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RESUMO

Sdo conhecidos mais de 100 fitocanabinoides e o canabidiol (CBD) é o componente nédo-
psicoativo mais abundante em plantas do género Cannabis. Ele pode ser usado para o
tratamento de diversas doencas como Alzheimer, Parkinson, epilepsia, depresséo, esclerose
multipla, diabetes, varios tipos de dor, incluindo dor neuropatica. Seu efeito analgésico para o
tratamento de neuropatia € amplamente estudado, entretanto, pouco se sabe sobre seus efeitos
no tratamento agudo quando administrado perifericamente. Nossa proposta € avaliar o efeito
antinociceptivo do CBD quando administrado perifericamente para tratamento agudo da dor
neuropética e quais os sistemas analgésicos enddgenos podem estar envolvidos. A dor
neuropatica foi induzida pela constricdo do nervo ciatico e o limiar nociceptivo foi medido
através do teste de pressdo da pata de camundongo. Foram realizadas dosagem de
endocanabinoides pela técnica LC-MS e dosagem de nitrito através de Reacdo de Griess. Para
os testes farmacologicos, as anélises estatisticas foram realizadas através do one-way ANOVA
seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Para as dosagens, foi utilizado two-way ANOVA, seguido
do pds-teste Newman-Keuls. Todas as drogas foram administradas pela via intraplantar, com
excecdo das drogas utilizadas no teste de avaliagdo da coordenacdo motora. A técnica utilizada
foi eficiente para induzir a neuropatia, € 0 CBD (5, 10 e 30 pg/pata) induziu antinocicepgéo de
maneira dose-dependente. A dose utilizada que induziu efeito mais potente (30 pg/pata) ndo
induziu resposta sistémica, demonstrada tanto pelo Teste de avaliacdo da coordenagdo motora
(RotaRod) quanto pelo efeito antinociceptivo restrito a pata tratada com CBD. O AM251 (80
pg/pata) e AM630 (100 pg/pata), antagonistas dos receptores CB1 e CB: canabinoides,
respectivamente, reverteram o efeito antinociceptivo induzido pelo CBD, sugerindo a
participacdo destes receptores. O MAFP (0,5 pg/pata), inibidor da enzima FAAH, o JZL184
(3,75 pg/pata), inibidor da enzima MAGL e 0 VDM11 (2,5 pg/pata), inibidor da recaptacdo de
anandamida, potencializaram o efeito antinociceptivo do CBD administrado na sua menor dose
(5 po/pata), sugerindo a participacdo de endocanabinoides nesse evento, embora a
administracdo do CBD ndo tenha demonstrado aumentar o nivel dessas substancias nos animais
neuropaticos, como demonstrado pela técnica biomolecular de dosagem de endocanabinoides.
A técnica demonstrou ainda que o CBD reduziu os niveis de anandamida nos animais
neuropéticos, sugerindo que o CBD controla de maneira negativa 0s niveis desse
endocanabinoide. O antagonista ndo seletivo dos receptores opioides, naloxona (50 pg/pata),

bem como o clocinnamox (40 ug/pata), antagonista seletivo dos receptores u reverteram a
XVII



antinocicepg¢do induzida pelo CBD. Ja o naltrindole (60 pg/pata), antagonista seletivo dos
receptores O, ¢ a nor-binaltorfimina (200 pg/pata), antagonista seletivo dos receptores «,
reverteram parcialmente a antinocicepc¢do induzida pelo CBD. Em consonancia com esses
resultados, a bestatina potencializou o efeito antinociceptivo da menor dose administrada de
CBD (5 ug/pata), sugerindo a participacdo dos receptores opioides e peptideos opioides
enddgenos no evento estudado. O efeito antinociceptivo do CBD também foi revertido pela
administracdo de AS605240 (90 pg/pata), inibidor da enzima PI3Ky, rapamicina (30 pg/pata),
inibidor seletivo da proteina mTOR, L-NOArg (24 pg/pata), inibidor nédo seletivo de isoformas
de NOS, ODQ (100 ug/pata), inibidor da enzima guanilato ciclase soltvel, glibenclamida (80
pg/pata) bloqueador dos canais Kate, sugerindo a participagio da via
PISK/AKT/mMTOR/NO/GMPc/Kate. A administragdo de canabidiol aumentou a producéo de
NO nos grupos Naive CBD, Operado Controle e Operado CBD quando comparado com 0 grupo
controle (naive) mas ndo aumentou a producao de NO quando comparado com o grupo operado.
A administracdo de NAN-190 (10 pg/pata), antagonista seletivo dos receptores 5-HT1a, e SB-
366791 (16 pg/pata), antagonista seletivo de TRPV1, reverteram, de maneira parcial, a
antinocicepcdo induzida pelo CBD. Nossos resultados fornecem evidéncias de que o
mecanismo de acdo pelo qual o canabidiol induz antinocicep¢do em animais neuropaticos é
complexo, e envolve a participacdo de varios sistemas analgésicos. Nossa hipotese é que o
canabidiol possa se ligar nos receptores canabinoides presentes nos nociceptores, inibindo a
excitacdo neuronal, ou ainda induzir aumento da producdo de endocanabinoides, por conjunto
celular ainda ndo evidenciado, e estes se ligarem aos receptores canabinoides nos nociceptores
e/ou em células imunes e células residentes, liberando peptideos opioides, que induzem
antinocicepgdo por ativagdo direta desses receptores nos nociceptores e ainda com
consequenteativacdo da via PI3BK/AKT/mTOR/NOS/NO/GMPc/Kate. Adicionalmente, CBD
ativa os receptores 5HT1a presente nos nociceptores, causando inibicdo neuronal; o CBD
também ativa TRPV1, com posterior dessensibilizagdo, induzindo analgesia. APOIO
FINANCEIRO: CAPES. PROTOCOLO CEUA: 57/2017.

PALAVRAS-CHAVE: canabidiol, antinocicep¢éo periférica, sistema canabinoide, sistema
opioide, via PI3BK/AKT/mTOR/NO/GMPc/Katp, receptores 5-HT1a e TRPVL1.
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ABSTRACT

More than 100 phytocannabinoids are known and cannabidiol (CBD) is the most abundant non-
psychoactive component in plants of the genus Cannabis. It can be used for the treatment of
various diseases such as Alzheimer's, Parkinson's, epilepsy, depression, multiple sclerosis,
diabetes, various types of pain, including neuropathic pain. Its analgesic effect for the treatment
of neuropathy is widely studied, however, little is known about its effects on acute treatment
when administered peripherally. Our proposal is to evaluate the antinociceptive effects of CBD
when administered peripherally for acute treatment of neuropathic pain and which endogenous
analgesic systems may be involved. Neuropathic pain was induced by constriction of the sciatic
nerve and the nociceptive threshold was measured by the mouse paw pressure test.
Endocannabinoids were taken by LC-MS and nitrite was taken using Griess Reaction. For
pharmacological tests, the statistical analyses were performed through the One-way ANOVA
followed by the Bonferroni post-test. For the dosages, two-way ANOVA was used, followed
by Newman-Keuls post-tests. All drugs were administered intraplantarly, except for the drugs
used in the motor coordination assessment test. The technique used was efficient to induce
neuropathy, and CBD (5, 10 and 30 pg/paw) induced antinociception in a dose-dependent
manner. The dose used that induced a more potent effect (30 ug/paw) did not induce systemic
response, demonstrated by both the Motor Coordination Assessment Test (RotaRod) and by the
antinocicceptive effect restricted to the paw treated with CBD. AM251 (80 pg/paw) and AM630
(100 pg/paw), CB1 and CB> antagonist cannabinoids receptors, respectively, reversed the
antinociceptive effect induced by CBD, demonstrating the participation of these receptors.
MAFP (0.5 pg/paw), FAAH enzyme inhibitor, JZL184 (3.75 pg/paw), inibidor of the MAGL
enzyme and VDMI1 (2.5 pg/paw),inibidor of anandamide reuptake, potentiated the
antinociceptive effect of CBD administered at its lowest dose (5 pg/paw) suggesting the
participation of endocannabinoids in this event, although the CBD administration has not been
shown to increase the level of these substances in neuropathic animals, as demonstrated by the
biomolecular technique of endocannabinoid dosage. The technigue also demonstrated that CBD
reduced anandamide levels in neuropathic animals, suggesting that CBD negatively controls
the levels of this endocannabinoid. The non-selective antagonist opioid receptor, naloxone (50
ug/paw), as well as clocinnamox (40 ug/paw), u selective antagonist receptor reversed CBD-
induced antinociception. Naltrindole (60 pg/paw) o selective antagonist receptor, and nor-

binaltorfimin (200 pg/paw), k selective antagonist receptors, partially reversed CBD-induced
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antinociception. In line with these results, a bestatin enhanced the antinociceptive effect of the
lowest administered dose of CBD (5 pg/paw), suggesting the participation of opioid receptors
and endogenous opioid peptides in the event studied. The antinociceptive effect of CBD was
also reversed by the administration of AS605240 (90 pg/paw), inhibitor of the PI3Ky enzyme,
rapamycin (30 pg/paw), selective mTOR protein inhibitor, L-NOArg (24 ug/paw), non-
selective NOS isoform inhibitor, ODQ (100 pg/paw), soluble guanilate cyclase inhibitor,
glibenclamide (80 pg/paw) Katp channel blocker, suggesting the participation of the
PISK/AKT/mTOR/NO/GMPc/Kate pathway.. The administration of cannabidiol increased the
production of NO in CBD-naive, control-Operated and CBD-Operated groups when compared
to the control group (naive) did not increase the production of NO when compared to the
operated group. On the other hand, the administration of NAN 190 (10 ug/paw), selective
antagonist of 5-HT1a receptors, and SB-366791 (16 pg/paw), selective antagonist of TRPV1,
partially reversed the antinociception induced by CBD. Our results provide evidence that the
mechanism of action by which cannabidiol induces antinociception in neuropathic animals is
complex and involves the participation of various analgesic systems. Our hypothesis is that
cannabidiol can bind to the present cannabinoid receptors in nociceptors, inhibiting neuronal
excitation, or induce increased production of endocannabinoids and these bind to cannabinoid
receptors in nociceptors and/or in immune cells and resident cells, releasing opioid peptides,
which induce antinociception by direct activation of these receptors in nociceptors and also by
activation of the PISBK/AKT/mTOR/NOS/NOS/GMPc/KATP pathway. Additionally, CBD
activates 5HT1a receptors present in nociceptors, causing inhibition of nociceptors; CBD also
activates TRPV1, with subsequent desensitization, inducing analgesia. FINANCIAL
SUPPORT: CAPES. PROTOCOL.: 57/2017.

KEYWORDS: cannabidiol, peripheral antinociception, cannabinoid system, opioid system,

PIBK/AKT/mMTOR/NO/GMPc/Katp pathway, 5-HT1a and TRPV1 receptors.
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Introducao

1. INTRODUCAO

1.1. Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais para 0os mais diversos tratamentos acompanha a evolugéo
da humanidade. Os primeiros registros fitoterapicos datam entre 2.838- 2.698 A.C. e sdo do
imperador chinés Shen Nung, que catalogou 365 ervas medicinais e venenos usados na época
sob inspiracdo taoista de Pan Ku, considerado deus da criacdo. Esse primeiro herbario era
organizado em consonancia com dois polos opostos: yang - luz, céu, calor, esquerdo; e 0 yin -
trevas, terra, frio, direito (Franca et al., 2008). Outro registro importante é conhecido como “O
Papiro de Ebers”, datado de 1.550 A.C., que ¢ um documento com mais de 20 metros de
comprimento, relaciona mais de 7.000 substancias medicinais presentes em mais de oitocentas
férmulas (Dias, 2005). Por volta de 1.500 A. C. a base da medicina hindu j& estava revelada em
dois textos sagrados: Veda (Aprendizado) e Ayurveda (Aprendizado de Longa Vida) (Franga
et al., 2008). Dentre os farmacos utilizados pelo famoso médico grego Hipocrates, 91% eram
de origem vegetal (Pires, 1984, Cunha, 2005). No registro “Historia das Plantas”, Teophrastus
descreve cerca de quinhentas drogas de origem vegetal, detalhando espécies, propriedades
terapéuticas e toxicidade (Rocha et al., 2015). “De Materia Medica” escrito pelo médico grego
Dioscorides e considerado o manual médico e farmacopeia mais importante da Grécia e Roma
antigas, descreve cerca de 600 plantas medicinais, e devido a sua importancia, fez com que
Dioscérides fosse reconhecido como o fundador da Farmacognosia (Rocha et al., 2015).

Entre os séculos VII e VIII o Império Islamico transferiu espécies vegetais entre o
Sudeste da Asia, Oriente Médio, Norte da Africa e Europa, enriquecendo o “De Materia
Medica” mugulmano com espécies como o cominho negro, cedro, limdo, berinjela, figo, alho,
hena, cebola, arroz e melancia (Lev, 2007; Rocha et al., 2015).

Entre os séculos XI e XIV o “De Materia Medica” da comunidade judia do Cairo
relacionou 168 espécies vegetais correspondente a 81,6% das drogas recomendadas. Ja as
drogas de origem inorganica correspondem a 10,6% do total e as de origem animal
correspondem a 7,8% (Rocha et al., 2015). Por volta do século XV, 0s mosteiros e conventos
da Europa Medieval, especialmente os da Ordem Beneditina, utilizavam enfermarias, boticas e
jardins botanicos (Medeiros, 2010; Dias, 2005), reconhecendo que as plantas curam por suas

propriedades medicinais e ndo por poderes misticos (Rocha et al., 2015).
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Um marco histérico importante sobre o uso de plantas medicinais no mundo foi a
“Declaragdo de Alma Ata” em 1978, onde a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) reconhece
que 80% da populacao dos paises em desenvolvimento utilizam préticas tradicionais nos seus
cuidados basicos de saude, e desse total, 85% usam plantas ou preparac@es destas. Desde entéo,
a OMS tem expressado a sua posicao a respeito da necessidade de valorizar a utilizacdo de
plantas medicinais e de fitoterapicos com finalidade profilatica, curativa e paliativa (Rosa et al.,
2011; Ibiapina et al., 2014).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais advem principalmente das praticas indigenas
(Walker, 2013). Os relatos acerca da flora brasileira iniciaram-se logo apds a descoberta. Pero
Vaz de Caminha descreve em sua famosa carta enviada a Portugal o uso de véarias espécies
vegetais (Rocha et al., 2015). O “Tratado descritivo do Brasil” escrito por Gabriel Soares de
Souza em 1.587, chama de “arvores e ervas da virtude” os produtos empregados na medicina
indigena (Walker, 2013). Um marco importante no registro das espécies medicinais brasileiras
é a chegada dos jesuitas, ja& que ndo se limitavam apenas a catequese, mas atuavam também
como boticarios, médicos e enfermeiros, e se dedicaram a elaboracdo de tratados médicos
(Polleto & Welter, 2011), podendo ser considerados, portanto, como pioneiros na elaboracéo
de uma Farmacopeia brasileira (Calainho, 2005, Rocha et al., 2015).

No século XIX, O “Livro de Receitas de Medicamentos”, manuscrito contendo as
formulacdes utilizadas por monges beneditinos, permitiu a identificacdo de grande nimero de
plantas medicinais: no Rio de Janeiro foram identificadas um total de 152 espécies, sendo que
25 séo espécies brasileiras e 127 sdo exaticas (Medeiros, 2010). Em Olinda foram identificadas
43 espécies, e as partes mais utilizadas dos vegetais eram as raizes (31%), folhas e flores (16%
cada), caules (13%), frutas e resinas (7%) (Alencar, 2010; Medeiros e Albuquerque, 2012;
Rocha et al., 2015).

Entre os anos de 1940 e 1950 houve uma grande diminuicdo do uso de plantas
medicinais pela populagéo brasileira, mas atualmente podemos ver um crescente surgimento de
estabelecimentos que comercializam plantas medicinais nos centros urbanos, além do aumento
da presenca de raizeiros nas feiras livres (Rocha et al., 2015).

O Brasil possui a maior diversidade genética do mundo, com cerca de 55 mil espécies
catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550 mil), e conhecimento popular do uso de
plantas medicinais é transmitido entre as geracfes. Apesar da riqueza da flora brasileira, o
namero de informacbes sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente,

considerando os ultimos 20 anos (Fonseca, 2012).
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Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), planta medicinal é
toda planta ou partes dela que contenham as substancias ou classes de substancias responsaveis
pela acdo terapéutica (ANVISA, 2010). O uso de plantas medicinais no Sistema de Saude
Publica brasileiro se iniciou em 1988, quando a Comissao Interministerial de Planejamento e
Coordenacgdo (CIPLAN), através da Resolucdo n° 08, regulamentou o uso da Fitoterapia nos
servicos de saude e, em 2004, a ANVISA regulamentou os padrGes de qualidade e seguranca
dos produtos fitoterapicos (Figueiredo et al., 2014). O Decreto n° 5813, publicado em 2006,
aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006a)
sendo um dos principais instrumentos norteadores para o desenvolvimento de agbes e
programas de plantas medicinais e fitoterapia na satde publica. Este Decreto traz diretrizes para
desenvolvimento da cadeia produtiva de plantas medicinais e fitoterapicos.

Em 2006 foi publicada a Portaria MS/GM N. 971, que instituiu a Politica Nacional de
Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC), seguindo a orientacdo da OMS para
introducdo do uso de fitoterapicos nos sistemas de saude publica, além de estimular a criacdo
de hortos medicinais e o uso destas plantas no Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2006b,
Rocha et al.,, 2015). Para implementacdo das acBes, a ANVISA elaborou a seguinte
regulamentacéo: RDC n°10 de 09/03/2010 e RDC n° 14 de 31/03/2010, que dispde sobre a
notificacdo de drogas vegetais junto a ANVISA (revogadas posteriormente pela RDC n° 26 de
13/05/2014 que dispde sobre registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e a notificacdo
de produtos tradicionais fitoterapicos; ANVISA, 2014); RDC n° 13 de 14/03/2013, que dispde
sobre as Boas Praticas de Fabricacdo de Produtos Tradicionais Fitoterapicos (ANVISA, 2013a);
RDC n° 18 de 03/04/2013, que dispde sobre as boas praticas de processamento e
armazenamento de plantas medicinais, preparacdo e dispensacdo de produtos magistrais e
oficinais de plantas medicinais e fitoterapicos em farmécias vivas no &mbito do sistema Unico
de Saude-SUS (ANVISA, 2013b; Rocha et al., 2015). Outro marco importante foi a publicacédo
da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o0 SUS (RENISUS) em 2009, e
continua em processo de atualizagdo (BRASIL, 2009).

Na Conferéncia Internacional sobre Medicina Tradicional (MT) dos paises da Asia Sul
oriental, realizada em 2013, a diretora geral da OMS, Dra. Margareth Chan, declarou que a
medicina tradicional de qualidade, segura e com eficacia comprovada contribui para assegurar
0 acesso de todas as pessoas a atencdo primaria de saude. Para milhdes de pessoas, as plantas,
o0s tratamentos tradicionais e as praticas da medicina tradicional representam a principal fonte

de atencdo a salde e as vezes a Unica (OMS, 2014; Beleza, 2016). Essa declaracdo fortalece a
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importancia das pesquisas com plantas medicinais para facilitar o acesso a populagdo de

tratamentos com eficécia e seguranca comprovados.
1.2. Uso medicinal da Cannabis

A planta do género Cannabis é um membro da familia Cannabaceae, e existem 3
espeécies de Cannabis primarias que variam na morfologia e em seus constituintes bioquimicos:

Cannabis sativa, Cannabis indica, e Cannabis ruderalis (Schultes et al., 1974).

