
aplicacdo (Medzhitov, 2010), causando dor inflamatdria intensa (Burguess et al., 2000).
O uso do CFA como agente inflamatério € um protocolo amplamente utilizado para
estudar mecanismos envolvidos com a dor inflamatéria, assim como estudar os efeitos
antiinflamatdérios de possiveis agentes terapéuticos (Fehrenbacker et al., 2012; Billiau e
Matthys, 2001).

Em relacdo ao experimento 1, observamos que o tratamento subcrénico com
CBD (3mg/kg) reverteu a alodinia mecdanica induzida por CFA no teste de von Frey em
funcdo do aumento do limiar mecdanico no dia 10 do protocolo quando comparado
ao grupo controle CFA. Além disso, também observamos reversdo total do CBD na
alodinia térmica ao frio induzida por CFA no teste da acetona em funcdo da diminuicdo
dos comportamentos reflexos observados no dia 10 do protocolo e reversdo parcial do
CBD na hiperalgesia térmica ao calor avaliado pelo teste da placa quente,
evidenciado pelo retorno da laténcia aos niveis do basal, no dia 10. Os resultados
corroboram com achados anteriores que demonstraram os efeitos analgésicos e
antiinflamatdérios do CBD em modelos de dor inflamatéria (Costa et al., 2007). A eficdcia
do tratamento subcrénico com baixas doses de CBD j& foi evidenciada em outros
estudos utilizando o modelo de dor pds-operatdria, no qual foi observado reducdo na
alodinia mecénica em ratos apds o tratamento com CBD (Genaro et al., 2017) e
também no modelo de dor neuropdtica induzida por CCIl, no qual foi observado
reducdo no limiar mecénico e na hiperalgesia térmica ao calor apds tratamento com

20 mg/kg (Costa et al., 2007) ou 3 mg/kg (Silva-Cardoso et al., 2021) de CBD.

J& no experimento 2, observou-se que o fratamento com CBD 3mg/kg 30 min
antes dos testes diminuiu a aversividade a dor avaliada no teste do Paradigma de Fuga
e Esquiva (PEAP), mediante o aumento do tempo de exposicdo ao ambiente escuro
quando comparado ao grupo controle CFA. Por conta do processo inflamatério
induzido pela administracdo de CFA, o estabelecimento da dor inflamatdéria concede
oo individuo a busca por contextos no qual existe o alivio da dor. Assim, ambientes
associados com este dalivio podem ser utilizado como critério para a avaliar o
componente emocional da dor (Navratilova et al., 2013). No caso do PEAP, o ambiente

claro é associado ao dlivio, uma vez que neste ambiente é aplicado um estimulo na

54



pata ndo inflamada do animal, enquanto no ambiente escuro o estimulo é feito na pata
inflamada. Diante disso, uma vez que nossos resulfados demonsiram aumento
estatisticamente significativo do grupo tratado com CBD no ambiente escuro, sugere-

se reversdo da aversividade a dor pelo CBD.

O modelo animal reproduzido neste estudo busca compreender os possiveis
mecanismos de atuacdo do CBD na atenuacdo da dor inflamatéria, sendo a
neurotransmissdo glicinérgica o principal alvo de andlise. No contexto da dor
inflamatdria, modelos animais sdo utilizados para buscar aumentar o entendimento das
guestoes multidimensionais da dor, visto que os distUrbios crénicos inflamatdérios ndo sdo
constituidos de causa dbvia e podem ser influenciados por questdes sociais e
ambientais (Smith., 2016). Diante disso, 0 modelo de inflamacdo persistente via CFA
busca compreender tais aspectos em roedoes, no intuito de avaliar os efeitos de
possiveis alternativas farmacoldgicas para quadros inflamatérios em humanos, como no
caso da osteoartrite por exemplo. A osteoartrite € uma das doencas crénicas mais
comuns no mundo, caracterizada por degeneracdo celular, dor e em alguns casos
neuropatia (Mcdougall, 2006). Evidéncias sugerem que o surgimento da doenca pode
ocorrer em funcdo do acUmulo de mediadores inflamatdrios na articulacdo (Guermazi
et al., 2011), induzindo a sensibilizacdo periférica, e consequentemente a dor intensa
(Krustev et al., 2015). Atualmente os tratamentos convencionais para a condi¢do
costumam perder a eficdcia ao longo do tempo, e geram efeitos colaterais indesejaveis
como irritabilidade gastrointestinal e problemas cardiovasculares, fazendo necessdrio o
surgimento de novas alternativas farmacoldgicas capazes de inibir a inflamacdo, a

neuropatia e a dor (Philpott et al., 2017), sem efeitos adversos significativos.