Figura 1 - Espécies de Cannabis

N~

C. sativa C. indica C. ruderalis

N

Fonte: Google Imagens

Entre os registros mais antigos do uso medicinal da Cannabis, 2.350 A.C, estdo textos
numa pedra da piramide do antigo reino de Memphis, no Egito. Documentos sugerem seu uso
ativo durante os tempos faradnicos e, posteriormente, em uma sucessao de papiros médicos. Na
Assiria (800 A.C.) recebia 0 nome de gan-zi-gun-nu ("a droga que tira a mente ) ou azallu
(quando usado de forma terapéutica), sugerindo a dualidade de sua atividade e seus efeitos
bifasicos em muitos sintomas (Ligesti et al., 2016). Um outro registro antigo esta relatado na
farmacopeia mais antiga do mundo, o Pen-ts'ao Ching, que foi escrito baseado em tradi¢des
transmitidas oralmente desde o tempo do Imperador Shen Nung. A Cannabis era indicada para

tratar dor reumatica, constipacao intestinal, distarbios do sistema reprodutor feminino, malaria,
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entre outros. Nesse mesmo livro ha relatos dos efeitos alucinégenos da planta, como observado
em uma de suas frases: “... ma-fen (o fruto da Cannabis) ... se tomado em excesso produzira
visbes de demdnios ... a longo prazo, fard com que se comunique com espiritos e ilumine o
corpo de alguém...”. Documentos também relatam que Hua T'o, o fundador da cirurgia chinesa
(110 -207 D.C.) usou a planta misturada com vinho para anestesiar pacientes durante as
cirurgias (Zuardi et al., 2006).

Varios beneficios da Cannabis foram traduzidos da literatura sanscrito e hindi sob
muitos nomes diferentes, como Bhanga, Indracana e Vijaya or Jaya, sendo o mais antigo
registro em 1.400-2.000 A.C. (Indian Hemp Drugs Commission Report, 2011; Chopra &
Chopra, 1957), embora seu uso medicinal foi mais completamente descritos na medicina
ayurvédica indiana e a planta seja cultivada desde 900 A.C. (Kuddus et al., 2013). Na india, 0
uso da Cannabis tanto medicinal quanto recreativo era amplamente disseminado,
principalmente por sua relagdo com a religido. O Atharva Veda (textos sagrados de autor
desconhecido) refere-se a Cannabis como uma planta sagrada, sendo fonte de felicidade,
doadora de alegria e portadora da liberdade. Suas indicacdes médicas estavam relacionadas a
suas funcBes como analgésico (neuralgia, dor de cabeca, dor de dente), anticonvulsivante,
hipnotico, tranquilizante, anestésico, anti-inflamatério,  antibiotico, antiparasita,
antiespasmadico (colicas, diarreia), digestivo , estimulante do apetite, diurético, afrodisiaco ou
anafrodisiaco, antitussigeno e expectorante (Zuardi et al., 2006).

Os efeitos psicoativos da planta eram bem conhecidos e variavam de acordo com sua
preparacdo: o tipo mais fraco, Bhanga, consiste em folhas secas das quais as flores sdo
cuidadosamente removidas; outro tipo mais forte, Ganja, é preparado com as flores da planta
feminina; O mais forte de todos é o Charas, feito exclusivamente da resina que cobre flores
femininas (Zuardi et al., 2006).

Outros registros também mostram que os médicos gregos Claudius Galeno (131-201
D.C.) e Dioscorides (40-90 D.C.) ja haviam descrito indicagdes medicinais para Cannabis
(Brunner, 1973).

No continente americano, 0 uso de Cannabis provavelmente comecou na América do
Sul. As sementes da planta chegaram ao Brasil no inicio do século XVI, trazido por escravos
africanos. Ha relatos do uso da Cannabis nos rituais religiosos populares, especialmente no
‘Catimbd’, que inclui cultos de divindades africanas e presume o valor da planta para préatica
magica e tratamento de doencas, entre elas dor de dente e célicas menstruais (Zuardi et al.,

2006).
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A introducéo efetiva da Cannabis medicinal no Ocidente ocorreu em meados do século
XIX através dos trabalhos do médico irlandés Willian B. O'Shaughnessy, e pelo psiquiatra
francés Jacques-Joseph Moreau. O'Shaughnessy estudou a literatura sobre a planta, descreveu
muitas preparacdes populares, avaliou sua toxicidade em animais e, posteriormente, testou seu
efeito em pacientes com diferentes patologias. Em 1839, publicou o trabalho: "Sobre os
preparativos do Canhamo indiano ou gunjah”, em que descreve Varios experimentos em
humanos usando preparacdes de maconha para reumatismo, convulsées, e principalmente por
espasmos musculares de tétano e raiva (Zuardi et al., 2006; Ligesti et al., 2016).

J& Moreau, depois de experimentar sistematicamente diferentes preparagdes contendo
Cannabis, tanto em si mesmo quanto em seus alunos, publicou o livro “Du Hachisch et de
I'Alienation Mentale: Etudes Psychologiques”, onde afirma que viu no haxixe “...mais
especificamente em seus efeitos em habilidades mentais, um método poderoso e Unico para
investigar a génese da doenca mental.” (Zuardi et al., 2006).

Em 1860, a primeira conferéncia clinica sobre Cannabis ocorreu nos Estados Unidos da
Ameérica, organizado pela Sociedade Médica do Estado de Ohio. Na segunda metade do século
XIX, mais de 100 artigos cientificos foram publicados na Europa e nos Estados Unidos sobre o
seu valor terapéutico. Varios laboratérios comecaram a comercializar Cannabis nas formas de
extratos ou tinturas, tais como Merck (Alemanha), Burroughs Wellcome (Inglaterra), Bristol-
Meyers Squibb (Estados Unidos), Parke-Davis (Estados Unidos) e Eli Lilly (Estados Unidos).
As indicacdes médicas de Cannabis no inicio de século XX foram resumidas na Enciclopédia
Analitica para Pratica da Medicina (1924) em trés areas: sedativa ou hipnotica, analgésica e
outros usos (apetite, digestdo, diarreia, diabetes mellitus, vertigem, entre outros) (Zuardi et al.,
2006).

No inicio do século XX o uso medicinal da Cannabis diminuiu consideravelmente; as
causas mais provaveis foram a dificuldade de obter efeitos replicaveis, devido a extrema
variacdo da eficacia de diferentes amostras da planta, o principio ativo da planta ainda ndo havia
sido isolado e a droga era usada na forma de tinturas ou extratos cujo poder dependia de
diferentes fatores, como origem, idade e modo de preparacdo). Além disso, Vvarios
medicamentos (aspirina, morfina, barbitdricos) e vacinas (antitetanica) de eficacia segura e
conhecidas surgiram e foram assim, substituindo o uso da Cannabis. Outro fator importante
que contribuiu para o declinio da Cannabis medicinal foram as varias restri¢oes legais devidas

aos seus efeitos psicoativos. (Zuardi et al., 2006).
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J& 0 uso recreativo da planta cresceu rapidamente entre a populagdo jovem de todo o
mundo; nos Estados Unidos, a porcentagem de jovens adultos que consumiram a planta, pelo
menos uma vez, passou de 5%, em 1967 para 64%, em 1982. Esse aumento significativo no
consumo recreativo contribuiu para aumento no interesse em pesquisas envolvendo a Cannabis
(Zuardi et al., 2006). Estudos recentes demonstram que o uso de Cannabis aumentou
consideravelmente nos ultimos 15 anos entre adultos, assim como as conseqliéncias adversas a
salde do uso, incluindo disturbios do uso de Cannabis, acidentes fatais e atendimentos de
emergéncia nos hospitais. No entanto, a prevaléncia do uso de Cannabis ndo mudou
acentuadamente entre os adolescentes (Carliner et al., 2017)

O primeiro fitocanabinoide isolado foi o canabinol (CBN) por volta do ano de 1899,
entretanto sua estrutura so foi elucidada por volta de 1932; pouco tempo depois, em 1940, um
outro componente, o canabidiol (CBD) foi isolado, mas sua estrutura também so foi elucidada
anos mais tarde, em 1963 (Mechoulam et al., 2014). Em 1964, a estrutura quimica do A%-THC
foi identificada, o que contribuiu para a proliferacdo de estudos sobre os constituintes ativos da
Cannabis (Zuardi et al., 2006; Mechoulam et al., 2014). A figura 2 mostra uma linha do tempo

das descobertas dos fitocanabinoides e endocanabinoides.
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Figura 2 - Linha do tempo: desenvolvimento de pesquisa com fitocanabinoides e

endocanabinoides.
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Fonte: Adaptado de Mechoulam e colaboradores, 2014.
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A partir de 1965 o nimero de publicagdes sobre a Cannabis cresceu muito, atingindo
seu pico no inicio dos anos 70. Nesse periodo, um grupo de pesquisadores brasileiros, liderado
pelo professor Elisaldo Carlini, teve uma grande contribuicdo, especialmente sobre as
interagdes do A°-THC com outros canabinoides. A partir de meados da década de 70 o niimero
de publica¢des comecou a diminuir lentamente, quadro que se manteve na décadas seguinte. O
interesse em estudos sobre a Cannabis voltou a aumentar no inicio dos anos 90, com a descrigdo
e clonagem de receptores canabinoides no sistema nervoso e o posterior isolamento dos
endocanabinoides anandamida e 2-araquidonoil glicerol (2-AG). A partir desse momento o
namero de publicagBes sobre a Cannabis cresceu consideravelmente (Zuardi et al., 2006) e se
mantém em crescimento até o0 momento atual (Alsherbiny & Li, 2018). A figura 3A mostra a
evolucdo do numero de publicacdes os anos 1955 a 2004 e a figura 3B mostra a evolucéo do

numero de publicacBes dos anos 90 até 2018.
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Fonte: Adaptado de Zuardi e colaboradores, 2006.
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Figura 3 - Numero de publicacgdes relacionadas com Cannabis entre os anos de 1955
a 2018. Na figura A, a fonte usada foi ""a ISI web of Knowledge' com palavras-chave:
cannabis ou marijuana ou marihuana. Na figura B, a fonte usada foi “PubMed” com
palavras chave: canabis medicial ou marijuana ou canabinoides ou tetrahidrocanabinol
ou canabidiol.

Até o momento foram identificados mais de 100 fitocanabinoides presentes em variados
percentuais de composi¢do nas varias plantas do génrero Cannabis. (Pertwee, 2014), sendo que
0s mais estudados sao o A% tetra-hidrocanabinol (A>THC) e canabidiol (CBD) (Figura 4). O
A®-THC é o fitocanabinoide mais abundante na Cannabis e é também o principal componente
psicoativo desta planta. Os efeitos psicoativos do A%-THC sdo principalmente atribuiveis a sua
acdo como agonista parcial dos receptores canabinoides; entretanto, o canabidiol é o mais
abundante fitocanabinoide ndo-pisicoativo contido na Cannabis e tem baixa afinidade pelos

receptores canabinoides (Pertwee, 1997 e 2014).
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Figura 4 - Estrutura quimica do A°- tetra-hidrocanabinol (A THC) e canabidiol
(CBD).

OH OH

ARTHC Cannabidiol

Fonte: Mechoulam e colaboradores, 2014.

No inicio de 2005, o laboratério farmacéutico GW Pharmaceuticals recebeu a aprovacédo
no Canada, Reino Unido e na Unido Europeia para comercializar o medicamento Sativex® que
contém A>THC e CBD para o alivio da dor neuropatica em pacientes com esclerose multipla
(Zuardi et al., 2006). Inicia-se assim, um novo ciclo para 0 uso e pesquisa da Cannabis
medicinal, dessa vez com eficacia e seguranca comprovadas cientificamente.

Em relacdo ao uso medicinal da Cannabis no Brasil, a resolucdo RDC n° 17 de
06/05/2015 (ANVISA, 2015) define os critérios e os procedimentos para a importacdo, em
cardter de excepcionalidade, de produto a base de canabidiol em associagdo com outros
canabinoides, por pessoa fisica, para uso proprio, mediante prescricdo de profissional
legalmente habilitado, para tratamento de saude; ja a resolu¢cdo RDC n° 156 de 03/05/2017
inclui a Cannabis sativa L. na lista das Denominag¢6es Comuns Brasileiras (DCB) (ANVISA,
2017a). Essa inclusdo é o primeiro passo para que um fabricante peca o registro de um
medicamento, ja que as substancias precisam estar presentes nessa lista para que a ANVISA
inicie a analise. Essa publicacdo ndo significa que a Cannabis foi reconhecida como planta
medicinal pela ANVISA; para que isso aconteca é necessario que uma empresa apresentasse
um pedido para registro de um medicamento feito com a planta em si e isso ainda ndo aconteceu.
O registro do medicamento ndo analisa apenas as substancias utilizadas, mas todo o processo
de extracéo, sintese e producio do produto. E isso que vai garantir que o produto gere os efeitos
desejados de tratamento.

O medicamento registrado no Brasil, o Mevatyl ®, contém substancias extraidas
da Cannabis, mas ndo a planta em si. Ou seja, 0 Mevatyl ® é obtido a partir de extratos isolados
da Cannabis, e € 0 mesmo produto descrito anteriormente registrado como Sativex® no

Canada, Reino Unido e na Unido Europeia.é indicado para o tratamento sintomatico da
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espasticidade moderada a grave relacionada a esclerose multipla, sendo destinado a pacientes
adultos ndo responsivos a outros medicamentos antiespasticos e que demonstram melhoria
clinicamente significativa dos sintomas relacionados a espasticidade durante um periodo inicial
de tratamento com o0 Mevatyl®. (ANVISA, 2017b).

Até esse momento, uma comissdo do Senado aprovou o projeto de lei n° 514 de 2017,
que altera o art. 28 da Lei n® 11.343, de 23 de agosto de 2006, para descriminalizagéo do cultivo
da Cannabis sativa para uso pessoal terapéutico. Essa alteracdo permitira o semeio, cultivo e
colheita da planta para uso pessoal terapéutico, em quantidade ndo mais do que suficiente para
o tratamento, de acordo com a indispensavel prescricdo médica. O projeto estd na Comissdo de
Constituicdo e Justica aguardando parecer do relator indicado. Se aprovado, ird para apreciacéo
no Plenario do Senado e, posteriormente, serd analisado pela Camara dos Deputados (Senado,
2018).

Em 14 de junho de 2019, ANVISA publicou no Diario Oficial da Unido duas propostas
de consulta publica relacionadas a regulamentacdo do cultivo controlado de Cannabis sativa
para uso medicinal e cientifico e do registro de medicamentos produzidos com principios ativos
da planta. Com essa iniciativa, a ANVISA quer favorecer a producao nacional de terapias feitas
a base de Cannabis com garantia de qualidade e seguranca, além de permitir a ampliacdo do
acesso da populacdo a medicamentos. Uma das propostas trata dos requisitos técnicos e
administrativos para o cultivo da planta por empresas farmacéuticas, Unica e exclusivamente
para fins medicinais e cientificos; a outra traz os procedimentos para o registro e monitoramento
de medicamentos produzidos a base de Cannabis spp., seus derivados e analogos sintéticos.
Das contribuicdes recebidas, 67,8% consideraram que as propostas da ANVISA possuem
impactos positivos. Outros 13,4% participantes opinaram que as propostas possuem impactos
positivos e negativos e 2,3% que possuem impactos negativos. Ja 16,5% dos participantes das
consultas pablicas ndo responderam a essa pergunta (ANVISA, 2019a).

Em dezembro de 2019 ANVISA publicou no Diério Oficial da Unido, a RDC n° 327 de
09/12/2019, que “Dispde sobre os procedimentos para a concessdo da Autorizacao Sanitaria
para a fabricacdo e a importacdo, bem como estabelece requisitos para a comercializacéo,
prescricdo, a dispensagao, o monitoramento e a fiscalizagéo de produtos de Cannabis para
fins medicinais, e da outras providéncias”. A regulamentagao entrou em vigor em 11/03/2020
e deverd ser revisada em até trés anos em razdo do estdgio técnico-cientifico em que se
encontram produtos a base de Cannabis mundialmente. O texto aprovado prevé que o comércio

sera feito exclusivamente por farmacias e drogarias (ndo podera ser manipulado), mediante
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receita médica de controle especial (ANVISA, 2019b).

Os novos produtos ndo seréo considerados medicamentos, mas sim uma categoria nova
de produtos. A regra para o registro de medicamentos novos ou inovadores prevé a realizacao
de pesquisas clinicas que sejam capazes de comprovar a eficacia desses produtos, além de
outros requisitos para o seu enquadramento como medicamento. O atual estagio técnico-
cientifico em que se encontram os produtos & base de Cannabis no mundo néo seria suficiente
para a sua aprovacdo como medicamentos. A nova categoria vai permitir que os pacientes no
Brasil tenham acesso a esses produtos. Ja a proposta de cultivo da planta para pesquisa e
producdo de medicamentos foi rejeitada, o que significa que as empresas deverdo importar a
matéria-prima para a producdo. As regras para prescri¢do variam de acordo com a concentracdo
de tetra-hidrocanabinol (THC). Nas formulacdes com concentracdo de THC de até 0,2%, o
produto devera ser prescrito por meio de receituario tipo B, com numeracdo fornecida pela
Vigilancia Sanitaria local e renovacdo de receita em até 60 dias. J& os produtos com
concentragcOes de THC superiores a 0,2% s6 poderao ser prescritos a pacientes terminais ou que
tenham esgotado as alternativas terapéuticas de tratamento. Nesse caso, 0 receitudrio para
prescricdo sera do tipo A, com validade de 30 dias, fornecido pela Vigilancia Sanitaria local,
padrdo semelhante ao da morfina, por exemplo (ANVISA, 2019c).

Baseada no aumento da demanda pela importacdo de produtos a base do canabidiol
(desde 2015 houve aumento de cerca de 700% das solicitaces), a ANVISA simplificou o
processo de importacdo com a publicacdo da RDC n° 335, de 24 de janeiro de 2020 (ANVISA,
2020a). A partir das mudancas, o pedido de importacdo podera ser feito apenas com uma
prescricdo médica indicando a necessidade de uso do produto, que devera ser anexada pelo
paciente ou seu representante legal na hora de fazer o cadastro do pedido. Além disso, essa
resolucdo prevé o aumento do prazo de validade da autorizacao de importacdo de 1 para 2 anos.
As medidas previstas na resolucdo tém como objetivo agilizar o processo de importacdo de
produtos a base de canabidiol em associacdo com outros canabinoides, por pessoa fisica, para
uso proprio (ANVISA, 2020b).

1.3. Uso do canabidiol (CBD)

Como ja dito, o CBD foi isolado no inicio da década de 40, mas sua estrutura quimica
s0 foi elucidada na década de 60 por Raphael Mechoulam e colaboradores (Mechoulam et al.,

2014). Varios trabalhos mostram o potencial terapéutico do CBD para o tratamento das mais
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diversas doencas como Alzheimer, Parkinson, esclerose multipla, diabetes, artrite reumatoide,
dor (das mais variadas etiologias), lesdo isquémica, epilepsia, depressédo e ansiedade (Booz,
2011; Campos et al., 2012; Sultan et al., 2018).

O CBD possui baixa afinidade pelos receptores CB1 e CB; canabinoides (Pertwee, 2014)
e seus mecanismos de ac¢do estdo relacionados a inibi¢ao da recaptacdo ou hidrélise enzimatica
da anandamida e ativacéo indireta dos receptores canabinoides (Mechoulam & Hanus, 2002),
além de apresentar propriedades agonisticas nos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1a
(Gomes et al., 2012) e ativacao/dessensibilizacdo dos receptores vaniloide do tipo 1 (TRPV1)
(Bisogno et al., 2001; Costa et al., 2007) e aumentar a sinalizagdo mediada pela adenosina
através da inibigdo da sua recaptacdo (Carrier et al., 2006). Todos esses alvos estdo implicados
ativacdo da via antinociceptiva descendente por CBD (Maione et al., 2011; Ligresti et al., 2016).
A ativacdo de receptores de glicina também esta relacionada aos efeitos do CBD em modelos
de dor aguda e cronica (Xiong et al., 2011 e 2012).

No Brasil, desde a década de 1960 o professor Elisaldo Carlini estuda as alteracbes
comportamentais induzidas pelo uso da Cannabis (Carlini & Kramer, 1965; Carlini, 1968;
Carlini & Mansur, 1969) e os efeitos antiepilépticos do canabidiol (Carlini et al., 1973; Carlini
& Cunha, 1981) onde seu uso no tratamento melhorou significativamente o estado da doenca,
além de provocar uma melhora da qualidade do sono.

Além dos efeitos anticonvulsivantes, o canabidiol demonstra propriedades terapéuticas
em outras desordens neuroldgicas como na Doenca de Parkinson (DP). Utilizando um modelo
experimental de DP (ratos lesionados com 6-hidroxidopamina) o CBD demonstrou acgdo
neuroprotetiva e antioxidante, uma vez que diminuiu a deplecdo de domamina por reducgéo da
morte de neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais e reduziu o estress oxidativo
por aumentar a expressdo da enzima superdxido dismutase, que é um importante mecanismo
enddgeno que defende a célula contra o estress oxidativo (Garcia-Arencibia et al., 2007;
Fernandez-Ruiz et al., 2013). Em outro trabalho o CBD atenuou a distonia relacionada a Doenca
de Parkinson, mas n&o tremor (Consroe et al., 1986).

Em relacdo a doenca de Alzheimer, o CBD inibiu a formagdo de placas de AB (-
amilose), preveniu a producdo de ROS (espécies reativas do oxigénio) e a peroxidagdo de
lipidios em células PC12 expostas a AP, limitou a apoptose neuronal por reducéo de caspase 3
e limitou os aumentos de Ca?* intracelular induzidos por AB. Em um modelo in vivo, 0 CBD
induziu efeito anti-inflamatdrio por redugdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e

da expressdo e liberagdo da IL-1B. Também inibiu a hiperfosforilagdo da proteina tau em
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neurdnios PC12 estimulados por AB. Além disto outros trabalhos demonstraram a atividade
neurogénica de CBD e anandamida indicando um possivel potencial terapéutico (Esposito et
al., 2006; Russo, 2018).

Em relacdo ao tratamento da esclerose mdltipla, varios trabalham apontam a eficacia do
medicamento Sativex® (THC:CBD) no tratamento dos diversos sintomas relacionados a
doenga como bexiga hiperativa e espasticidade (Maniscalco et al., 2018; Keating, 2017). Ao
avaliar apenas o efeito do CBD num modelo murino de esclerose mdaltipla induzida por
encefalomielite auto-imune (EAE), Elliot e colaboradores (2018) verificaram que o tratamento
com CBD induziu reducdo significativa nos escores clinicos de paralisia, diminuiu da
infiltracdo de células T no sistema nervoso central e reduziu os niveis de IL-17 e IFNy.
Adicionalmente, o tratamento com CBD levou a um aumento significativo das células
supressoras derivadas de mieloides (MDSCs) em camundongos EAE quando comparados aos
controles com EAE tratados com veiculo. Estas células MDSCs causaram significativa inibicdo
da proliferacdo de células T in vitro. Além disso, a transferéncia de células MDSCs induzidas
por CBD melhorou a EAE, enquanto a deplecdo de MDSC reverteu os efeitos benéficos do
tratamento com CBD, demonstrando pela primeira vez que o tratamento com CBD pode
melhorar a EAE através da indu¢do de MDSCs imunossupressoras.

O uso do canabidiol no tratamento das comorbidades do diabetes também tem
demonstrado resultados interessantes. Rajesh e colaboradores (2010) demonstraram que 0
tratamento com CBD em modelo animal de diabetes tipo 1 atenuou a disfuncdo miocardica, a
fibrose cardiaca, o estresse oxidativo/nitrativo, a inflamacdo, a morte celular e as vias de
sinalizacdo inter-relacionadas. Além disso, 0 CBD também atenuou a geracdo aumentada de
espécies reativas de oxigénio induzidas pela glicose, a ativacdo do fator nuclear-kB e a morte
celular em cardiomiocitos humanos primarios.

Em um modelo animal para artrite reumatoide induzida pela administracdo de colageno,
Malfait e colaboradores (2000) demostraram que células de linfonodos de camundongos
tratados com CBD mostraram diminui¢do da produgéo de IFNy, bem como liberagao diminuida
de TNF pelas células sinoviais do joelho. Os efeitos in vitro do CBD incluem supressdo da
proliferacdo de linfocitos, de maneira dose dependente, e reducdo acentuada da producdo de
TNF e NO (6xido nitrico) por macrdéfagos peritoneais; também suprimiu as respostas de
linfécitos a mitdgenos e a estimulos alogénicos e bloqueou 0 aumento de TNF sérico induzido
por lipopolissacarideos (Mechoulam & Hanus, 2002). O uso topico de CBD, na forma de gel,

demonstrou potencial terapéutico no tratamento da inflamagdo e dor associadas a artrite em
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modelo animal de artrite no joelho induzido por administragdo de Adjuvante de Freud
(Hammell et al., 2016).

O CBD também demonstrou efeito neuroproteror em ratos, uma vez que sua
administracdo intra-cerebral induziu significativa reducdo no infarto cerebral ou acidente
vascular encefélico, no edema cerebral e na permeabilidade da barreira hematoencefalica em
comparagao com o grupo controle, além de suprimir a expressdo de TNF-o, TNFR1 e NF-xB
(Khaksar & Bigdeli, 2017); também reverteu danos cerebrais causados por isquemia em ratos
(Mechoulam et al., 2007). Em leitGes recém-nascidos com isquemia pos-hipdxia causada por
oclusdo temporaria das artérias carotidas, o CBD melhorou a atividade metabdlica cerebral,
reduziu o edema cerebral e convulsdes associadas com esta condigéo, e produziu efeitos
benéficos cardiacos, hemodinamicos, e ventilatorios (Alvarez et al., 2008; Ligresti et al., 2016)

Vérios trabalhos demonstram que o CBD é um dos candidatos mais promissores para
uso terapéutico em uma ampla gama de transtornos psiquiatricos e parte de seus efeitos parece
depender da facilitacdo da neurotransmissdo mediada pelo sistema endocanabinoide (Marco et
al., 2011). Os resultados dos trabalhos conduzidos por Linge e colaboradores (2016) e Zanelati
e colaboradores (2010) indicam que o CBD induz efeito antidepressivo através de mecanismos
dependente do receptor 5-HT1a. Outros trabalhos demonstram que o CBD atenua as respostas
autondmicas agudas associadas ao estresse em ratos, facilitando a neurotransmissao mediada
por receptores 5-HT:a (Resstel et al., 2009; Fogaca et al., 2014). Em seus experimentos,
Moreira e colaboradores (2006) demostram que o CBD induz efeito ansiolitico no teste de
conflito de Vogel e que este efeito ndo estd relacionado a ativacdo de receptores
benzodiazepinicos.

Em relacdo ao cancer, o CBD tem demonstrado atividades antiproliferativas e pré-
apoptoticas, induzindo modulacdo da tumorigénese em diferentes tipos de cancer, incluindo
mama, pulmao, cblon, cérebro e outros (Pellati et al., 2018; Namdar & Koltai, 2018).

Varios estudos pré-clinicos demonstraram as propriedades analgésicas do CBD. Entre
eles, Ward e colaboradores (2011) demonstram que o CBD (5-10 mg/kg) previne o
desenvolvimento de alodinia fria e mecanica em camundongos tratados com paclitaxel. Em
outro trabalho, Costa et al. (2004a) demonstraram que o CBD (10 mg / kg) aboliu a hiperalgesia
induzida por carragenina em um modelo de estimulo térmico em ratos. Outras evidéncias
clinicas mostraram a eficacia do CBD no tratamento de sintomas de dor neuropatica,
isoladamente (Wade et al., 2003) ou em combina¢do com THC (Kwiatkowska et al, 2004;

Nurmikko et al, 2007). Em seu recente trabalho, De Greg6rio e colaboradores (2019)
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demonstraram que o tratamento repetido com baixa dose de CBD induz analgesia
predominantemente através da ativacdo do TRPV1, reduz a ansiedade por meio da ativagdo do

receptor 5-HT1a e resgata a neurotransmissao da 5-HT em condi¢6es de dor neuropatica.

1.4. A dor

A Associagdo Internacional para Estudos da Dor (IASP) define o termo dor como “uma
experiéncia sensorial e/ou emocional desagradavel associada a dano real ou potencial dos
tecidos ou descrita em termos de tal dano”. O componente sensorial da dor € denominado
nocicepcao, que pode ser definida como a resposta fisioldgica a uma lesao tecidual.

A deteccdo do estimulo da dor ocorre primeiramente nos nociceptores, cuja fungédo é
transformar estimulos de natureza quimica, mecanica, elétrica ou térmica em potenciais de a¢éo
carreando a informacdo nociceptiva da periferia ao corno dorsal da medula espinhal (Rang et
al., 1991), onde fazem sinapses com neurdnios de segunda ordem, em laminas distintas: fibras
C nas laminas | e 11, e fibras Ad na lamina Il, também conhecida como substancia gelatinosa
(SG) da medula espinhal (Basbaum & Jessell, 2000; Basbaum et al., 2009). Os neurénios de
segunda ordem cruzam a medula espinhal para ascender ao trato espinotalamico, projetando
suas fibras terminais principalmente até o talamo, onde serd realizada uma segunda sinapse com
0s neurdnios de terceira ordem que emitem axdnios ao cortex somatossensorial, onde ocorre a
percepcao do estimulo nocivo, ou emitem axdnios ao giro cingulado anterior, onde é processado

0 componente emocional da dor (Russo & Brose, 1998) (figura 5).
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Figura 5 — Via ascendente da dor
(Fonte: Http://www.medicinanet.com.br/imagens/20121218101957.jpg)

Diversos neurotransmissores, aminoacidos e neuropeptidios sdo liberados pelas
terminaces aferentes primarias no corno dorsal da medula, onde exercem importante papel na
modulacdo da transmissdo nociceptiva. Entre tais substancias destacam-se o glutamato e
aspartato (aminoacidos excitatorios), as taquicininas [substancia P (SP), neurocinina A (NKA)
e neurocinina B (NKB)], peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), colecistocinina
(CCK), somatostatina, NO, prostaglandinas (PG), galanina, encefalinas e endorfinas (Woolf,
1994; Cao et al., 1995; Millan, 1999).

O organismo humano possui sistemas de controle dor tanto a nivel espinhal como a
nivel supraespinhal. A nivel espinhal temos a Teoria do Portdo da Dor (figura 6), proposta por
Melzack & Wall (1965), que sugere que a lamina Il do corno dorsal é constituida principalmente
por interneurdnios inibitorios, que uma vez ativados por fibras mais mielinizadas (tateis),
inibem as sinapses excitatdrias no corno dorsal da medula. Ja a estimulacdo por fibras menos
mielinizadas (nociceptivas) inibem, através de ramifica¢fes colaterais, os interneurdnios da

substancia gelatinosa, permitindo a chegada da informagdo nociceptiva aos neurdnios
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secundérios do corno dorsal. Em resumo, o balanco entre as informagdes conduzidas pelas
fibras periféricas nociceptivas e tateis modulam a informagao nociceptiva ao nivel do corno

dorsal da medula espinhal.

( TALamo )
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Figura 6 - Representacdo esquematica da Teoria do Portédo da Dor. Sinal (-) significa

inibicdo e o sinal (+) significa estimulacdo. (Fonte: Rang & Dale, 72 edi¢éo)

Ao nivel supra espinhal, a principal via descendente inibitdria da dor passa via funiculo
dorsolateral, tendo inicio na substancia cinzenta periaquedutal (PAG), localizada no
mesencéfalo, e recebe aferéncias do hipotalamo e do trato espinotalamico ascendente; descende
na via do nacleo magno da rafe, que da origem a neurdnios liberadores de serotonina (5-HT) e
de encefalinas, cujos papéis inibitérios descendentes contribuem para analgesia. As
terminacOes dessas fibras fazem sinapses com neurénios na raiz dorsal completando um longo
feedback negativo (Dickenson, 1995; Stamford, 1995). Além da substancia cinzenta, existem
numerosos sitios antinociceptivos supraespinhais originando vias descendentes para 0 corno
dorsal, dentre elas o hipotadlamo, nicleo magno da rafe, ndcleo reticular paragigantocelular,
nucleo parabraquial, locus coeruleus, nicleo do trato solitario e nucleo reticular dorsal (Millan,
2002) (figura 7).
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Figura 7 - Sistema de controle descendente da dor
PAG (Substancia Cinzenta Periaquedutal), NRPG (Nucleo Paragigantocelular Reticular), NMR
(Nucleo Magno Da Rafe), LC (Locus Ceruleus), DLF (Funiculo Dorsolateral) (Fonte: Adaptado de

Rang & Dale — Farmacologia 62 edi¢ao).

Além da serotonina e noradrenalina, varios outros neurotransmissores atuam na inibicao
nociceptiva no corno dorsal, entre eles aminoécidos inibitérios como o &cido gama-
aminobutirico (GABA\) e glicina, bem como neuropeptideos como as encefalinas (Curtis et al.,
1968; Lin et al.,1994).

A dor pode ser classificada de acordo com varios critérios. Em relacéo a velocidade de
transmissao, pode ser classificada como réapida ou lenta (figura 8). A dor rapida é sentida cerca
de 0,1 s apds o estimulo doloroso. Os impulsos dolorosos sdo transmitidos pelos nervos
periféricos para a medula espinhal pelas fibras aferentes priméarias mielinizadas A5, com
velocidade de conducéo entre 12 e 30 m/s. Por outro lado, a dor lenta comeca apds 1 segundo
ou mais e aumenta lentamente, sendo os impulsos conduzidos por fibras aferentes primarias
ndo mielinizadas do tipo C, com velocidade de 0,5 a 2,0 m/s (Newmann et al.,1996; Millan,
1999).
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Figura 8 — Dor répida e dor lenta (Fonte: Google imagens)

De acordo com a duracdo pode ser denominada aguda ou cronica. A dor aguda néo
persiste por mais de 3 meses, mas é uma resposta limitada no tempo devido a estimulos nocivos
gue danificam ou ameacam danificar os tecidos normais. Pode ser causada por lesdo traumatica,
no contexto de uma condicdo médica subjacente ou secundaria ao tratamento e geralmente
ocorre lesdo e ativacdo dos nociceptores no sitio lesionado (Loeser & Melzack, 1999;
Michaelides & Zis, 2019), podendo rapidamente cronificar (Carr & Goudas, 1999). A dor
cronica € definida como dor que dura ou se repete por mais de trés meses, e pode ser divida em
dor crénica primaria, onde a dor cronica é considerada a doenca em si, e dor cronica secundaria,
onde a dor é um sintoma de uma condicdo subjacente (IASP, 2019). Esta relacionada a
hiperalgesia e a alodinia, além de sensibilizacdo central (Loeser & Melzack, 1999; Souza,

2007), como mostrado na figura 9.
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' Patologia

Dor aguda

> Tempo

Dor crénica

Figura 9 — Dor aguda e dor crénica.
A dor aguda, quando nao resolvida, ao longo do tempo torna-se cronica

Fonte: Adapatada de Google imagens.

Ja Woolf classifica a dor em trés tipos: nociceptiva, inflamatoria e patologica (figura
10). A dor nociceptiva faz parte de um sistema de protecdo fisiologica de alerta precoce,
essencial para detectar e minimizar o contato com estimulos prejudiciais ou nocivos, e ocorre a
partir da ativacdo direta do nociceptor por estimulos mecénicos, térmicos ou quimicos. A dor
inflamatdria, apds lesdo tecidual, d& origem a um processo inflamatério através da ativacédo
celular e liberacdo de mediadores que ativam ou sensibilizam os neurdnios nociceptivos
periféricos; também € considerada um tipo de dor adaptativa e protetora. A dor patoldgica nao
é protetora, mas mal-adaptativa, resultante do funcionamento anormal do sistema nervoso. Pode
ocorrer ap6s danos no sistema nervoso (dor neuropatica), mas também em condicdes em que

ndo ha tal dano ou inflamacéo (dor disfuncional) (Woolf, 2010).
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Figura 10 - Classificacao dos tipos de dor (Fonte: Figura adaptada de Clifford &
Woolf, 2004).

Inicialmente a IASP classificava a dor em dois tipos: nociceptiva e neuropatica. A dor
nociceptiva é definida como dor que surge de danos reais ou ameacados ao tecido ndo-neural e
é devida a ativagdo de nociceptores. A dor neuropética é definida como dor causada por uma
lesdo ou doenga do sistema nervoso somatossensorial. Essa dicotomia entre as definigdes
mecanicistas da dor criou uma lacuna para numerosos pacientes que sentem dor sem que ocorra
ativacdo de nociceptores, lesdo ou doenca do sistema nervoso, como pacientes com dor

inespecifica nas costas, dor inespecifica nas articulac@es periféricas, fibromialgia e sindrome
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da dor regional complexa tipo 1 (Trouvin & Perrot, 2019). Dada essa situagcdo, um novo termo
foi proposto pelo conselho da IASP em 2017, dor nociplastica, que é definida como a dor que
surge da nocicepcdo alterada, apesar de ndo haver evidéncia clara de dano tecidual real ou
ameacado, causando a ativacao de nociceptores periféricos ou evidéncia de doenca ou lesdo do
sistema somatossensorial que causa a dor. A nota que acompanha esta definicdo sugere que os
pacientes podem ter uma combinacdo de dor nociceptiva e nociplastica (IASP; Trouvin &
Perrot, 2019). As definicdes sao revisadas com frequéncia e sua utilidade avaliada em referéncia
a novos conhecimentos sobre aspectos clinicos e cientificos basicos da dor.

Alteragdes tanto no sistema nervoso central quanto no sistema nervoso periférico podem
resultar em dor neuropética, incluindo alteracdo na expressao e funcdo dos canais para sédio e
potassio, aumento do influxo celular de célcio, alteracdo das resposta ao glutamato e substancia
P, reestruturacdo organizacional celular, aumento da excitabilidade neuronal, brotamento de
fibras do sistema nervoso periférico, diminuicdo da atividade ou perda dos neurbnios
inibitdrios, ativagdo da via facilitatoria descendente e inibi¢éo da via inibitéria descendente da
transmisséo dolorosa, entre outros (Leonard et al., 2009; Costigan et al, 2009; Basbaum et al.,
2009; Austin & Moalen, 2010; Cohen & Mao, 2014). Essas alteracdes desencadeiam varia¢oes
na sintese de neurotransmissores, na expressao e ativacao de receptores e canais i6nicos,
levando a sensibilizacdo periférica e central, gerando descargas ectdpicas, que se amplificam e
ativam células vizinhas caracterizando a dor cronica (Kraychete et al., 2006; Machelska, 2011),
e normalmente se manifestam como dor intensa e persistente, podendo ser espontanea,
associada a sensacdo de queimacdo e alfinetadas, hiperalgesia e/ou alodinia (Jensen et al.,
2011).

Além dos neurénios diretamente envolvidos na dor neuropatica, as células da glia,
como microglia e astrdcitos, também participam da geracao e manutencao dos sintomas da dor
neuropatica. Estes grupos celulares liberam uma variedade de citocinas pré-inflamatorias, que
sdo um dos principais componentes de media¢do ou na manutencdo de hiperalgesia e alodinia
(Watkins et al., 2001).