Diante desse contexto, o sistema endocanabindide evidencia-se como um
possivel alvo terapéutico na modulacdo central e periférica da dor uma vez que os
receptores CB1 e CB2, assim como os endocanabindides desempenham acoes
analgésicas e sedativas, podendo ser comparados, inclusive, com a acdo dos opioides.
Além disso, diversos estudos descrevem o potencial uso dos canabindides em
patologias humanas como diabetes, filboromialgia, osteoartrite e esclerose multipla, uma
vez que as suas acodes analgésicas podem ser utilizadas para diminuir a dor advinda
destas condicdes (Lynch e Ware, 2015; Whiting et al., 2015), o que demonstra que o CBD
pode ser uma alternativa vidvel para o tratamento da dor crénica e inflamatéria (Vigil
et al., 2018). Estudos com roedores em um modelo de osteoartrite demonstraram que a
administracdo de CBD promoveu efeito antiinflamatdrio e analgésico (Hammelet al.,
2016), entretanto neste estudo ndo foram evidenciados os mecanismos de atuagdo do

CBD. Ainda, evidéncias literdrias j& observaram que o CBD atua diminuindo os niveis de
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mediadores proé-inflamatérios, tais como interleucinas IL-6 e TNF-a, e aumentando os

niveis de interleucinas anti-inflamatdrias como a IL-10 (Verrico et al., 2020).

Achados na literatura descrevem os efeitos do CBD utilizando diversas doses,
havendo variabilidade considerdvel entre 3 mg/kg e 20 mg/kg (Costa et al., 2007; De
gregorio et al., 2019; Genaro et al., 2017; Jesus et al., 2019). Silva-cardoso et al., (2021)
demonstrou ao realizar uma curva dose-resposta que a dose de 3 mg/kg de CBD
reverteu 96% no teste de von Frey, representando o melhor efeito no limiar mecdanico
entre as doses avaliadas. Ainda, outro estudo observou diminuicdo do limiar de retfirada
da pata no teste de von Frey em protocolo de osteoartrite apds a administracdo
sistémica de CBD (Philpott et al., 2017). Tais achados corroboram com os resultados
encontrados neste estudo utilizando a dose de 3 mg/kg, e evidenciam o potencial uso
terapéutico do canabidiol e da ativacdo do sistema endocanabindide na modulacdo
da dor. Ainda, os efeitos positivos na atenuacdo da intensidade da dor inflamatdria
foram observados em pacientes tratados com CBD (Nugent et al., 2017), evidenciando
os potenciais usos clinicos (Wade et al., 2003) e pré-clinicos (Costa et al., 2007; Ward et
al., 2014) do CBD para o tratamento de condicdes relacionadas a dor inflamatéria.
Outro estudo demonstrou que a administracdo intra-amigdaldide de CBD atenuou a
hipernocicepcdo em roedores (Tavares et al., 2020), corroborando com os achados

enconfrados neste estudo.