A dor neuropaética esta associada a comprometimento da qualidade da vida, e é muitas
vezes mal gerida. Em torno de 7-8% de adultos apresentam dor com caracteristicas
neuropaticas; 25% das pessoas com diabetes e 35% das pessoas com o HIV tém dor neuropatica.
(Murnion, 2018).

45


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trouvin%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31703792
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perrot%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31703792
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trouvin%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31703792
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perrot%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31703792

Introducao

Os sinais e sintomas da dor neuropéatica podem ser positivos e/ou negativos (Quadro

1); os positivos podem ser espontéaneos ou evocados e 0s negativos estdo relacionados a perda

ou reducdo da sensibilidade tatil, vibratoria, térmica e dolorosa (Baron et al., 2010).

Quadro 1 - Sinais e sintomas da dor neuropatica

. A Sensagao dolorosa sem estimulo
Sintomas Dor espontanea
aparente
Alodinia Dor gerada por estimulo ndo doloroso
Evocados Hiperaleesia Dor exagerada a um estimulo doloroso
. peralg Moderado
Positivos n . . Sensagao dolorosa desagradavel
Espontaneos | Disestesia R
espontanea
Parestesia | Sensa¢dao anormal ndo dolorosa
. . Diminuigdo da sensibilidade a estimulos,
Hipoestesia . . .
excluindo os sentidos especiais
Anestesia Perda total da sensibilidade
Negativos ) Auséncia de dor em resposta a estimulos
Analgesia
normalmente doloroso
Hioaleesia Resposta diminuida a um estimulo
poa’g doloroso Moderado

Fonte: Adaptado de Moreira Lima, 2017.

O tratamento da dor neuropatica pode ser desafiador e, como com toda a dor, deve ser

abordado com uma estrutura biopsicossocial e interdisciplinar. Existem vérias opcfes para o

tratamento medicamentoso como parte de uma abordagem geral para melhorar a qualidade de

vida dos pacientes (Moreira Lima, 2017; Murnion, 2018). A IASP, o Neuropathic Pain Special

Interest Group (NeuPSIG) e a European Federation of Neurological Societies (EFNS)

atualizaram as diretrizes do consenso de tratamento farmacoldgico da dor neuropética (Quadro

2):
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Quadro 2 — Tratamento farmacolégico da dor neuropética

Farmacos de primeira linha

. . L Nortriptilina
Antidepressivos triciclico - -
. L Desipramina
. . (ATC), aminas secunddrias -
Antidepressivos Amitriptilina
Tratamento " =
.  n Inibidores da recaptacdo da .
sistémico . . . Duloxetina
serotonina e norepinefrina
. . Ligantes dos a2-6 do canal de |Gabapentina
Anticonvulsivantes oo -
calcio Pregabalina
Tratamento tépico Analgésico local Amina do tipo amida Lidocaina
Farmacos de segunda linha
Morfina
. Oxicodona
Tratamento Opioides fortes
oA Metadona
sistémico -
Fentanil
Opioides Fracos Tramadol

Farmacos de terceira linha

Inibidores da recaptacao de
dopamina e noradrenalina Bupropiona
(IRDN)

Antidepressivos
aep v Inibidores da recaptacao de Citalopram

serotonina e noradrenalina

Paroxetina
Tr?ta‘\m?nto (ISRS)
sistémico :
Carbamazepina
Lamotrigina
Anticonvulsivantes |Oxcarmazebina
Topiramato

Acido valproico

Fonte: Adaptado de Moreira Lima, 2017.

Assim como as diretrizes, varios trabalhos sugerem o uso de farmacos antidepressivos
para tratamento da dor persistente e dor neuropatica (Finnerup et al., 2005; Attal et al., 2010;
Dworkin et al., 2003), outros estudos também relatam o efeito antinociceptivo do sistema
canabinoide, e do canabidiol, em diferentes modelos animais de dor (Costa et al., 2007; Hammel
et al., 2016), incluindo dor neuropatica (Costa et al., 2007; Xiong et al., 2012; Ward et al.,

2014). Estudos demonstram que canabinoides suprimem a dor neuropatica induzida por lesao
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traumaética no nervo, quimioterapias e alteracdes metabolicas (Guindon & Hohmann 2008). O
agonista ndo seletivo para receptores canabinoides, WIN55-212, atenuou a dor neuropatica
induzida por paclitaxel e vincristina através de mecanismos de agéo via receptores CB1 e CB>
(Pascual et al., 2005; Rahn & Hohmann, 2009); o agonista dos receptores CB,, AM1710,
também demonstrou atenuar a dor neuropética induzida por cisplatina e paclitaxel (Deng et al.,
2012). Ward e colaboradores (2011; 2014) demonstraram que o0 canabidiol previne o
desenvolvimento da sensibilidade mecéanica induzida por paclitaxel.

Diversos estudos sugerem relacdo entre depressédo e dor neuropatica (Barrot et al., 2009;
Micé et al., 2006; Von & Simon, 1996), sendo que Varios trabalhos atribuem o efeito analgésico
de farmacos antidepressivos (como nortriptilina, venlafaxina e duloxetina) na dor neuropatica
a suas acdes na melhora da transmissdo monoaminérgica (Attal et al, 2010; Barrot et al., 2010).

Além do sistema monoaminérgico, varios trabalhos relatam participacdo do sistema
opoidérgico (Benbouzid et al., 2008a e 2008b; Bohren et al., 2010; Nozaki & Kamei, 2006) nos
mecanismo analgésicos subjacentes induzidos por antidepressivos, e também os efeitos
antidepressivos e analgésicos conhecidos apds a ativacdo do sistema canabinoidérgico
(Bambico et al., 2007; Hill & Gorzalka, 2005, Romero et al., 2013; Harris et al., 2016), além
do efeito antinociceptivo sinérgico dos sistemas opoidérgico e canabinoidérgico em varios
modelos de dor (Vigano et al., 2005; Reis et al., 2009), incluindo a dor neuropatica (Bushlin et
al., 2010; Kazantzis et al., 2016).

Vaérios trabalhos demonstram também participacao da via antinociceptiva nitrérgica em
modelos de dor, (Cunha et al., 2010), com posterior ativacdo de Karp (canais para potassio
dependentes de ATP) (Rodrigues e Duarte, 2000; Soares & Duarte, 2001). Além desses
trabalhos, Koh e colaboradores (2016) demonstraram, em um modelo de dor neuropética que
os efeitos anti-alodinicos do Nefopam, droga analgésica de efeito central, foram aumentados
pelo agonista do canal Katep Pinacidil, e revertidos pelo antagonista do canal Kartp
Glibenclamida.

Sabe-se que a ativacdo da via PISBK/AKT tem importante papel no efeito analgésico de
algumas drogas, como a morfina (Cunha et al., 2010) no modelo de dor por sensibilizacdo
nociceptiva. Recentemente foi demonstrado, em células in vivo, que o extrato de HCT
(Houttuynia cordata Thunb) aumentou a proliferacéo celular in vivo, e aumentou a sinalizacéo
da via PI3k/AKT/mTOR in vitro em células do tipo Th17. Essas células estdo envolvidas

principalmente na recuperacdo endogena da neuropatia. (Wan et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Estimativas da prevaléncia de dor neuropatica cronica devido a
lesdo nervosa periférica varia de 5% a 15,7% (Kuffler, 2020). Em torno de 7-8% da populacédo
adulta apresenta dor com caracteristicas neuropéticas, além de 25% da populacéo diabética e
35% dos portadores de HIV serem acometidos por esse tipo de dor (Murnion, 2018). Os
tratamentos farmacoldgicos atuais - antidepressivos, anticonvulsivantes, opioides - séo
frequentemente insatisfatérios em proporcionar alivio da dor, e induzem varios efeitos
adversos. A EFNS recomenda o uso de drogas unicas, em doses relativamente altas (até 150
mg de antidepressivos triciclicos, 3600 mg de gabapentina, 400 mg de tramadol) como a
primeira e a segunda linha de tratamento, enquanto as terapias combinadas sdo recomendadas
para pacientes que mostram apenas resposta parcial a todos os medicamentos administrados
isoladamente (Attal et al., 2010).

Assim, a pesquisa por tratamentos que diminuam a dor, e, de preferéncia, com baixo
indice de efeitos adversos, é uma necessidade social e clinica de extrema importancia. Com o
aumento do numero de fitoquimicos sendo desenvolvidos para medicina (Chiappedi & Bejor,
2010), incluindo analgésicos (Kanodia et al., 2010; Zareba, 2009), e ainda, o crescente nimero
de trabalhos envolvendo o canabidiol para os mais diversos tratamentos como ansiedade,
epilepsia, diabetes, depressdo e doengas neurodegenerativas (Moreira et al., 2006; Carlini e
Cunha, 1981; Weiss et al., 2008; Zanelati et al., 2010; luvone et al., 2009) além de dor
neuropatica (Xiong et al., 2012), com comprovado baixo indice de efeitos adversos (Carlini e
Cunha, 1981; Hoggart et al., 2015), nosso trabalho busca entender os mecanismos pelos quais
o canabidiol é eficiente analgésico no tratamento da dor neuropatica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito antinociceptivo periférico do canabidiol e elucidar se os sistemas

canabinoide, opioide, nitrérgico e os receptores 5-HT1a € TRPV1 estdo envolvidos nesse evento.

3.2 Objetivos Especificos

I. Avaliacdo temporal da dor neuropatica na pata de camundongos induzida pela constri¢do do
nervo ciatico;

I1. Avaliacdo do efeito periférico do canabidiol na dor neuropatica induzida por constricdo do
nervo ciatico;

I11. Avaliacdo do envolvimento do sistema canabinoidérgico, opioidérgico, da via intracelular
PISK/AKT/mMTOR/NO/GMPc/Kate, bem como dos receptores 5-HT:1a e TRPV1 no efeito
antinociceptivo periférico induzido pelo canabidiol, frente & constrigdo do nervo ciatico;

IV. Quantificacdo de endocanabinoides em tecidos de pata na presenca e auséncia de neuropatia
em camundongos tratados com canabidiol;

V. Quantificacdo da producdo de Oxido Nitrico a partir da producdo de nitrito .
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 30 e 40 g, provenientes do
Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (Cebio-ICB/UFMG). Esses
foram alojados em caixas plasticas de dimensbes 30x16x12 centimetros (4/caixas) com cama
de forragem, tendo livre acesso a racdo e dgua. Permaneceram em ambiente com temperatura
controlada (23 a 25°C), em regime claro-escuro de 12 horas. Apds o0s procedimentos
experimentais 0s animais foram eutanasiados com injecdo intraperitoneal dos agentes
anestésicoa ketamina e xilazina na dose 3 vezes maior do que a dose anestésica usada (300
mg/Kg e 15 mg/Kg em 150 ul). Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o Protocolo n°
57/2017.

4.2. Modelo de Inducdo de Dor Neuropatica: Constricdo do Nervo Ciatico (CNC)

Os animais foram anestesiados com solugéo de Cloridrato de Ketamina 10% (Dopalen,
Vetbrands, Brasil) na dose de 100 mg/ Kg e Cloridrato de Xilazina 2% (Dopaser, Calier, Brasil)
com adose de 5 mg/Kg, injetados por via intraperitoneal num volume final de 150 pl de solugao.
A técnica cirargica empregada é uma adaptacdo do método descrito por Yalcin et al. (2014).
Cada camundongo, apds ser anestesiado, foi colocado em uma mesa cirdrgica, na posicao
decubito dorsal. Foi realizada a epilacao local, e com auxilio de uma pinca e uma tesoura de
ponta afiada, foi realizado um pequeno corte paralelo ao fémur. Os musculos foram entéo
divulsionados, com objetivo de localizar e expor o nervo ciatico. Diferente do procedimento
realizado por Yalcin et al. (2014), que implantaram um manguito de polietileno no nervo ciatico
(figura 11), em nosso modelo realizamos duas ligaduras frouxas ao redor do nervo, com fio
flexivel resinado e indcuo, separadas uma da outra por aproximadamente dois milimetros. Feito
isso, a ferida cirdrgica foi suturada com fio de nylon cirdrgico agulhado 5.0 esterilizado. Os

29 ¢¢ 2 ¢¢

grupos experimentais foram divididos nos grupos “naive”, “operado”, “sham sem fio

29 ¢¢

sham
com fio”. Os animais “naive” nao receberam nenhum tipo de manipulagao cirdrgica. Os grupos
falso-operado (sham) foram submetidos a todos os procedimentos experimentais realizados no

grupo “operado”, exceto a constri¢ao do nervo ciatico.
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Figura 11. Manguito de polietileno implantado no nervo ciatico para induzir dor
neuropatica (Fonte: Video disponibilizado como material suplementar do trabalho de

Yalcin e colaboradores (2014).

4.3 Teste algesimétrico de mensuracdo da hiperalgesia da pata de camundongos

O método de retirada da pata submetida a compresséo, descrito originalmente para ratos
por Randall & Selitto (1957) e posteriormente adaptado para camundongos por Kawabata et al.

(1992), foi utilizado para a mensuracdo da hiperalgesia periféricaem camundongos (figura 12).

Figura 12- Camundongo sendo submetido ao teste de retirada de pata.
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Descrigéo do teste

No teste, 0 animal é cuidadosamente mantido imobilizado sobre a bancada, por uma das
maos do experimentador, enquanto a pata sob teste é colocada, por sua superficie plantar, a
parte compressora do aparelho. A parte compressora consiste em duas superficies, sendo uma
plana, sobre a qual se apoia a regido dorsal da pata do animal e outra conica, com uma area de
1,75 mm2 em sua extremidade, por meio da qual é aplicado uma presséo na superficie plantar
da pata do animal (figura 13). A intensidade da pressao aplicada aumenta a uma taxa constante
de 16 g/s (o que equivale dizer que a cada centimetro percorrido na régua ha o acréscimo de 10
gramas a pata do animal), mediante o acionamento de um pedal pelo experimentador.

Ao observar a resposta nociceptiva do animal (reflexo de retirada da pata), o
experimentador desacionara o pedal, interrompendo assim o aumento da pressao imposta a pata,
sendo que o ultimo valor, que corresponde ao limiar nociceptivo, fica indicado na escala do
aparelho e expresso em gramas (g).

Cabe ressaltar que o animal é ambientalizado ao aparelho no dia que antecede o teste.
Essa ambientalizacdo consiste em submeter o animal @ mesma situacdo que sera vivenciada no
dia do experimento. Esse procedimento é importante para permitir uma melhor observacao da
resposta nociceptiva do animal, que durante o teste deve permanecer quieto, evitando que

desenvolva uma reacédo de fuga simplesmente devido a situacao estranha imposta a ele.

Figura 13 - Parte compressora do aparelho (Ugo Basile, Italia) utilizado para medir o

limiar de resposta ao estimulo mecanico aplicado na pata de camundongos.
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4.4 Teste de avaliacdo da Coordenagdo Motora

A coordenacdo motora foi avaliada pelo tempo em que o animal passou caminhando
sobre uma haste giratéria (Dunham & Miya, 1957) durante 2 minutos (tempo de corte). O
aparelho utilizado (Ugo Basile mod. 7600) consta de uma haste giratoria horizontal, revestida
de pléstico antideslizante, suspensa a uma altura de 25-30 cm e com rotagéo constante (16 rpm)
(figura 14). Os animais foram submetidos a trés sessdes diarias de treinamento, nos trés dias
que antecederam os experimentos, totalizando 9 sess6es de treinamento. A coordenacdo motora
foi avaliada imediatamente antes (basal), 10, 20, 30, 60 e 120 minutos ap6s o tratamento com
veiculo (Tocrisolve 5% em salina, s.c.), canabidiol (30 ug/pata, s.c.), diazepam (4 mg/Kkg, i.p.)
ou xilazina (16mg/Kkg, s.c. dorsal). E importante ressaltar que para esse experimento os animais
ndo foram submetidos a cirurgia de constricdo do nervo ciatico, pois a técnica inviabilizaria a
permanéncia dos animais sobre a haste, sendo o objetivo do teste verificar se a dose de

canabidiol usada induziria alteragdo da coordenagdo motora nos animais.

Figura 14 — Teste de avalia¢do da coordenacdo motora.
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4.5 Purificacéo e quantificacdo de endocanabinoides através da técnica de LC-MS

O canabidiol (30 pg/pata) foi administrado na pata posterior direita de animais naive e
neuropaticos. Apos 15 minutos, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e 0
tecido da superficie plantar das patas posteriores direitas dos camundongos foi coletado. A
extragdo, purificagdo e quantificacdo de endocanabinoides a partir dos tecidos de coxins
plantares foram realizadas como descrito anteriormente (Bisogno et al., 1997; Di Marzo et al.,
2001). Primeiro, os coxins plantares foram homogeneizados com pistilos plasticos descartaveis,
em solugdo contendo cloroférmio / metanol / Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 (2: 1: 1, v/ v). Apds
serem sonicadas por 8 minutos, foram adicionados as amostras as solugdes standarts [10 pl de
solugdo contendo 2-AG (50 picomoles de d° 2-AG) e 10 pl de solugdo mix contendo AEA,
PEA e OEA (5 picomoles de d® AEA + 50 picomoles d* PEA + 50 picomoles d?> OEA)]. Foram
realizadas 4 extracdes adicionando 600 pl de cloroférmio as amostras. A fase organica foi
separada da fase aquosa por centrifugacdo. O extrato pré-purificado foi colocado em cameras
abertas de cromatografia em colunas de silica gel, eluida com concentracdes crescentes de
metanol em cloroférmio (1:99, 1:9, 1:1).

Apos a extracao e a purificacdo, fragdes de amostras foram
submetidas a analise de cromatografia liquida por ionizacdo quimica em pressao atmosférica e
espectometria de massa (LC-APCI-MS) atraveés da utilizacdo de um aparelho Shimadzu de LC
(LC-10ADVP) acoplado a um aparelho Shimadzu (LCMS-2020). O software usado para
analise foi o LabSolution, que permite fazer a integracdo entre as amostras, de modo tal que se
possa fazer uma raz&o entre a area dos endocanabinoides e a area dos canabinoides “d” alterados
(standarts), podendo assim, calcular a concentracdo do endégeno explorando a quantidade de
standart adicionado. Essa razdo fornece a quantidade em picomol de standart, no interior das
amostras. Depois se deve normalizar quantidade de tecido da amostra (ug) e/ou de lipidios
extraidos (ug). A quantidade de endocanabinoides foi expressa em picomoles por miligrama de
peso tecido. A dosagem de endocanabinoides foi realizada no Istituto di Chimica Biomoleculare

del Consiglio Nazionale delle Ricerche, em Pozzuoli, Napoles, Italia.
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Figura 15 - Purificacdo das amostras em colunas de silica gel (A); Aparelhagem para

realizacdo da cromatografia, espectrometria de massas e analise por software (B).

4.6 Quantificacio da producéo de Oxido Nitrico a partir da producéo de nitrito pelo

método de Reacédo de Griess

A dosagem de nitrito (NO2") foi realizada usando a Reacdo de Griess (Green et al.,
1982). O canabidiol (30 pg/pata) foi administrado na pata posterior direita de animais naive e
neuropaticos. Apds 15 minutos, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e 0
tecido da superficie plantar das patas posteriores direitas dos camundongos foi coletado. As
amostras foram homogeneizadas individualmente em solucdo tampé&o (20 uL de tampéo para
cada 1 mg de tecido) contendo Tris-HCI 30 mM, pH 6,8, EDTA 5 mM, sacarose 250 mM, KCI
30 mM, B-mercaptoetanol a 2%, PMSF (100 pg/mL), benzamidina (5 pg/mL), aprotinina (2
pg/ml) e leupeptina (2 pg/ml). As amostras foram entéo centrifugadas (12.000 rpm, 4°C, 15
min).

Posteriormente, 100 uL do sobrenadante foi adicionado em cada poco de uma placa de
ELISA, seguido por 100 uL de reagente de Griess (2% [p/v] de sulfanilamida em é&cido
fosforico a 5% [v/v] e 0,2% [p/v] naftilentilenodiamina). As curvas de referéncia padréo de

nitrito foram feitas com nitrito de s6dio em &gua destilada em concentragdes de 100, 50, 25,
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12,5, 6,25, 3,13 e 1,56 uM. Apds 10 minutos de desenvolvimento de cor a temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida com um leitor de microplacas (Titertek Multiskan
MCC/340; Flow Laboratories, McLean, VA) a um comprimento de onda de 540 nm.

A quantidade de nitrito foi normalizada utilizando a quantidade de proteina em cada
amostra. Para tanto, em outra placa de ELISA foram adicionados em cada po¢o 5 ul do
sobrenadante diluido 20 vezes, seguido por 250 uL de reagente de Bradford. Para a curva padrdo
de proteina foi utilizada a albumina nas concentra¢ées de 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,0625 mg/mL.
Apds 15 minutos de desenvolvimento de cor a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida
com um leitor de microplacas (Titertek Multiskan MCC/340; Flow Laboratories, McLean, VA)
a um comprimento de onda de 595 nm. Tanto para o reagente de Griess quanto para o reagente

de Bradford foram realizados ensaios em duplicatas.
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Figura 16 — Reac6es quimicas envolvidas na Reacdo de Griess.

Na primeira etapa da reacdo de Griess, 0 nitrito, em meio acido, reage com a sulfanilamida
formando um ion diaz6nio. Na segunda etapa esse ion se liga com a naftilentilenodiamina
para formar um corante azo vermelho-violeta, solivel em agua (Fonte: Adaptado de
Campos et al., 2006).
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4.7 - Drogas

4.7.1 Substancia antinociceptiva sob teste

- Canabidiol (THC Pharm, pureza >98%) dissolvido em Tocrisolve 5% em em solucdo aquosa
estéril de cloreto de sédio (NaCl) a 0,9% (solucéo salina fisiologica);

OBS: O Canabidiol usado em todo este trabalho foi gentilmente doado pelo professor Francisco
Silveira Guimaraes (FMRP/USP).

4.7.2 Farmacos envolvidos na via canabinoidérgica

- AM251 [1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-(1-piperidil) pirazol-3 carboxamida]
(Tocris), antagonista dos receptores CB1 canabinoides, dissolvido em DMSO 100% e diluido
antes das injecGes em solucdo salina, atingindo uma concentracédo final de DMSO 10%j;

- AM630 [6-lodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil) etil]-1H-indol-3 il] (4metoxifenil) metanona
(Tocris), antagonista dos receptores CB> canabinoides, dissolvido em DMSO 100% e diluido
antes das injecGes em solucdo salina, atingindo uma concentracédo final de DMSO 10%;

- MAFP (metil araquidonil fluorofosfonato) (&cido (5Z, 8z, 11Z, 14Z)-eicosatetraenil-
fosfonofluoridrico metil ester) (Tocris), inibidor da enzima &cido graxo amida hidrolase
(FAAH, fatty acid amide hydrolase), dissolvido em etanol 100% e diluido antes das inje¢6es
em solucéo salina, atingindo uma concentracao final de etanol 3%;

- VDML11 [(5Z, 8Z, 11Z, 14Z) - N-(4-Hidroxi-2-metilfenil) -5, 8, 11,14-eicosatetraenamida]
(Tocris), inibidor do transportador de anandamida, dissolvido em solucédo de tocrisolve a 10%
em solucdo salina;

- JZL184 (4cido 4 - [Bis (1,3-benzodioxi-5-il) hidroximetil] - 1-piperidinocarboxilico 4 -
nitrofenil éster) (Tocris), inibidor da enzima monoacilglicerol lipase (MAGL), dissolvido em

solucdo salina.
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Figura 17 — Esquema do mecanismo de acdo dos farmacos que agem na via

canabinoidérgica

4.7.3 Farmacos envolvidos na via opioidérgica

- Naloxona (Sigma), antagonista ndo seletivo de receptores opioides, dissolvida em solucéo
saling;

- Clocinnamox (Tocris), antagonista seletivo dos receptores L opioides, dissolvido em solugéo
salina;

- Naltrindole (Tocris), antagonista seletivo dos receptores & opioides, dissolvido em solucéo
saling;

- Nor-binaltorfimina (Tocris), antagonista seletivo dos receptores k opioides, dissolvida em
solucéo salina;

- Bestatina (Tocris), inibidor da enzima aminopeptidase N, enzima que degrada peptideos

opioides enddgenos, dissolvida em solucdo salina.
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Figura 18- Esquema do mecanismo de a¢do dos farmacos que agem na via opioidérgica

4.7.4 FArmacos envolvidos na via PISK/AKT/mTOR/NO/GMPc¢/KaTp

- AS605240 (Sigma), inibidor seletivo da enzima PI3K gama, dissolvido em solucdo salina;

- Rapamicina (Sigma), inibidor da proteina mTOR, dissolvido em DMSO 100% e diluido antes
das injecOes em solucdo salina, atingindo uma concentracéao final de DMSO 10%);

- L-NOArg (N®-Nitro-L-arginina) (RBI), inibidor no seletivo das enzimas dxido nitrico sintase
(NOS), dissolvido em solucao salina;

- ODQ (1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a]quinoxalina-1-ona) (RBI), inibidor seletivo da enzima
guanilato ciclase soltvel, dissolvido em DMSO 100% e diluido antes das inje¢c6es em solucéo
salina, atingindo uma concentracao final de DMSO 10%);

- Glibenclamida (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K* sensiveis ao ATP (Kate),

dissolvida em solucdo salina e Tween 20 a 1%.
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Figura 19 — Esquema do mecanismo de a¢do dos fArmacos que agem na via

PISK/AKT/mTOR/NO/GMPc/Katp

4.7.5 Farmacos antagonistas dos receptores 5-HT1a e TRPV1

- NAN 190 (Tocris) antagonista seletivo dos receptores 5-HT1a, dissolvido em DMSO 100% e
diluido antes das injecGes em solu¢do salina, atingindo uma concentracao final de DMSO 10%;

- SB-366791 (Tocris) antagonista seletivo de TRPV1, dissolvido em DMSO 100% e diluido

antes das injecGes em solucdo salina, atingindo uma concentracédo final de DMSO 10%.
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NAN-190 SB366791

Figura 20 — Esquema do mecanismo de acdo dos farmacos que agem nos receptores 5-
HTiae TRPV1

4.8 Administracéo das Drogas

Todas as drogas foram administradas por via intraplantar na pata posterior direita dos
camundongos (figura 20A), num volume de 20 ul para todas as drogas, com excecdo do
diazepam e xilazina que foram administrados pela via intraperitoneal (figura 20B) e subcutanea

dorsal (figura 20C), respectivamente, num volume de 100 pl.

Figura 21 — Vias de administracao das drogas
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4.9 Procedimento Experimental

O limiar nociceptivo de cada animal foi determinado antes e apds da constri¢cdo do nervo
ciatico, bem como antes da administracao de cada droga. O limiar é sempre medido trés vezes,
sendo o resultado a media dessas medidas.

As doses e os tempos de injecdo das drogas utilizadas foram baseados em dados da
literatura e em experimentos preliminares (pilotos) de curva dose-resposta e tempo-efeito com
cada agente a ser utilizado (Pacheco & Duarte, 2005; Costa et al., 2007; Romero et al., 2012 e
2013; Salat & Filipek, 2015; Diniz et al., 2015; Almeida-Santos et al., 2015). Os protocolos de
administracdo foram registrados nas legendas de todos os graficos.

Os antagonistas dos receptores canabinoides CB: e CB, (AM251 e AMG630,
respectivamente) bem como os inibidores da degradacéo e recaptacdo de anandamida (MAFP
e VDML11, respectivamente) e o inibidor da degradacédo de 2-AG (JZL184) foram administrados
10 minutos antes do canabidiol.

Os antagonistas dos receptores L, 6 e k opioides (naloxona, clocinnamox, naltrindole e
nor-binaltorfimina, respectivamente) bem como o inibidor de encefalinases (bestatina) foram
administrados 30 minutos antes do canabidiol.

Os inibidores seletivos das enzimas PI3Ky e mTOR (AS-605240 e rapamicina,
respectivamente), o inibidor ndo seletivo das isoformas da enzima NO-sintase (L-NOArg), bem
como o inibidor da enzima guanilil ciclase solivel (ODQ) foram administrados 30 minutos
antes do canabidiol. O bloqueador seletivo dos canais para potassio sensiveis ao ATP
(glibenclamida) foi administrado 5 minutos antes da administragdo do canabidiol.

O antagonista seletivo dos receptores serotoninérgicos 5-HT1A (NAN-190) foi administrado
15 minutos antes da administracdo do canabidiol e o antagonista seletivo dos receptores
TPV1(SB-366791) foi co-administrado com o canabidiol.
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4.10 Analise Estatistica

Para analise dos dados foi usado o software GraphPad Prism verséo 8.0.2. Os resultados
foram apresentados como a media + erro padrédo da media (E.P.M) das medidas e submetidos a
andlise de varidncia one-way (ANOVA), sequida pelo teste de Bonferroni, para verificar a
significancia das diferengas entre as médias (comparagdes mdltiplas), sendo consideradas
significantes quando os valores de p foram menores que 0,05. Para a dosagem de
endocanabinoides e nitrito foi utilizado o two-way ANOVA com o pos-teste de Newman-Keuls,
para multiplas comparagdes, sendo consideradas significantes quando os valores de p foram

menores que 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo temporal da dor neuropatica na pata de camundongos induzida pela

constricdo do nervo ciatico

A fim de avaliar a dindmica da inducdo da dor neuropatica, foram realizadas, durante
21 dias consecutivos, medidas dos limiares nociceptivos na pata posterior direita dos animais
que foram operados. Também foram realizadas medidas dos limiares nociceptivos dos grupos
controles, grupo naive, que sdo os animais que ndo foram submetidos a nenhum tipo de
procedimento cirdrgico; grupo sham com fio, que sdo os animais que foram submetidos a
cirurgia, foi introduzido o fio mas sem realizar as ligaduras de constricdo, e 0 grupo sham sem
fio, que sdo os animais que foram submetidos a cirurgia, mas ndo houve introducao do fio. Foi
observado que no 3° dia de constri¢do os animais apresentaram um efeito hipoalgésico, voltando
ao limiar basal no 5° dia, com diminui¢do do limiar nociceptivo a partir do 6° dia e estabilizacdo
da resposta hiperalgésica no 11° dia, como mostra o grafico 1. Os grupos sham com e sem fio
ndo demonstraram diferenca estatistica quando comparado com o grupo naive, e também nao
apresentaram diferenca estatistica quando comparados entre si. Todos 0s outros experimentos

foram realizados 15 dias apdés a cirurgia de constri¢do do nervo citico.
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Grafico 1 - Avaliacdo temporal da dor neuropética na pata de camundongos apds constricdo do nervo

ciatico. Cada linha representa a média £ E.P.M. referentes ao n = 5 de animais. * indica uma diferenga estatistica
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significativa em relacdo ao grupo controle sham com fio (P <0,05, ANOVA por analise de medidas repetidas +
pos-teste Bonferroni).

5.2 - Efeito antinociceptivo periférico do canabidiol

Para avaliar o possivel efeito antinociceptivo periférico induzido pelo canabidiol,
fizemos experimentos para determinar as curvas de tempo-efeito e dose resposta da
antinocicepcdo induzida por essa droga. A administragdo de canabidiol (5, 10 ¢ 30 ug) na pata
posterior direita induziu resposta antinociceptiva frente a hiperalgesia induzida pela constri¢éo
do nervo ciatico, tendo seu pico de acdo 15 minutos ap6s a administragdo do CBD. A dose de
30 ug/pata produziu maior resposta antinociceptiva (grafico 2), sendo essa dose usada nos
experimentos posteriores, com excecdo daqueles experimentos em que avaliamos a
potencializacdo de efeitos das drogas; nesses experimentos usamos a dose de 5 ug/pata. Nos

experimentos seguintes, o efeito do canabidiol foi avaliado 15 minutos ap6s sua administragéo.
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5 % CBD5 g
S -+ CBD10m
8 90- o g
o CBD 30 ug
pz
8 60 —

S
=
OI | | | | | | | | : : 1
0O 5 10 15 20 25 30 35 4 60

Gréfico 2 - Efeito do canabidiol no limiar nociceptivo em camundongos frente a hiperalgesia induzida 15
dias apds a constri¢do do nervo cidtico. O canabidiol foi administrado na pata posterior direita e a resposta
nociceptiva foi medida durante 60 minutos através do teste de compressdo da pata tal como descrito em Materiais
e Métodos. Cada linha representa a média + E.P.M. referentes ao n = 5 de animais. * e # indicam uma diferenca

estatistica significativa em relacdo ao grupo Tocrisolve 5% e ao grupo CBD 10 ug, respectivamente (P <0,05,
ANOVA + pos-teste Bonferroni).

5.3 - Exclusao do efeito sistémico

Em seguida, para exclusdo de um possivel efeito sistémico, o canabidiol, ou seu veiculo,

foi administrado na pata posterior direita em um grupo, e na pata posterior esquerda em outro
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grupo. As medidas do limiar nociceptivo foram feitas apenas da pata posterior direita, antes e
15 minutos ap6s a administracdo do canabidiol (gréfico 3). Esses resultados demonstram que
o canabidiol induziu efeito antinociceptivo restrito a pata tratada, uma vez que ndo alterou a

hiperalgesia na pata contralateral, sugerindo somente um efeito local.
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Gréfico 3 - Excluséo do efeito antinociceptivo sisttmico induzido pelo canabidiol. Canabidiol (30 ng) foi
administrado na pata posterior direita em um grupo, e na pata posterior esquerda em outro grupo. Tocrisolve, como
controle do canabidiol, foi administrado na pata posterior direita dos animais. A resposta antinociceptiva foi
medida na pata posterior direita em todos o0s grupos. Cada coluna representa a média = E.P.M. (n = 5). * indica

uma diferenca estatistica significativa em relagéo ao grupo controle Tocrisolve 5% Pata Direita (P <0,05, ANOVA
+ pds-teste Bonferroni).

5.4 — Avaliacéo da coordenagéo motora

Nosso proximo objetivo foi avaliar se o canabidiol na dose de 30 pg/pata induz alteragdes na
coordenacao motora. Utilizando o teste de Rota Rod verificamos que 0s animais tratados com
canabidiol ou seu veiculo (Tocrisolve 5%), ndo apresentaram nenhum tipo de alteragdo na
coordenacao motora; ja o tratamento com os controles positivos diazepam (4 mg/kg, i.p.) e
xilazina (16 mg/kg , s.c), drogas indutoras de relaxamento muscular com marcante alteracédo
da coordenacao motora (Young & Prielipp, 2001; Payen et al., 2007; William et al., 2001),
por sua vez, reduziram significativamente o tempo de permanéncia dos animais sobre a haste
giratéria (grafico 4.), sugerindo a dose administrada de canabidiol ndo possui efeitos

sedativos e/ou relaxantes nas doses utilizadas neste estudo.
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Gréfico 4 - Efeito da administracdo de canabidiol no teste de coordenacéo motora em camundongos. 0, 10,
20, 30, 60 e 120 minutos apds a administracdo das drogas o tempo de permanéncia sobre a haste giratoria foi
medido (s). Cada coluna representa a média + E.P.M. (n = 5). * indica uma diferenca estatistica significativa em

relacdo ao grupo canabidiol 30 pg. (P<0,05, ANOVA por andlise de medidas repetidas + p6s-teste Bonferroni).

5.5 — Participacdo do sistema canabinoide na antinocicepg¢ao induzida por canabidiol

Como mostrado nos gréaficos 5A e 5B, o AM251 (80 pg/pata), antagonista dos
receptores canabinoidérgicos CB1 e o AM630 (100 pg/pata), antagonista dos receptores
canabinoidérgicos CBy, respectivamente, reverteram a antinocicepgéo periférica induzida pelo
canabidiol (30 pg/pata) nos animais 15 dias ap0s constricdo do nervo ciatico, sugerindo a
participacdo desses receptores no evento estudado. Os antagonistas quando administrados

sozinhos ndo causaram alteragdo no limiar nociceptivo dos animais.
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Gréfico 5 — Reversdo do efeito antinociceptivo periférico do canabidiol pela administracéo intraplantar de
antagonistas dos receptores canabinoides. O AM251 (A) e 0 AM630 (B) foram administrados 10 minutos antes
do canabidiol (30 pg/ pata) nos animais 15 dias apds constri¢do do nervo ciatico. Cada coluna representa a média
+ E.P.M. (n=5). * e # indicam uma diferenga estatistica significativa em relagdo ao grupo Operado + DMSO 10%
+ Tocris 5% e Operado + DMSO 10% + CBD 30 pg injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA

+ pds-teste Bonferroni).

Como mostram os graficos 6A, 6B e 6C, respectivamente, o MAFP (0,5 pg/pata),
inibidor da enzima FAAH que degrada o endocanabinoide anandamida, e o JZL184 (3,75
ug/pata), inibidor da enzima MAGL que degrada o endocanabinoide 2-araquidonoilglicerol (2-
AG), bem como o VDM11, inibidor da recaptacdo da anandamida, potencializaram a
antinocicepgdo periférica induzida pelo canabidiol em sua menor dose (5 pg/pata) nos animais
15 dias ap0ds constricdo do nervo ciatico. Os inibidores quando administrados sozinhos nédo

causaram alteragdo no limiar nociceptivo dos animais.
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Gréfico 6 — Administracéo intraplantar de inibidores enzimaticos potencializa o efeito antinociceptivo
periférico do canabidiol. O MAFP (A), 0 JZL184 (B) e 0 VDM11 (C) foram administrados 10 minutos antes do
canabidiol (5ug/ pata) nos animais 15 dias ap6s constricdo do nervo ciatico. Cada coluna representa a média +
E.P.M. (n =5). * e # indicam uma diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo Operado + Etanol 3% +
Tocris 5% e Operado + Etanol 3% + CBD 5 pg injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA +

pés-teste Bonferroni).
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Como mostra o gréafico 7, através da técnica biomolecular de purificacdo e quantificacdo
de endocanabinoides, a indugdo da neuropatia aumentou os niveis endégenos de anandamida e
a administracdo do canabidiol diminuiu os niveis deste endocanabinoide (figura A). Ndo houve
alteracdo dos niveis dos endocanabinoides 2 araquidonoil glicerol (figura B), palmitoil

etanolamida (figura C), e oleil etanolamida (figura D), quando comparado com o grupo

operado.
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Gréfico 7 — Dosagem de endocanabinoides através da técnica LC-MS. A dosagem foi realizada a partir de
coxins plantares de camundongos de acordo com 0s respectivos grupos em animais ndo operados ou operados com
15 dias ap0s constrigdo do nervo cidtico. Cada coluna representa a média = E.P.M. (n =5). * e # indicam diferenca
estatistica significativa em relacdo ao grupo Naive Controle e Operado Controle, respectivamente. (P<0,05, Two

Way ANOVA + pos-teste Newman-Keuls).
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5.6 — Participacéo do sistema opioide na antinocicepc¢éo induzida por canabidiol

Como mostrado nos gréaficos 8A e 8B, respectivamente, a naloxona (50 ug/pata),
antagonista nao seletivo dos receptores opioides, ¢ o clocinnamox (40 pg/pata), antagonista
seletivo dos receptores opioides tipo p, reverteram a antinocicepgéo periférica induzida pelo
canabidiol (30 pg/ pata) nos animais 15 dias ap0s constri¢do do nervo ciatico. Os antagonistas

quando administrados sozinhos ndo causaram alteracdo no limiar nociceptivo dos animais.
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Gréfico 8 — Reversdo do efeito antinociceptivo periférico do canabidiol pela administracdo intraplantar de
antagonistas seletivos dos receptores opioides. A naloxona (NX, A), o clocinnamox (Cloc, B) o naltrindole
(NTD, C) e a nor-binaltorfimina (NorBni, D) foram administrados 30 minutos antes do canabidiol (30 pg/ pata)
nos animais 15 dias apds constricdo do nervo ciatico. Cada coluna representa a média £ E.P.M. (n =5). *e #
indicam uma diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo Operado + Salina + Tocris 5% e Operado +

Salina + CBD 30 pg injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pds-teste Bonferroni).
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Por outro lado, os graficos 8C e 8D mostram que o naltrindole (60 pg/pata), antagonista
seletivo dos receptores opioides tipo 9, € a nor-binaltorfimina (200 pg/pata), antagonista
seletivo dos receptores opioide tipo k, reverteram, de maneira parcial, a antinocicepcao
periférica induzida pelo canabidiol (30 pg/ pata) nos animais 15 dias apds constricdo do nervo
ciatico. Os antagonistas quando administrados sozinhos ndo causaram alteracdo no limiar
nociceptivo dos animais.