Mesmo os mecanismos de atuacdo do CBD ainda ndo sendo completamente
elucidados, sabe-se que o CBD possui a capacidade de interagir com diversos
receptores enddgenos, resultando em acdo terapéutica no tratamento de condicdes
como depressdo, epilepsia, psicose, inflamacdo e dor (Devinsky et al., 2014). Estudos
sugerem que o CBD possui afinidade por receptores diferentes do §-9-THC e baixa
afinidade pelos receptores CB1 e CB2 (Mechoulam, 2002). Sugere-se também que o
CBD atue facilitando a sinalizacdo de endocanabindides via inibicdo da hidrdlise
enzimdtica da anandamida, e potencializando a sinalizacdo mediada pela adenosing,
por conta de inibir a sua recaptacdo ao ativar o canal idnico vanildide do tipo 1 (TRPV1)
(Bisogno et al., 2001), receptor este expresso nos ferminais nervosos e atfivado pela
anandamida (Brown, 2007). Além disso, evidéncias demonstram que o CBD pode atuar
sensibilizando a atividade de receptores glicinérgicos (IGli) (Hejazi et al., 2006; Yang et
al., 2008; Ahrens et al., 2009 a,b; Demir et al., 2009; Foadi et al., 2010; Xiong et al., 2011,
2012; Yevens e Zeilhofer, 2011 a,b), inibindo a recaptacdo da enzima amido hidrolase
de dcido graxo (FAAH), sensibilizando receptores serotoninérgicos 5-HTia. (Russo et al.,
2007; Gomes et al., 2012), nicotinicos (naCh) e gabaérgicos (GABAA) (Fan, 1995; Barann
et al., 2002. Oz et al., 2004; Hejazi et al., 2006; Xiong et al., 2008; Sigel et al., 2011).
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Tanfo no experimento 1 quanto no experimento 2, observamos a atenuacdo da
dorinflamatéria nos grupos tfratados com CBD, corroborando os achados demonstrados
acima. Entretanto, ndo observamos diferenca significativa do grupo inflamado fratado
com Salina e Picrotoxina (PTX) quando comparado ao respectivo grupo CFA, exceto
para a varidvel tempo no centro no teste do campo aberto, indicando que a PTX, per
se, ndo atenuou as respostas nociceptivas associadas a inflamacdo persistente,
enfretanto pode ter participado na modulacdo do comportamento do fipo ansioso. No
grupo inflamado que recebeu administracdo de CBD associada com PTX ocorreu
revers@o parcial ou total das respostas nociceptivas em tfodos os testes do experimento
1, e reverteu a aversividade a dor no teste do PEAP, e a reducdo da porcentagem de
tempo no centro no teste do campo aberto, indicando que a acdo do CBD ocorreu
mesmo na auséncia de afividade dos receptores de glicina. A acdo da PTX nos
receptores de glicina vem sendo cada vez mais elucidada, entretanto os sitios ativos de
cada subunidade e seus mecanismos inibitérios ainda ndo sdo bem definidos (Lynch,
2004). Achados na literatura demonstram que a PTX inibe diferentes subunidades dos
receptores de Glicina (GliR), sendo as subunidades a e B as mais sensiveis a PTX (Pribilla
et al., 1992). Evidéncias sugerem que os mecanismos inibitérios da PTX ocorrem via
residuos de aminodcidos situados no dominio tfransmemibrdnico TM2 que formam o poro
do canaliénico (Pribilla et al., 1992; French et al., 1993; Das e Dillon, 2005). Vale destacar
que a estrutura dos receptores de dlicina é constituida por cinco subunidades
responsdaveis em formar o canal idnico (Legendre, 2001). Ainda, Hawthorne e Lynch,
2005 demonstraram que a PTX deve, possivelmente, ligar-se no poro do canal idnico da
subunidade a1 dos receptores de Glicina, entretanto estudos também sugerem que a
acdo da PTX pode ser diferente mediante as diferentes subunidades em que ela

possivelmente atua (Lynch, 2004).

Considerando o ensaio de Western Blotting, os nossos resultados ndo
demonstraram diferencas significativas na expressdo de p-GLR1 na amigdala entre os
grupos avaliados. Tais achados corroboram com os resultados dos testes
comportamentais, uma vez que os grupos tratados com CBD demonstraram resultados
significativos na atenuacdo da dor inflamatdria mesmo quando os receptores de glicina
estavam antagonizados pela PTX. Como abordado anteriormente, os resultados do
Western Blotting reforcam a possibilidade do CBD ter modulado a inflamacdo através
de outras vias, como serotoninérgica e inibicdo da enzima FAAH, independente da

atividade de receptores glicinérgicos, ou pelo menos daqueles antagonizados pela PTX.