Em nossos dados a bestatina (400 ug/pata), inibidor da enzima aminopeptidase N,
envolvida na degradacdo de peptideos opioides, potencializou a antinocicepcdo periférica
induzida pelo canabidiol em sua menor dose (5pg/pata) nos animais 15 dias ap6s constrigdo do
nervo ciatico (grafico 9). A bestatina quando administrada sozinha ndo causou alteracdo no

limiar nociceptivo dos animais.
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Gréfico 9 - Administracdo intraplantar de bestatina (Best) potencializa o efeito antinociceptivo periférico
do canabidiol. A bestatina (ug) foi administrada 30 minutos antes do canabidiol (5ug/ pata) nos animais 15 dias
apos constrigdo do nervo cidtico. Cada coluna representa a média + E.P.M. (n = 5). * e # indicam uma diferenca
estatistica significativa em relagdo ao grupo Operado + Salina + Tocris 5% e Operado + Salina + CBD 5 pg

injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pos-teste Bonferroni).

5.7 - Participacao da via PI3K/AKT/mTOR/NO/GMPc/Katp na antinocicepgéo induzida
por canabidiol

O AS-605240, inibidor seletivo da enzima PI3K gama, e a rapamicina, inibidor seletivo
da enzima mTOR, também reverteram o efeito antinociceptivo periférico induzido pelo
canabidiol nos animais 15 dias apds constricdo do nervo ciatico, como mostram os graficos
10A e 10B, respectivamente. Os inibidores quando administrados sozinhos ndo causaram

alteracd@o no limiar nociceptivo dos animais.
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Gréfico 10 - Reversdo do efeito antinociceptivo periférico do canabidiol pela administracdo intraplantar de
inibidores enzimaticos. O AS (A) e a RAPA (B) e o L-NQOarg (C) foram administrados 30 minutos antes do
canabidiol (30 pg/ pata) nos animais 15 dias ap06s constri¢cdo do nervo ciatico. Cada coluna representa a média +
E.P.M. (n=5). * e # indicam uma diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo Operado + Salina + Tocris
5% e Operado+ Salina + CBD 30 pg injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pés-teste
Bonferroni).
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O grafico 10C mostra que 0 L-NOarg (50 pg), inibidor ndo seletivo da enzima NO-
sintase, reverteu a antinocicepc¢do periférica induzida pelo canabidiol (30 pg/ pata) nos animais
15 dias apds constricdo do nervo ciatico.

Utilizando o método de Reacdo de Griess (grafico 11) foi demonstrado que tanto a
administragdo do canabidiol quanto a neuropatia instalada aumentaram os niveis de nitrito,
indicando indiretamente, aumento da producgéo de 6xido nitrico. N&o houve diferenca dos niveis

de nitrito entre os grupos Naive CDB, Operado Controle e Operado + CBD.
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Gréfico 11 — Efeito da administracao periférica do canabidiol nos os niveis de nitrito. O canabidiol (30 ug/
pata) foi injetado 15 minutos antes da eutanésia para coleta dos coxins plantares nos animais naive ou em animais
com 15 dias ap6s constricdo do nervo ciatico. Cada coluna representa a média + E.P.M. (n = 8). * indica uma
diferenga estatistica significativa em relacdo ao grupo Naive Controle (P<0,05, two way ANOVA + poés-teste

Newman-Keuls).

Como mostrado no grafico 12, o ODQ (100 pg), inibidor da enzima guanilato ciclase
soluvel, reverteu a antinocicepcao periférica induzida pelo canabidiol (30 pg/ pata) nos animais
15 dias apds constrigdo do nervo ciatico. Tanto o L-Noarg quanto o ODQ quando administrados

sozinhos ndo causaram alteragdo no limiar nociceptivo dos animais.
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Gréfico 12 - Reversdo do efeito antinociceptivo periférico do canabidiol pela administracéo intraplantar de
ODQ. O ODQ (pg) foi administrado 30 minutos antes do canabidiol (30 pg/ pata) nos animais 15 dias ap6s
constri¢do do nervo ciatico. Cada coluna representa a média £ E.P.M. (n = 5). * e # indicam uma diferenca
estatistica significativa em relacdo ao grupo Operado + DMSO 10% + Tocris 5% e Operado + DMSO 10% + CBD

30 pg injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pos-teste Bonferroni).

A glibenclamida (80 pg), bloqueador seletivo dos canais para potéssio sensiveis ao ATP,
também reverteu a antinocicepcédo periférica induzida pelo canabidiol (30 pg) nos animais 15
dias ap6s constricdo do nervo ciatico (grafico 13), sugerindo a participacdo desse canal nesse
evento. A glibenclamida quando administrada sozinha ndo causou alteracdo no limiar

nociceptivo dos animais.
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Gréfico 13 - Reverséo do efeito antinociceptivo periférico do canabidiol pela administracéo intraplantar de
glibenclamida. A glibenclamida (pg) foi administrada 5 minutos antes do canabidiol (30 pg/ pata) nos animais 15
dias apds constrigdo do nervo cidtico. Cada coluna representaa média £ E.P.M. (n =5). * e # indicam uma diferenca
estatistica significativa em relagdo ao grupo Operado + Tween 20 1% + Tocris 5% e Operado + Tween 20 1% +

CBD 30 ug injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pos-teste Bonferroni).
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5.8 - Participacao dos receptores 5-HT1A e TRPV1 na antinocicepgéo induzida por
canabidiol
Como mostram os gréaficos 14A e 14B, respectivamente, O NAN-190, antagonista
seletivo dos receptores serotoninérgicos 5-HTia, € 0 SB-366791, antagonista seletivo dos
receptores TRPV1, reverteram, de maneira parcial, a antinocicepcéo periférica induzida pelo
canabidiol (30 ug) nos animais 15 dias ap0os constricao do nervo ciatico. Os antagonistas quando

administrados sozinhos ndo causaram alteracdo no limiar nociceptivo dos animais.

A
125+ * _

S — HEl Operado + DMSO 10% + Tocris 5%
S 100 3 Operado + DMSO 10% + CBD 30 g
é Bl Operado + NAN 10 ug + CBD 30 pg
8 757 B Operado + NAN 10 pg + Tocris 5%
(&)
S 501
3
g 254
=

0

B

125+ * _

S a— HEl Operado + DMSO 10% + Tocris 5%
S 1004 * 4 3 Operado + DMSO 10% + CBD 30 ug
% Bl Operado + SB 16 ug + CBD 30 g
3 757 B Operado + SB 16 ug +Tocris 5%
[&]
S 50
T
S 251
=

0

Gréafico 14 - Reversao do efeito antinociceptivo periférico do canabidiol pela administracdo intraplantar de
antagonistas seletivos dos receptores 5-HT1a e Vaniloide 1. O NAN (A) foi administrado 15 minutos antes do
canabidiol (30 pg/ pata) e 0 SB (B) foi co-administrado com o canabidiol (30 pg/ pata), nos animais 15 dias ap6s
constri¢do do nervo ciatico. Cada coluna representa a média £ E.P.M. (n = 5). * e # indicam uma diferenga
estatistica significativa em relagdo ao grupo Operado + DMSO 10% + Tocris 5% e Operado + DMSO 10% + CBD

30 pg injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pds-teste Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

Entre os maiores desafios para o desenvolvimento de novos farmacos eficientes para o
tratamento da dor neuropatica esta a diversidade de estados que a dor crbnica se apresenta em
humanos. Varios modelos animais de dor neuropatica foram desenvolvidos com o objetivo de
estudar a fisiologia da dor e sua transmisséo, testar novos alvos para farmacos classicos e ainda
testar a eficacia de novas drogas. Entre os modelos de dor neuropatica, os modelos cirirgicos
tém importancia primordial na inducdo de estados de dor similares aos estados de dor
encontrados em humanos, sendo os modelos mais comumente usados: constri¢do do nervo
ciatico (CNC), lesdo parcial do nervo ciatico (LPNC), ligadura no nervo espinhal (LNE), lesdo
nervosa poupada (LNP), avulsdo do plexo braquial (APB), e trissec¢do do nervo ciatico (TNC)
(Challa, 2015).

Em nosso trabalho escolhemos o modelo de constricdo do nervo ciatico (CNC), que
entre suas principais caracteristicas, estdo (Challa, 2015):

a) Resulta em edema intraneural que estrangula o nervo, causando axotomia em

muitos, mas ndo em todos 0s axonios;

b) Imita os estados de neuropatia dolorosa periférica pds-traumatica em humanos;

c) A denervacdo parcial preserva algumas respostas comportamentais aos estimulos

periféricos;

d) Mostra sinais comportamentais de dor espontanea;

e) Produz significativa reducdo das fibras AP e a grande maioria das fibras Ad sdo

transeccionadas, enquanto muitas fibras C permanecem intactas.

Nosso trabalho demonstra que a técnica empregada foi eficiente em induzir a dor
neuropética, caracterizada pela reducdo do limiar nociceptivo com o passar dos dias e
estabilizacdo da resposta hiperalgésica no 11° dia apds a cirurgia. Estes resultados sdo
corroborados pelos trabalhos de Motta et al. (2011), que, em técnica semelhante, obtiveram
perfil similar de resultados em experimentos realizados em ratos. O perfil de resposta no 3° dia
de constrigcdo parece se dever ao fato de que a constricdo do nervo periférico resulta em uma
imediata interrupgdo da conducdo dos impulsos nervosos, seguida de degeneragdo Walleriana
(degeneracdo de axo6nios e suas bainhas de mielina apds constricdo do nervo), causando o
quadro de hipoalgesia nos primeiros dias (Motta et al., 2011). Na medida em que o0 neuroma se

desenvolve, o limiar nociceptivo diminui gradativamente até se instalar um quadro
83



Discussao

hiperalgésico (Zimmermann, 2001), sendo indicado por Welk et al. (1990) que o neuroma s6
estara completamente formado uma semana apos a lesdo nervosa, corroborando nossos dados
que evidenciaram inicio de quadro hiperalgésico somente no sexto dia apds a constricdo. A
comparagdo com o grupo em que o fio ficou apenas em contato com o nervo ciatico, sem as
ligaduras, isto é, sem compressdo, mostram que o fio ndo foi capaz, por si so, de causar
neuropatia, indicando que todo sinal observado nos resultados foi devido a constri¢do do nervo.
Considerando essa informacéo, e com o intuito de evitar o sofrimento animal desnecessario,
para todos 0s outros experimentos escolhemos os animais naive como grupo controle.

Com excecdo do teste de avaliacdo da coordenacdo motora, o periodo de 15° dia ap6s
a cirurgia foi o prazo escolhido para fazer todos 0s outros experimentos, para assegurar uma
margem de confianca de que o perfil de resposta ndo seria alterado. A ideia neste trabalho é
estudar a acdo do canabidiol frente a uma neuropatia ja instalada, e ndo em formacéo, assim
sendo, procedemos com a escolha do periodo onde a hiperalgesia ja estaria estabelecida e
manifestada de forma uniforme.

Em nossos experimentos, o canabidiol administrado perifericamente em varias doses se
mostrou eficaz em produzir antinocicepcdo frente a neuropatia induzida por CNC. Esse
resultado é corroborado por outros trabalhos que demonstraram o efeito antinociceptivo do
canabidiol, ainda que administrado por via oral, em modelos murinos de neuropatia por CNC
(Costa et al., 2007; Comelli et al., 2008); nossas doses foram calculadas proporcionalmente as
doses administradas nesses trabalhos, uma vez que até o momento, ndo foram publicados
trabalhos avaliando o efeito do canabidiol administrado perifericamente para o tratamento da
dor neuropética. Desse modo, nos baseamos no fato de que a pata representa cerca de 1% da
massa corporal dos camundongos(35-40g), e assim a dose inicial (5 pg/pata) foi de
aproximadamente 1% da dose sistémica utilizada nesses trabalhos (10 mg/kg) (portanto seria
cerca de 350 a 400 pg por animal e 1% da massa corporal daria 3,5 a 4 pg/pata que
arredondamos para 5 pg/pata) . A dose de 30 ug produziu o efeito antinociceptivo mais intenso,
sendo, portanto, a dose usada para 0S outros experimentos, com excecdo para agueles
experimentos que testamos potencializagdo das drogas, quando foi escolhido a dose de 5 pg
para facilitar a visualizagdo da possivel potencializagédo sinérgica do efeito antinociceptivo do
CBD combinado com outros farmacos. O gréafico demonstra ainda que o pico do efeito
antinociceptivo do canabidiol ocorreu 15 minutos ap6s sua administracdo. A maior parte dos
farmacos antinociceptivos de acédo periférica tem a duracéo do seu efeito em funcdo da cinética

de absorcdo, j& que ao serem absorvidos tem sua concentragdo local diminuida, e
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consequentemente seu efeito. Sendo assim, varios fatores podem influenciar esse processo,
como ph do meio, tamanho e polaridade da molécula, lipossolubilidade, etc., (Martinez &
Amidon, 2002).

A nossa estratégia de exclusdo do possivel efeito sisttmico do canabidiol demonstrou
que a dose de 30 pg sé induz efeito local, ndo havendo participacdo de vias centrais neste
evento, resultado esse em consonancia com os resultados obtidos no teste RotaRod, onde a
administracdo da dose utilizada nédo foi capaz de induzir efeitos sedativos e/ou relaxantes,
sugerindo que a reducdo do comportamento nociceptivo dos animais ocorreu, de fato, em
funcdo de um efeito antinociceptivo ao nivel periférico e ndo em decorréncia de alguma
alteracdo no desempenho motor, contribuindo para a sustentacdo da hipoOtese sobre os
mecanismos de acdo periférica proposta para o canabidiol neste trabalho.

Embora os primeiros fitocanabinoides tivessem suas estrututas elucidadas entre os anos
de 1932 e 1964 (Mechoulam et al., 2014), o primeiro receptor canabinoide, CB1 sé foi
descoberto em 1988 por Devane e colaboradores, apos pesquisas com cérebro de ratos (Devane
et al., 1988). Os receptores séo ativados principalmente por moléculas enddgenas, razdo essa
para se pesquisar a existéncia de canabinoides enddgenos. Como o A%-THC e seus compostos
relacionados sdo lipidios, era esperado que os possiveis ligantes endégenos dos receptores
canabinoides também fossem lipidios (Mechoulam et al., 2014). Em 1992, o primeiro
endocanabinoide foi isolado: uma amida do acido araquiddnico — araquidonoil etanolamida
(anandamida) — foi encontrada por ter atividade inibitoria equivalente ao do A®-THC, e
posteriormente, foi demonstrado que possui atividade canabimimética, uma vez que inibiu a
resposta de contracdo em vasos isolados de ratos (Devane et al., 1992).

Em 1993, o segundo receptor canabinoide, CB>, foi identificado por homologia de
sequéncia, em células HL60 e tecidos de ratos (Munro et al., 1993). Presumiu-se que fosse
encontrado principalmente na periferia, assim, foi iniciada uma busca por um agonista
endogeno “periférico”. A partir das mesmas técnicas usadas para isolar a anandamida, foi
isalado um éster do acido araquiddnico — 2-araquidonoil glicerol (2-AG) — que se ligou tanto
em CB; quanto CBs, inibindo a adenilato ciclase com uma poténcia semelhante ao AS-THC,
além de inibir as contracdes de vasos isolados de ratos, embora de maneira menos potente que
o A%-THC (Mechoulam et al., 1995; Mechoulam et al., 2014).

Os receptores canabinoides pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G,
subfamilia Gijp, cuja ativagdo resulta em alteragdes conformacionais onde a subunidade Gia

inibe a acdo da enzima adenilato ciclase, com consequente reducéo da producéo de monofosfato
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ciclico de adenosina (AMPc); desse modo, diminui também a fosforilacdo/ativacdo da proteina
quinase A (PKA), responsavel por modular vias de sinalizagcdo como ativacao de canais idnicos.
Ja a subunidade Gipy atua na modulagio de canais idnicos, como inibi¢do dos canais para Ca®*
voltagem-dependente e reducdo do influxo de célcio, e ativacdo dos canais para potassio,
provocando aumento de efluxo desse ion, além de modular as enzimas proteina quinase ativada
por mitogenos (MAPK) e fosfatidilinositol quinase 3 (PI3K) (Howlett et al., 2002). Como
consequéncia dessa cascata de sinalizacdo ocorre hiperpolarizacdo celular, resultando na
diminuicdo da excitabilidade neuronal e inibicdo dos estimulos dolorosos (Létsch et al., 2018).
Os receptores CB1 sdo expressos principalmente no cerebro, medula espinhal, ganglio
da raiz dorsal (DRG) e neurdnios sensoriais nociceptivos primarios (Sanudo-Pena et al., 1999;
Ahluwalia et al., 2000; Howlett et al., 2002); ja os receptores CB2 sdo expressos principalmente
nas células imunes (Howlett et al., 2002). No entanto, receptores CB; também foram
encontrados em células ndo neuronais, como células imunes enquanto que receptores CB>
foram encontrados em células neuronais dentro e fora do cérebro, no DRG e substancia cinzenta
periaquedutal (Ross et al., 2001; Van Sickle et al., 2005; Gong et al., 2006; luvone et al., 2009).
A participagdo dos receptores CB1 na antinocicepcdo periférica é bem relatada na
literatura. Nosso grupo de pesquisa demonstrou o envolvimento desses receptores na agéo
antinociceptiva periférica da noradrenalina (Romero et al., 2013) frente ao modelo de dor
induzida pela prostaglandina E2, na acdo antinociceptiva da eletroacupuntura frente a dor
orofacial induzida por calor (Almeida et al., 2016), e também na acdo antinociceptiva periférica
do resveratrol frente a dor inflamatéria induzida pela carragenina (Oliveira et al., 2019).
Vaérios trabalhos também sugerem a participacdo dos receptores CB; na antinocicepcao
apos administracdo de agonistas canabinoides. A administracao local de anandamida reduziu a
hiperalgesia térmica e edema cutaneo induzidos por carragenina, e o efeito da anandamida foi
revertido pelo antagonista dos receptores CB1, SR141716A (Richardson et al., 1998). Estudos
sobre liberacdo de neuropeptideos sugerem que o mecanismo para esse efeito é que a
anandamida diminua a liberacdo de neuropeptideos nos neurénios aferentes primarios, o que
contribui tanto para a analgesia priméria quanto central (Richardson et al., 1998; Rice, 2001 e
2002). Calignano e colaboradores (1998) demonstraram que a administracdo local de AEA e
PEA (palmitoiletanolamida) atenuaram a resposta comportamental no teste da formalina, via
receptores CB1. O AEA foi eficaz apenas na primeira fase do teste, provavelmente devido a sua
rapida degradacéo; ja o PEA reduziu ambas as fases da resposta ao teste da formalina. Fox e

colaboradores (2001) demonstraram que a administracdo periférica do canabinoide sintético
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Win 55,212-2 reverteu a dor neuropatica num modelo de ligacéo parcial do nervo ciatico. Scott
e colaboradores (2004) demonstraram que receptores CB1 e CB; estdo envolvidos na analgesia
induzida pelo agonista néo seletivo dos receptores canabinoides, CP55,940, no modelo de dor
neuropética induzida por ligacdo do nervo espinhal. Foi demonstrado também que h& aumento
da expressdo dos receptores CB1 apds constricdo do nervo cidtico e que essa regulacdo foi
responsavel pelo aumento dos efeitos antinociceptivos do agonista canabinoide WIN 55, 212-
2 (Lim et al., 2013). Em consonancia, nossos resultados demonstraram que 0s receptores CB1
participam da antinocicepgao periférica do canabidiol em nosso modelo de dor neuropatica.
Os mecanismos moleculares através dos quais 0 CBD modula os receptores CB1 ndo
sdo claros. Evidéncias experimentais sugerem que o CBD tenha uma afinidade muito baixa (Ki
= 10 uM ~30 uM) e mostra pouca atividade agonista (EC50> 10 uM) nos receptores CB1 €
CB2, em comparacdo com A° - THC (Ki = 3 nM ~ 80 nM para CB1 / CB), e sugerem que 0
CBD pode alterar a ligacdo dos endocanabinoides ao sitio ortostérico do
CB: (Bisogno et al., 2001; Pertwee, 2008). Estudos recentes sugerem que o0 CBD é um potente
modulador alostérico negativo ndo competitivo (ou antagonista) dos receptores
CB1 (Thomas et al., 2007; Laprairie et al., 2015; Straiker et al., 2015; Tham et al., 2019).
Embora o CBD néo provoque a tetrade classica mediada pela ativagdo dos receptores
CB4, a saber hipolocomocdo, analgesia, catalepsia e hipotermia (Long et al., 2010), a literatura
aponta varias pesquisas sobre a interacdo CBD-CB1 nos mais variados eixos de investigagao.
Howlett e colaboradores (1989) sugerem que o CBD pode alterar a atividade do receptor CB1
aumentando a fluidez da membrana. O CBD exerceu atividade semelhante a um agonista do
receptor CB1 em alguns ensaios funcionais in vitro em altas concentragdes (> 10 uM),
que pode ser revertido por agonistas inversos do receptor CB1 e essa resposta ndo foi observada
em animais nocautes para esse receptor. Provavelmente isso ocorre  por
aumento do tdnus endocanabinoide por ativacdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2), com
consequente mobilizacdo de acido araquidénico (AA) — a matéria-prima para sintese de AEA e
2-AG (McPartland et al., 2015). Stern e colaboradores (2017) demonstraram que o CBD atua
na dimuicdo da consolidacdo das memdrias relacionadas ao medo, através da participacdo dos
receptores CB1 e CB2. O CBD também diminuiu o comportamento agressivo induzido por
isolamento social, em camundongos, através da ativacao dos receptores CB1 (Hartmann et al.,
2019). Maione et al. (2011) demonstraram que o CBD injetado na substancia cinzenta

periaquedutal ativa a via descendente antinociceptiva, através da interagdo com varios alvos,
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entre eles o receptor CBy, ja que o efeito antinociceptivo foi antagonizado pela administracdo
de AM251.

Os receptores CB1 e CB> compartilham semelhangas estruturais consideraveis (44% de
homologia no nivel da proteina, e 68% quando apenas a regido transmembranar é considerada,
Guindon & Hohmann, 2009), inclusive evidéncias sugerem a formacdo de heterodimeros
CB1/CB: (Ligresti et al., 2016). Os receptores CB, cumprem papel importante na fungdo imune
e na inflamacdo e ha ampla evidéncia de que a ativacao do receptor CB> reduz a nocicepg¢éo
em uma variedade de modelos para o estudo da dor. Trabalhos conduzidos por nosso grupos de
pesquisa demonstraram a participacdo desses receptores na antinocicepcao periférica induzida
por serotonina, tingenona e alguns anti-inflamatoérios ndo esteroidais, além do proprio agonista
CB:2 enddgeno PEA (Silva et al., 2012; Diniz et al., 2015; Romero et al., 2013; Veloso et al.,
2018). Investigacdes envolvendo dor inflamatoria induzida por carragenina demonstraram que
a ativacdo de receptores CB> por agonistas seletivos diminuiu a atividade neuronal no corno
dorsal por meio da reducdo da atividade das fibras C e neurdnios de alcance dindmico amplo
(Quiartilho et al., 2003; Nackley et al., 2004).

Outros trabalhos demonstram que h& o aumento de proteinas do receptor CB> ou de seu
RNAmM em locais onde ocorre o processamento nociceptivo da dor neuropatica no SNC e na
periferia, bem como em tecidos inflamados e no ganglio da raiz dorsal em modelos de dor
neuropatica. (Walczak et al., 2005; Wotherspoon et al., 2005; Beltramo et al., 2006; Richardson
et al., 2008). Scott e colaboradores (2004) demonstraram que 0 antagonista seletivo dos
receptores CB2 SR144520 reverteu o efeito antinociceptivo do agonista CP55,940, assim como
Ibrahim e colaboradores (2003) demonstraram que o efeito antinociceptivo do agonista seletivo
dos receptores CB2, AM1241 foi revertido pelo antagonista seletivo desses receptores; ambos
os trabalhos foram realizados utilizando modelo de dor neuropatica induzida por ligagdo do
nervo espinhal. Além dos receptores CB1, nossos resultados também sugerem a participacdo
dos receptores CB2 no evento antinociceptivo induzido pelo canabidiol, uma vez que esse efeito
foi revertido pelo AM630, antagonista seletivo para esses receptores.

Os mecanismos moleculares através dos quais o0 CBD modula os receptores CB:
também ndo estdo totalmente esclarecidos. Como ja mencionado, o CBD tem
baixa afinidade para o sitio de ligacéo ortostérico dos receptores CB». Trabalhos demonstraram
gue o CBD possui atividade agonistica inversa dos receptores CB2, uma vez que antagonizou
os efeitos do agonista CP55.940 em células transfectadas com receptores CB> humanos

(Thomas et al., 2007). Posteriormente foi demonstrado que o CBD possui alta afinidade de
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ligacdo no sitio alostérico dos receptores CB2, mesmo em concentra¢cdes nanomolares, alem de
demonstrar abilidade de diminuir a afinidade (Kq) do agonista ortostérico Vermelho CM - 157
(Martinez-Pinilla, et al., 2016 e 2017; Bi et al., 2019). Além disso, Laprairie et al. (2015)
relataram que o CBD possui atividade agonista parcial do CB2 na auséncia de ligantes
ortostéricos.

As aces induzidas por CBD nos receptores CB: € relatada em diversos trabalhos. Galaj
etal. (2019) demonstraram que o CBD inibiu a auto-administracdo de cocaina, de maneira dose-
dependente e também atenuou a recompensa por estimulacdo cerebral com cocaina, e que esses
efeitos foram bloqueados pela adiministracdo de AM630. O tratamento com CBD diminuiu os
processos inflamatorio e de remodelacdo no modelo de asma alérgica em camundongos e 0s
mecanismos de ag¢do envolvem receptores CB1 / CB2 (Vuolo et al., 2019). Afim de avaliar os
acGes do CBD num modelo in vitro de hipoxia-isquémica, Castillo et al. (2010), verificaram
gue a administracdo dessa substancia produziu redugdes significativas na concentracdo de IL-6
e na expressdo de TNF-a, COX-2 e iINOS, efeito esse que foi reduzido apds a administracdo de
AMG630, demostrando a participacdo dos receptores CB> nesse evento neuroprotetivo. Em
pesquisas envolvendo linhagens celulares de cancer (glioblastoma, cervical e pulméo), o CBD
inibiu viabilidade/proliferacdo de células cancerigenas e esse efeito foi revertido na presenca
de antagonistas de CB2 (McAllister et al., 2015).

Como vérios trabalhos demonstram que ha aumento da expressao dos receptores CB1 e
CB2 em modelos de neuropatia (Siegling et al., 2001; Walczak et al., 2005; Wotherspoon et al.,
2005) ndo é surpreendente que varias classes de canabinoides induzam supressao da dor
neuropatica por constricdo do nervo ciatico, entre eles agonistas mistos CBi1/CB>, e
moduladores do sistema endocanabinoide que inibem as enzimas FAAH e MAGL bem como
inibidores da recaptacdo de anandamida, através do aumento do aporte de endocanabinoides
(Rahn & Hohmann, 2009).

O termo "endocanabinoide" foi proposto em meados dos anos 90 apds a descoberta dos
receptores para THC e seus ligantes enddgenos. Os compostos mais estudados do sistema
endocanabinoide sdo a AEA e 2-AG (Kiskova et al., 2019). No entanto, palmitoiletanolamida
(PEA), oleolanolamida (OEA), 2-palmitoil-e2-linoleoil-glicerol, também podem aumentar a
atividade endocanabinoide, além de outros lipidios enddgenos como éter 2-araquidonil-gliceril
(éternoladina), N-araquidonoil-dopamina (NADA) e O-araquidonoil-etanolamina (virodamina)
que também sdo conhecidos por se ligarem aos receptores canabinoides (Ligresti et al., 2016).

A biossintese de AEA ocorre a partir da ativagdo da N-aciltransferase (NAT), que
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transfere um grupo acil para o fosfolipidio de membrana fosfatidiletanolamina. Deste modo, é
gerada N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE), que, por acdo da enzima fosfolipase D especifica
para NAPE, forma AEA. A principal via biossintética para 2-AG envolve as hidrolises
seqlenciais de fosfolipidios de inositol via diacilglicerol (DAG) por acdo das enzimas
fosfolipase C e DAG lipase (Kiskova et al., 2019). AEA e 2-AG séo produzidos sob demanda
pelas células a partir do aumento das concentracdes intracelulares de célcio (Ligresti et al.,
2016). Recentemente um sistema de armazenamento para esses mediadores foi proposto,
segundo o qual, os canabinoides sdo secretados das células microgliais através de vesiculas da
membrana extracelular conhecidas como exossomos (Gabrielli et al., 2015).

Logo apds sua producdo, os endocanabinoides sdo liberados por neurdénios pos-
sinapticos e ativam receptores canabinoides nos terminais pré-sindpticos através de um
mecanismo de sinalizacdo retrograda (Alger, 2002). No entanto, ha também evidéncias
sugerindo que sinalizacdo endocanabinoide pode ocorrer de maneira ndo retrograda ou
autocrina, e podem modular a fungdo neural e a transmissdo sinaptica, envolvendo receptores
de potencial transitorio tipo 1 (TRPV1) e receptores CB: localizados na célula pds-sinéptica ou
por meio de astrocitos modulando indiretamente as funcdes pré-sinapticas ou pos-sinapticas
(Egertova et al., 2008; Castillo et al., 2012). A sinalizagdo é finalizada através acdo de
transportadores de endocanabinoides presentes na membrana neuronal, internalizando esses
compostos, sendo que a anandamida é hidrolisada pela enzima acido graxo amida hidrolase
(FAAH, do inglés fatty acid amide hydrolase), localizada em neurbnios pds-sindpticos
(Seierstad & Breitenbucher, 2008), tendo como produtos o &cido araquiddnico e a etanolamina
(Di Marzo, 1994) e o 2-AG ¢ hidrolisado pela enzima monoacilglicerol lipase (MAGL),
presente em neurdnios pré-sinapticos (Dinh et al., 2002), tendo como produtos o &cido graxo e
glicerol (Guindon & Hohmann, 2009).

A anandamida liga-se preferencialmente a receptores CB1, e 0 2-AG possui afinidade
semelhante para os receptores CB1 e CB: (Pertwee & Ross, 2002) e o presente trabalho mostrou
que o efeito antinociceptivo do canabidiol foi dependente desses receptores sugerindo a
participacdo desses endocanabinoides no evento. A fim de confirmar essa hipotese utilizamos
0 MAFP, inibidor da enzima FAAH, o JZL184, inibidor da enzima MAGL bem como o
VDML11, inibidor da recaptacdo do anandamida, todos em doses que ndo induzem nenhuma
alteracdo no limiar dos animais, e as drogas potencializaram a antinocicepcdo periférica

induzida por canabidiol em sua menor dose.
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Trabalhos conduzidos por Ryan e colaboradores (2007) sugerem que o0 MAFP induziu
um aumento acentuado nas respostas induzidas pelo CBD em experimentos envolvendo cultura
de células hipocampais. Schlosburg et al. (2010) também propds que gue o uso do inibidor da
enzima FAAH, PF-3845, e o inibor da enzima MAGL, JZL 184, produziu efeito antinociveptivo
em camundongo neuropatico induzido por CNC.

Brindisi e colaboradores (2016) sintetizaram um composto inibidor da enzima MAGL,
gue denominaram “4a” ¢ testaram sua eficacia utilizando o teste da formalina, onde reduziu a
resposta nociceptiva na primeira e segunda fase do teste, aumentou os niveis de 2-AG, ativando
indiretamente os receptores CB1 e CB, além de reduzir a hipersensibilidade em um modelo de
dor neuropatica induzida pelo quimioterapico oxaliplatina. Embora tenham usado um composto
diferente, esse trabalho, assim como 0 nosso, mostra que a inibicdo da enzima MAGL pode ser
um alvo terapéutico importante para reducdo da nocicepcao.

Trabalhos conduzidos por Galdino e colaboradores (2014), e Oliveira e colaboradores
(2017) demonstraram que o uso do VDM11, assim como dos inibidores MAFP e JZL.184,
potencializaram o efeito antinociceptivo induzido por exercicios fisicos e por um peltatosideo
isolado de Annona crassiflora, respectivamente, corroborando nossos resultados em que
utilizamos esses mesmos inibidores. Adicionalmente, resultados recentes da pesquisa
desenvolvida por Crivelaro do Nascimento e colaboradores (2020) demonstraram que o efeito
antinociceptivo do CBD foi potencializado pelo uso de um inibidor da FAAH (URB597), e que
tal efeito foi revertido pelo uso de antagonistas dos receptores CB1 e CB3, assim como em nosso
trabalho.

Além da ligacdo aos receptores canabinoides, a literatura prop8e outros mecanismos de
acao para o canabidiol, como inibicdo da enzima FAAH (Watanabe et al., 1996; Bisogno et al.,
2001) e inibicdo do transportador de anandamida na membrana (AMT) (Rakhshan et al., 2000),
0 que levaria ao aumento das concentra¢des de anandamida em experimentos in vitro. O 2-AG
também pode ser hidrolisado enzimicamente pela FAAH, e portanto, esse endocanabinoide
também poderia ter suas concentracdes aumentadas pelo uso do canabidiol (Di Marzo et al.,
1998; Di Marzo, 1999; Khanolkar & Makriyannis, 1999; Dinh et al., 2002). Beseados nessas
informagdes, nosso proximo passo foi avaliar se a adminstracdo do canabidiol em nosso modelo
neuropético induziria aumento das concentracfes de endocanabinoides.

Surpreendentemente, a administracao de canabidiol nos animais neuropaticos diminuiu
0s niveis de AEA, mas ndo alterou os niveis de 2-AG, PEA e OEA. Embora inicialmente pareca

contraditério, esse achado pode ser relacionado com a transducdo de sinal inibitoria dos
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receptores canabinoides, que, uma vez ativados, inibem os canais para calcio, diminuindo assim
sua concentracao intracelular, e consequentemente, inibindo a sintese de endocanabinoides, ja
que estes sdo sintetizados sob demanda a partir do aumento das concentracfes intracelulares
desse ion. Estudos mostram que o CBD induziu liberagdo de Ca?* pelo reticulo endoplasmatico,
mas também inibiu os canais para Ca®* controlados por estoque, que sdo ativados em resposta
a liberacio de Ca®' pelo reticulo endoplasmatico, em cultura de neurdnios corticais de
camundongo, sugerindo um mecanismo de controle por feedback negativo desse
fitocanabinoide (Bouron, 2018). Ryan e colaboradores (2007) demonstram que o CBD libera
Ca2* dos estoques intracelulares de neur6nios do hipocampo e que o aumento dos niveis dos
endocanabinoides por administracdo exdgena de AEA e 2-AG diminuiu consideravelmente a
liberagdo de Ca®* induzida por CBD. Em nosso modelo, CBD pode estar através de Gi
diminuindo a entrada de Ca®" e consequentemente diminuindo a liberagdo de AEA na pata dos
animais neuropaticos. Uma outra possibilidade esta relacionada a dose do CBD e o sistema
fisioldgico em que esse efeito € estudado. Ensaios in vitro mostram que altas doses de CBD (>
20 uM) inibem a a atividade da enzima (Bisogno et al., 2001; Ibeas Bih et al., 2015). J& doses
mais baixas em estudo in vitro (16 pM) e estudos in vivo usando camundongos mostram que o
CBD aumentou a atividade da enzima (Massi et al., 2008; Ibeas Bih et al., 2015). Esse efeito
dual, que varia com a dose e com o0 ambiente, sugere que mais de um mecanismo de a¢do pode
estar envolvido nas respostas do sistema canabinoide induzidas pelo CBD (lbeas Bih et al.,
2015). Assim sendo em nosso modelo parece que CBD pode estar aumentando a atividade de
FAAH e com isto diminuindo a quantidade de AEA nos tecidos periféricos tratados com CBD.

Nossos dados também mostram que o estado neuropatico por si s6 aumenta 0s niveis
enddgenos de AEA. Possivelmente os niveis de anandamida tenham aumentado em resposta a
neuropatia, uma vez que a desmieliniza¢do do nervo induz potenciais de acdes frequentes que
promovem a abertura dos canais para célcio, aumentando o influxo, que é o estimulo necessario
para a sintese de endocanabinoides. De modo semelhante, outros achados sugerem que a
constricdo do nervo ciatico aumenta os niveis de AEA e 2-AG na medula ventromedial e rostral
da substéncia cinzenta periaquedutal, locais implicado na modulagéo descendente da dor além
de aumentar os niveis de AEA na rafe dorsal (Palazzo et al., 2006; Petrosino et al., 2007); a
neuropatia induziu aumento de AEA e 2-AG no DRG (Mitrirattanakul et al., 2006), e o
desenvolvimento de dor neuropética foi acompanhado por uma elevacéo significativa dos niveis
de AEA no nivel da medula espinhal, e aumento da expressdo de enzimas relacionadas a sintese

de AEA no DRG e medula espinhal (Starowicz et al., 2013; Malek et al., 2014).
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Deste modo, sugerimos que o CBD induz analgesia por acdo no sistema canabinoide
tanto por ativacéo direta dos receptores CB1 e CB2, como pela acdo indireta, a partir do controle
na sintese e degradacdo de endocanabinoides. A administracdo de CBD inicialmente aumenta
a sintese de anandamida por liberacdo de célcio do reticulo endoplasmatico, com posterior
inativacdo dos canais de calcio responsaveis por reestabelecer o estoque de ions dessa organela;
0 CBD também aumenta a atividade da enzima FAAH, com consequente aumento da
degradacdo de anandamida, além de exercer controle negativo da sintese desse composto,
resposta essa que pode ser reforgada pela ativacao dos receptores canabinoides, por meio de sua
acdo inibitoria via transdugdo do sinal por Gi.