Ao analisarmos somente os resultados dos testes nociceptivos, poderiamos

assumir que o CBD modulou ainflamacdo mesmo sob a presenca de PTX. Considerando
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que PTX pode ndo ter antagonizado todos os receptores de glicina, o que poderia ser
avaliado em projetos futuros por meio da utilizacdo de agonistas dos receptores de
glicina. Entretanto, com os resultados do Western Blotting ndo demonstrando aumento
significativo da concentracdo de p-GLR1 nos grupos tfratados com CBD, podemos
assumir que a maior probabilidade é de que de fato o CBD atuou na modulacdo
através de outra via, uma vez que caso tivesse atuado via receptores de glicina, era
esperado aumento na concentracdo destes receptores nos grupos tratados com CBD,
0 gue ndo ocorreu. Destaca-se que Lu et al. (2018) observou que a administracdo de
CBD suprimiu a inflamacdo desencadeada pela administracdo de CFA, e observou
posteriormente através da andlise de Western Blotting que a expressdo de p-GLRI1
aumentou nos grupos administrados com CFA, sugerindo participa¢cdo de p-GLR1T na
dor inflamatéria e modulacdo da analgesia pelo CBD. Outra observacdo foi a de que
o efeito analgésico do CBD foi suprimido quando realizaram alteracdo de um dos sitios
ativos do p-GLR1, sugerindo que o CBD atenua a dor inflamatéria via p-GLR1. Por mais
que estes resultados sustentem os nossos achados comportamentais de que o CBD
atenua a dor inflamatdria, ainda sim ndo observamos aumento significativo na
expressdo de p-GLRT nos grupos tratados com CBD, possivelmente por conta da alta
variabilidade encontrada em varidveis fisioldgicas, ou por que de fato ndo ouve
modulacdo via GLR1. Diante disso, sugere-se para futuros trabalhos a possibilidade de
avaliar outras vias de atuacdo do CBD, por exemplo, utilizando agonistas e antagonistas
especificos, e buscando compreender de forma mais detalhada os mecanismos

neuroquimicos do CBD.

Poucos estudos buscaram avaliar os efeitos da picrotoxina no comportamento do
fipo ansioso em roedores, enfretanto evidéncias demonstraram que a microinjecdo de
antagonistas dos GliRs na amigdala promoveu diminuicdo dos comportamentos do fipo
ansioso avaliados através do teste do labirinto em cruz elevado (Mccool &Chappell,
2007), provavelmente por conta da alta afinidade da PTX pela subunidade al dos GliRs
(Yang et al., 2007). Entretanto, evidéncias também demonstraram que a administracdo
de PTX no nucleo basolateral da amigdala (BLA) aumentou a ansiedade (Sanders, 1995),
sugerindo a necessidade de novos estudos avaliando o comportamento da PTX na
modulacdo do comportamento do tipo ansioso. Nossos resultados sugerem que a PTX
pode ter atuado na modulacdo do comportamento do tipo ansioso uma vez que
demonstrou resultado estatisticamente significativo na varidvel porcentagem de tempo
no centro, avaliada no fteste do campo aberto quando comparado ao grupo controle
CFA, indicando atenuacdo da ansiedade pela PTX. Achados na literatura sustentam tais
resulfados, uma vez que observaram alta concentragcdo de GliRs no BLA (Mccool &

Botting, 2000), estrutura envolvida na modulagcdo de comportamentos emocionais, tal
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como do fipo ansioso, o que possivelmente justifica a modulacdo da PTX na
porcentagem de tempo no cenfro considerando que a glicina pode promover efeito

ansiogénico (Matheus et al., 1994; Teixeira e Carobrez, 1999).

Entretanto, no que diz respeito aos testes nociceptivos do experimento 1, a
auséncia de efeito da PTX pode ter ocorrido uma vez que a glicina demonstra efeito
antiinflamatdério e imunomodulador, atuando de forma neuroprotetora em diversos
modelos experimentais, como demonstrado em um estudo no qual a administracdo de
glicina diminuiu a les@o renal e hepdtica causada pela administracdo de drogas (Rose
et al., 1999; Jacob et al., 2003). Os mecanismos antiinflamatdrios de atuacdo da glicina
ocorrem possivelmente via supressdo da sinalizacdo de cdicio na membrana
plasmdtica, impedindo a estimulacdo da cascata de formagdo das citocinas e inibindo
a ativacdo de marcadores inflamatérios como NF-KB e TNF-a (Zhong et al., 2003) e a
formacdo de radicais livres (Mauriz et al.,, 2011). Levando em consideracdo tais
evidéncias, sugere-se que a antagonizacdo dos Glirs, via PTX, inibiu a atuacdo da
glicina, e pode em parte serresponsdvel pela auséncia de resultados da PTX observados

neste estudo.

Da mesma forma, estudos sugerem que o CBD também possui afinidade pelos
receptores de dglicina, sendo a subunidade al um dos principais potenciais alvos da
acdo do CBD, inclusive podendo modular aspectos neuroprotetivos, analgésicos e
antialodinicos em camundongos (Xiong et al., 2011). Ahrens et al., 2009 demonstraram
gue o CBD modula a funcionalidade dos receptores de glicing, inferagindo tanto com
a subunidade al quanto a subunidade al1p. Outro estudo demonstrou que a ativacdo
destes receptores pode inibir o potencial de agcdo por meio da abertura de canais de
cloro, ocasionando aumento da resisténcia do neurbnio para a entrada de novos
impulsos elétricos (Jentsch et al., 2002). Ainda, estudos sugerem que a acdo do CBD sob
os receptores de glicina pode compensar a falta de inibicdo que ocorre a nivel espinhal

em contexto de dor inflamatdria (Zeilhofer, 2005; Harvey et al., 2004).

Apesar dos resultados promissores obtidos neste estudo, € importante considerar
gue o CBD possivelmente atuou na modulacdo da dor inflamatdria através de outra via,
uma vez que a antagonizacdo dos receptores de glicina ndo foi suficiente para inibir a
acdo do CBD. Como citado previamente, estudos sugerem que o CBD também atua
na modulacdo da dor inflamatéria através de outras vias, como na inibicdo da enzima
FAAH (Tavares et al., 2020), como um inibidor alostérico dos receptores serotoninérgicos
5HT3 (Russo et al., 2007; Gomes et al., 2012) e agonista dos receptores serotoninérgicos

S5HTia (Crippa, Zuardi, Hallak, 2010) e via ativacdo dos receptores TRPV1 (Bisogno et al.,
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2001). Ainda, o mecanismo de inibicdo alostérica do CBD sobre os receptores 5HTs € tido
na literatura como um dos principais mecanismos de modulacdo dos compostos

canabindides (Barann et a., 2002; Yang et al., 2010).

No que dizrespeito a possivel modulacdo do CBD via receptores serotoninérgicos,
evidéncias demonstraram que a administracdo subcutdnea de CBD durante o periodo
de 7 dias aumentou a liberagcdo de 5-HT pela dessensibilizacdo dos receptores 5SHTia em
roedores sauddveis. Ainda, os efeitos antinociceptivos observados do CBD foram
blogueados quando os receptores 5HTia € TRPV1 foram antagonizados (De Gregorio et
al., 2019). Além disso, outro estudo observou que a administracdo aguda de CBD
produziu efeito antialodinico no teste do Von Frey, e que este efeito observado
possivelmente foi mediado pela ativacdo do sistema serotoninérgico via receptores
S5HTia, uma vez que a administracdo de um anfagonista seletivo do receptor 5HTia
blogueou este efeito (Jesus et al., 2019). Barann et al., 2002 observou também que a
administracdo de ondansetron, um potente antagonista dos receptores 5-HTz (Milne et
al.,, 1991), acabou modulando negativamente a acdo anfinociceptiva do CBD, uma
vez que é capaz de bloquear o seu sitio alostérico e impedir a ligacdo do CBD ao
receptor. Diante das evidéncias citadas, sugere-se que o CBD pode ter produzido os
efeitos farmacolégicos antiinflamatérios observados neste estudo em parte via

neurotransmissdo serotoninérgica (Yang et al., 2010).

Outra possivel alternativa para os efeitos observados do CBD reside na habilidade
do CBD em inibir a hidrélise de anandamida via inibicdo da atividade da enzima FAAH
(Russo et al., 2007). Isso &, por conta da reducdo da atividade de FAAH, a concentracdo
de AEA na fenda sindptica tende a aumentar, potencializando a ativagcdo do sistema
endocanabindide via receptores CB1 e CB2. Maione et al., 2011 demonstrou que os
niveis de anandamida e 2-AG aumentaram na subst@ncia cinzenta periaquedutal
ventromedial apds a microinjecéo de CBD 3 nmol, indicando que o CBD pode
indiretamente acabar atuando nos receptores CB1 e CB2, via aumento da
concentracdo de AEA e 2-AG. Outro estudo demonstrou que a administracdo de CBD
reduziu a inflamagcdo em um modelo de osteoartrite (Philpott et al., 2017), entretanto
quando ocorreu a administracdo de antagonistas de receptores CB2, os efeitos
antiinflamatérios do CBD foram cessados. Outros achados também demonstraram que
os efeitos antiinflamatérios do CBD foram bloqueados sob a administracdo do
anftagonista dos receptores CB1 AM251 (Maione et al., 2011). Tais achados corroboram
com a ideia de que a atuacdo do CBD na atenuacdo da dor inflamatdéria pode ter

ocorrido via inibicdo da enzima FAAH.
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Achados literdrios também sugerem que o efeito do CBD observado neste estudo
pode em parte ter ocorrido via acdo em canais idnicos do tipo TRPV1. Bisogno et al.
(2001) demonstraram que o CBD atua nos receptores TRPV1 potencializando os canais
de cdicio e aumentando a sua concentracdo intracelular no mesmo nivel que o
agonista capsaicina, indicando que o CBD também atua como um agonista destes
receptores. Além disso, achados observaram que o CBD possivelmente atue em outros
receptores da familia TRP, como o TRPV2 e TRPA1. Em outro estudo utilizando um modelo
de convulsdo em camundongos, a administracdo de 60 mg/kg de CBD atenuou o
quadro convulsivo, entretanto apds a administracdo de antagonistas dos receptores
TRPV1, CB1 e CB2, o efeito observado do CBD foi revertido, sugerindo participacéo
destes receptores na modulacdo do CBD (Vilela et al., 2017). Ainda, estudos sugerem
que a administracdo de CBD nas doses de 3, 10, 20 e 40mg/kg possuem potencial de
reverter o comportamento motivacional de camundongos administrados com cocaina,
sendo que tal efeito inibitério no sistema de recompensa é revertido quando ocorre a
administracdo de antagonistas dos receptores CB2, 5SHT1a € TRPV1, indicando que o CBD

pode atuar como um agonista nestes receptores (Russo et al., 2005; Bisogno et al., 2001).

Considerando o importante papel da neurotransmissdo endocanabindide e a
atuacdo do CBD na modulacdo da inflamacdo, e de que a administracdo de baixa
dose (3 mg/kg) promoveu efeito em (1) reverter a alodinia mecdnica e térmica ao frio,
(2) reverter a hiperalgesia térmica ao calor, (3) reverter a aversividade a dor e (4)
compreender melhor os mecanismos de acdo e as vias de atuacdo do CBD, os achados
deste estudo demonstram ser relevantes para o enriquecimento na contribuicdo em
desenvolver novas alternativas farmacoldgicas para o fratamento de diversas
patologias caracterizadas por dor inflamatéria, uma vez que estd condicdo estd
amplamente presente na vida das pessoas e reduz drasticamente a qualidade de vida.
Embora o nosso trabalho tenha contribuido em elucidar os mecanismos de atuacdo do
CBD através da neurofransmissdo da glicina, e de que em parte o CBD possa atuar
através de outras vias além da glicinérgica, os nossos resultados sugerem gque novos
estudos sejam feitos, buscando compreender outros mecanismos de acdo do CBD e as

particularidades de cada via.
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6. CONCLUSAO:

Sumarizando os resultados encontrados podem ser destacadas as seguintes

conclusoes:

e O fratamento subcrénico com CBD (3mg/kg) atenua a alodinia mecénica,
alodinia térmica ao frio e a hiperalgesia térmica co calor induzida pela
inflamacdo persistente por CFA.

¢ O fratamento subcrénico com CBD (3mg/kg) atenua a aversividade a dor
e comportamentos do fipo ansioso induzidos pela inflamacdo persistente
por CFA.

e O CBD possivelmente ndo modulou a dor inflamatdria via neurotransmissdo
glicinérgica, uma vez que a antagonizacdo dos receptores de glicina pela
PTX ndo evitou os efeitos do CBD.

e A andlise por ensaio de Western Blotting n&o indicou aumento significativo
da expressdo de p-GLR1 na amigdala dos animais tratados com CBD,

indicando possivel interac&o com outras vias.
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sistema canabindide e dos receptores de glicina na dor inflamatdria persistente em
ratos machos e fémeas", registrado no processo n® 21.1.720.59.6, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Christie Ramos Andrade Leite Panissi e Leonardo
Abdelnur Petrilli - gque envolve a produgdo, manutencdo ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesguisa cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - Concea, e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Filosofia Ciéncias
e Letras de Ribeirdo Preto [CEUA-FFCLRP) em reunido de 12/11/2021.

Finalidade ()Ensino  [X] Pesquisa Cientifica
Vigéncia da AutorizacSo 01/12/2021 a 30/11/2023
Espécie/linhagem/raca - Camundongo isogénico CS7BL/6

Ne de animais - 128 (M) e 128 (F)

PesofIdade 20-25g / B a 10 semanas

Sexo ' Macho (128) e Fémea (128)
QOrigem Biotério Central da USP - Ribeirdo Preto

Ribeirdo Preto, 16 de novembro de 2021.
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Prof. Dl Wilf;ied Klein
Coordenador da CEUA FFCLRP
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