Ainda que nossos dados de dosagem ndo mostraram aumento do nivel de 2-AG, uma
outra possibilidade de mecanismo de acao para o CBD € que ele possa também induzir a sintese
e liberacdo deste endocanabinoide, uma vez que possui afinidade semelhante para os receptores
CB: e CB2, e nosso trabalho demonstra a participacdo desses receptores no efeito
antinociceptivo do CBD. Essa sugestdo vai ao encontro dos dados do trabalho de Guindon et
al. (2011) que sugerem que aumentos nos niveis de 2-AG podem ser mascarados pelo alto
contetdo lipidico na pele da pata analisada por LC/MS.

Devido a sua baixa afinidade pelos receptores canabinoides, um crescente corpo da
literatura indica que o CBD tem maior afinidade por muitos outros alvos moleculares, incluindo
receptores opioides, receptores serotoninérgicos 5-HT1a e TRPV1 (Ibeas Bi et al., 2015;
Morales et al., 2017). No entanto, a maioria das descobertas acima derivam de linhas celulares
in vitro e, atualmente, existe uma falta de evidéncias convincentes indicando que qualquer um
desses alvos pode contribuir diretamente para os efeitos terapéuticos produzidos pelo CBD in
vivo ou em ensaios clinicos em humanos (Bi et al., 2019). Sendo assim, nos propusemos a
investigar a participacao desses receptores na antinocicep¢do induzida pelo canabidiol frente a
dor neuropatica induzida por constricdo do nervo ciatio.

A partir desses dados e somando-se o fato de que vérias pesquisas demonstram a
interacdo entre os sistemas canabinoide e opioide (Welch & Eads, 1999; Varvel et al., 2004;
Pacheco et al., 2008; Seely et al., 2012) nosso proximo experimento foi avaliar a participacao
dos sistema opioide a partir do uso da naloxona, antagonista ndo seletivo dos receptores
opioides, que antagonizou a resposta antinociceptiva induzida pelo CBD. Afim de avaliar a
seletividade dos receptores opioides envolvidos, utilizamos como ferramentas farmacoldgicas
antagonistas seletivos para esses receptores. Como resposta, obtivemos que o clocinnamox,

antagonista seletivo dos receptores opioides tipo p, reverteu a antinocicep¢do periférica
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induzida por canabidiol. J& o naltrindole, antagonista seletivo dos receptores opioides tipo d, e
a nor-binaltorfimina, antagonista seletivo dos receptores opioide tipo x reverteram, de maneira
parcial, a antinocicepc¢éo periférica induzida pelo CBD.

Embora em nossos trabalhos a dose administrada de naltrindole e nor-binaltorfimina
reverteram apenas parcialmente o efeito antinociceptivo do canabidiol, dados do nosso grupo
de pesquisa demonstram que as doses usadas sdo eficazes, ndo sendo necessario aumenta-la,
uma vez que em experimentos pilotos a mesma dose de naltrindole foi capaz de reverter
totalmente o efeito do agonista & opioide SNC80 (dados ndo publicados) e em outros trabalhos
foi demonstrado que a mesma dose de nor-binaltorfimina foi capaz de reverter totalmente o
efeito do agonista k opioide U-50,488 em um modelo de inflamag&o cronica em ratos, (Pacheco
et al., 2008) e do agonista bremazocina em modelos de dor aguda e inflamatdria (Amarante et
al., 2004).

Os receptores opioides pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G,
subfamilia Gip, cuja ativacdo resulta em uma cascata de sinalizagdo que culmina com a
diminuigdo da excitabilidade neuronal (Kieffer et al., 2002). Sao classificados como p, 3 € «,
embora outras classificagdes foram sugeridas como MOR, DOR e KOR, propostas por
bidlogos moleculares, ¢ OP1 (5), OP2 (k) e OP3 (u) proposta pela International Union of
Pharmacologists (IUPHAR) de acordo com a ordem cronoldgica de clonagem (Dhawan et al,
1996). Os receptores opioides estdo amplamente distribuidos tanto no sistema nervoso central
quanto periférico. No que diz respeito a areas que envolvem o processamento da dor, estdo
localizados no talamo, medula rostroventral (RVM), substancia cinzenta periaquedutal, medula
espinhal do corno dorsal, e terminais pré-sinapticos de fibras nociceptivas primarias (Dhawan
et al, 1996; Listos et al., 2019).

Pesquisas desenvolvidas em nosso laboratdrio ja demonstraram o envolvimento sistema
opioide na antinocicepcao periférica induzida por varios compostos, como a participacdo dos
receptores W na antinocicepcao induzida pelo resveratrol (Oliveira et al., 2019); a participacdo
dos receptores k na antinocicep¢do induzida pelos anti-inflamatdrios ndo esteroidais
diclofenaco e dipirona (Silva et al., 2016); a participacdo dos trés receptores opioides na
antinocicepg¢do induzida pela serotonina (Diniz et al., 2018); e também na antinocicepc¢ao
induzida por atividade fisica em animais com diabetes induzida por dieta rica em gordura
(\Valadares et al., 2018), dentre outros trabalhos.

Labuz e Machelska (2013) demonstraram a participacdo do sistema opioide nos modelos

de dor neuropatica por constricdo do nervo ciatico, onde DAMGO (agonista do receptor p
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opioide), DPDPE (agonista do receptor 6 opioide) e U50,488H (agonista do receptor k opioide)
injetados no local da constricdo reverteram de maneira dose-dependente a sensibilidade
mecanica induzida pela neuropatia. Todos os trés agonistas opioides, também foram eficazes
quando injetados por via intraplantar na pata submetida a constricdo, embora os efeitos foram
apenas parciais.

Xu e colaboradores (2019) demonstraram que o peptideo DN-9 foi capaz de reduzir a
hiperalgesia térmica e mecanica no modelo de constricdo do nervo ciatico, possivelmente por
ativacao dos receptores [ € k, na periferia. Além disso, esse composto diminuiu a corrente dos
canais de célcio ativado por voltagem e canais de célcio ativados por potéssio em cultura de
neurdnios do DRG, evento importante que leva a hiperpolarizacdo celular apos ativacdo de
receptores Gi. Tiwari et al. (2016) demonstraram que a antinocicep¢do induzida pela
administracdo de dermorfina ocorre através da ativacao de receptores p periféricos em animais
neuropaticos. O agonista seletivo dos receptores & opioides UFP-512 inibiu a dor neuropética
além de reduzir o comportamento depressivo crénico associado a neuropatia persistente (Polo
et al., 2019). Rutten e colaboradores (2018) demonstraram que a norbinaltorfimina reverteu o
efeito antinociceptivo dos compostos SNC-80 e U50488H, agonistas seletivos dos receptores &
e K, respectivamente, no modelo de neuropatia induzida por ligagdo do nervo espinhal. Em
conjunto, esses dados corroboram nossos resultados, uma vez que demonstram a participacdo
dos trés receptores opioides na antinocicepcao em modelos de dor neuropatica.

Estudos ja demonstraram haver aumento da expressao de receptores p opioide na pata
e no DRG no modelo de dor neuropética por constricdodo nervo safeno (Walczak et al., 2005),
e também aumento da expressdo desses receptores no nervo ciatico apos neuropatia induzida
por constri¢do do nervo ciatico (Truong et al., 2003). Kabli & Cahill (2007) demonstraram que
houve aumento da expressdo de receptores 6 opioides no DRG e dentro do nervo ciatico de
animais neuropaticos. Além disso, a literatura aponta que o receptor CB1 canabinoide ¢ p
opioide formariam heterodimeros (Rios et al., 2006) e que a sinalizacdo intracelular ocorre
através de uma proteina G comum (Hojo et al., 2008), e ainda, que o0 AM251 tem acdo
antagonistica direta nos receptores p opioide (Seely et al., 2012), sustentando nossos dados que
demonstraram que o CBD poderia ativar tanto receptores CB1 quanto receptores L.

Em relacdo a interacdo canabidiol e sistema opioide, Kathmann e colaboradores (2006)
demonstraram, usando estudos de ligacdo cinética, que o CBD é um modulador alostérico dos
receptores opioides pu e 9, ou seja, facilita a acdo de substancias agonistas desses receptores. No

que diz respeito a essa interagdo em modelos de dor, Neelakantan et al. (2015) relatam que uma
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combinacdo CBD-opioide apresenta analgesia sinérgica no teste de contor¢do induzida por
acido acético.

O mecanismo pelo qual o sistema opioide produz analgesia esta relacionado a acéo de
ligantes enddgenos que se ligam com afinidades diferentes aos receptores opioides: p-endorfina
tem afinidade semelhante para receptores . e 0, € baixa afinidade para receptores «k; encefalinas
possuem alta afinidade para receptores 6, baixa afinidade para receptores p ¢ nenhuma afinidade
para receptores k; dinorfina A e dinorfina B possuem alta afinidade para receptores k, mas
também possuem afinidade significativa para receptores L e 6 (Janecka et al., 2004).

Uma estratégia farmacoldgica utilizada para aumentar os efeitos dos opioides
enddgenos € a inibicdo das peptidases. A aminopeptidase-N é uma peptidase transmembranica
com um grande dominio extracelular que contém seu sitio ativo, é expressa em leucdcitos e
neurdnios, e é responsavel por inativar peptideos opioides endégenos (Luan & Xu, 2007; Stein
& Machelska, 2011).

Com o objetivo de verificar a participacdo de opioides endogenos no efeito
antinociceptivo do CBD, usamos como ferramenta farmacoldgica a bestatina, inibidor da
enzima aminopeptidade-N, que potencializou a antinocicepgdo periférica induzida por
canabidiol em sua menor dose, sugerindo a participacdo de peptideos opioides enddgenos no
efeito do CBD.

Estudos prévios relataram que peptideos opioides provenientes de células imunes
podem ativar receptores opioides presentes nas terminagdes nervosas periféricas em pata
inflamada de ratos (Stein et al., 1990; Mousa et al., 2001) e causar analgesia potente ao ativar
receptores opioides localizados em terminais de neurdnios sensoriais (Stein, 1995). Outra fonte
provavel destes peptideos sdo as células residentes, como os queratinécitos, que sdo fonte de -
endorfina (Ibrahim et al., 2005), dinorfina A (Tominaga et al., 2007), Met e Leucina-encefalina
(Slominski et al., 2011) liberados mediante ativagdo celular. Os queratindcitos sdo muito
abundantes na pele e expressam constitutivamente receptores CB; e CB (Casanova et al.,
2003).

Assim, um possivel mecanismo de acdo para o efeito antinociceptivo do canabidiol pode
ser a ativacéo direta e indireta de receptores CB:1 e CB2 em células imunes e queratinocitoss,
induzindo a liberacdo de peptideos opioides, ativando por sua vez receptores opioides,
consequentemente produzindo antinocicep¢do. Como explicacdo para esse fendbmeno temos
que o CBD poderia mobilizar célcio do reticulo endoplasmatico (Ryan et al., 2007; Bouron,

2018), e 0 aumento intracelulare desse ion esta relacionado a liberagcdo de opioides endogenos
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por queratindcitos e células imunes (Cabot et al., 1997). Essa hip6tese pode ser sustentada pelo
trabalho de Ibrahim et al. (2005) que sugeriu que a ativacdo de receptores CB> por seu agonista
AM1241 produz antinocicepgao por liberagdo de B-endorfina; a liberagdo de B-endorfina parece
desempenhar um papel critico na antinocicep¢do mediada por receptores CB: ja que os efeitos
da AM1241 foram completamente abolidos apos a utilizagdo de um anti-soro que sequestra f3-
endorfina. Nossos dados também estdo de acordo com os resultados de Pugh et al. (1996) e
Welch & Eads (1999) que demonstraram que o THC libera dinorfina enddgena A e encefalina
leucina, e o levonantradol (canabinoide sintético 30 vezes mais potente que o THC; Hosking &
Zajicek) libera dinorfina B, potencializando o efeito antinociceptivo da morfina.
Adicionalmente, os animais que demonstraram tolerancia ao THC apresentaram niveis
diminuidos de dinorfina A (Welch & Eads,1999).

Em trabalhos conduzidos por Cunha e colaboradores (2010), foi demonstrado que a
morfina administrada perifericamente ativou receptores p opioides através da subunidade Py
com posterior ativacdo da via PI3K/AKT, e induziu a ativacdo da enzima nNOS com
consequente ativacdo da via NO/GMPc/Kate no nociceptor. Como em nossos experimentos
sugerimos o possivel mecanismo do canabidiol induzindo a liberacdo de opioides endégenos e
ativacdo dos seus respectivos receptores, e, sabendo que opioides (Rodrigues & Duarte, 2000;
Pacheco et al., 2005; Pacheco & Duarte, 2005) e canabinoides (Reis et al., 2011; Romero et al.,
2012a e 2012b) induzem antinocicepcdo periférica também pela ativacdo da via L-
arginina/NO/GMPc e canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp), nos avaliamos a
possibilidade da participacdo da via PISK/AKT/mMTOR/NO/GMPc/Kate Na antinocicepgao
induzida por canabidiol.

Nessa série de experimentos, primeiramente, usamos como ferramenta farmacoldgica o
AS605240, inibidor seletivo da enzima PI3K gama, e a rapamicina, inibidor da enzima mTOR,
que reverteram a antinocicepcao periférica induzida pelo canabidiol.

A via PI3BK/AKT/mTOR ¢é bem conhecida e desempenha papéis vitais no crescimento,
diferenciacdo, apoptose, autofagia e metabolismo celular (Zhang et al.,, 2017), efeitos
neuroprotetivos (Li et al., 2015) e antinociceptivos (Cunha et al., 2010 e 2012). Recentemente
foi demonstrado que o extrato de HCT (Houttuynia cordata Thunb) aumentou a proliferagdo
celular in vivo, e aumentou a sinaliza¢do da via PI3K/AKT/mTOR in vitro em células do tipo
Th17. Essas células estdo envolvidas principalmente na recuperacdo enddgena da neuropatia
(Wan et al., 2016). Trabalhos conduzidos por Stanley et al. (2015) foi demonstrado que o CBD

induz relaxamento de artérias mesentéricas humas por aumento nos niveis de fosforilacdo de
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AKT. O tratamento com canabidiol aumentou a sinalizagdo da via PI3BK/AKT/mTOR, com
reducdo de mediadores pro-inflamatdrios, além de aumentar a sobrevivéncia neuronal por
inibicdo da via MAP quinase, num modelo de esclerose multipla em camundongos (Giacoppo
etal., 2017).

Ainda que esses experimentos ndo tenham relagdo com a modulagdo da nocicepgéo,
demonstram que, assim como em nosso modelo, 0 CBD pode ativar a via PI3BK/AKT/mTOR
nas mais diversas condi¢des. Adicionalmente, estudos in vitro demonstram que canabinoides,
ao se ligarem aos receptores CB1 e CB», podem ativar a via PI3K/AKT/mTOR, aumentando a
sobrevivéncia de astrdcitos e oligodendrocitos, alem de promover efeito neuroprotetivo em
neurdnios corticais primarios (Gomez Del Pulgar et al., 2002; Molina-Holgado et al., 2002 e
2005). A icariina, um composto fenolico presente em plantas do género Epimedium, induziu
efeitos anti-inflamatdrios, tanto in vivo quanto in vitro, por ativacdo da via PI3K/AKT e
inibicdo de NF-kappaB, na resposta inflamatoria aguda produzida por LPS (Xu et al., 2010).
Em seus trabalhos, Xu e colaboradores (2007 e 2011) demonstraram haver aumento da
expressdo de PI3K, AKT e mTOR no DRG e medula espinhal, e embora relacionem esse
aumento a manutencdo da dor inflamatéria e neuropatica, em nosso modelo o efeito
antinociceptivo do canabidiol parece depender da ativagdo dessa via, uma vez que a inibicao
das enzimas reverteu a antinocicepcao induzida pelo CBD.

Dando continuidade ao estudo da via PIBK/AKT/mTOR/NO/GMPc/Katp, N0OSSO
préximo experimento teve como objetivo avaliar a participacdo do éxido nitrico em nosso
trabalho. Muitos trabalhos sugerem que AKT, e ndo mTOR, seja responsavel pela ativacdo da
NOS (El-Mas et al., 2009; Cunha et al., 2010; Chu & Zhang, 2018), e também, trabalhos
sugerem gque NO aumenta a fosforilacdo de mTOR (Wang et al., 2018) e que a inibicdo de NOS
diminuiu a atividade de mTOR (Xiao et al., 2017); entretanto, nossa proposta € que ocorra
ativagdo da via PI3BK/AKT/mTOR/NO no efeito antinociceptivo do CBD. Tal proposta se apoia
no trabalho de Zeng e colaboradores (2013) que demonstraram que administracdo intrauterina
de wortmannin (inibidor da enzima PI3K) ou rapamicina diminuiu a expressao de iNOS e
eNOS.e sugerem que a arginina melhora a implantacdo embrionaria em ratos através da
ativacdo da via de sinalizacdo PIBK/AKT/mTOR/NO no inicio da gravidez. Para esse fim,
utilizamos o inibidor ndo seletivo da enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS), o NG-Nitro-L-
arginina (L-NOArg), um analogo da L-arginina, que inibe competitivamente a enzima NOS,

bloqueando a sintese de NO (lacopucci et al., 2012). Como demonstrado, L-NOarg reverteu a
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antinocicepgdo periférica induzida por canabidiol, sugerindo que o NO é um mediador
importante para tal efeito.

O NO possui papel bioldgico essencial na regulacdo de varias fungdes fisiologicas e
fisiopatologicas, incluindo neurotransmissdo, regulacdo do ténus dos vasos sanguineos,
resposta imune (Calabrese et al., 2007; Francis et al., 2010). E uma pequena molécula gasosa
de curta meia-vida que permeia facilmente as membranas celulares. Como o NO néo pode ser
armazenado em vesiculas, € secretado de maneira controlada e suas fungdes sao reguladas pela
expressao e atividade das enzimas NOS que produzem NO e L-citrulina a partir do precursor
L-arginina (Schmidtko, 2015). Foram identificadas trés isoformas de NOS que sdo codificadas
por trés genes distintos, e sdo classificadas de acordo com suas origens ou propriedades
primarias: NOS neuronal (NNOS ou NOS-1), NOS induzivel (iNOS ou NOS-2) e NOS
endotelial (eNOS ou NOS-3). Tanto a nNOS quanto a eNOS sdo expressas constitutivamente,
exibem baixa atividade basal e sdo estimuladas pelo influxo de Ca?* e pela ligacéo
Ca?*/calmodulina. A iNOS € induzida em resposta a estimulos inflamatérios e
sua atividade n&o depende de Ca?* intracelular. As atividades dessas enzimas sdo reguladas por
varios mecanismos, incluindo fosforilacdo, nitrosilacdo, interacdo com outras proteinas,
disponibilidade de co-fator/substrato e alteracdes na transcricdo (Francis et al., 2010;
Schmidtko, 2015)

N&o obstante alguns trabalhos sugiram a participa¢do do déxido nitrico na inducgéo e
manutencdo da dor neuropética (De Alba et al., 2006; O'Reilly & Loomis, 2006; Costa et al.,
2007), em nosso modelo o 6xido nitrico mostrou propriedades antinociceptivas uma vez que o
blogqueio da sua sintese reverteu o efeito antinociceptivo do canabidiol. Esse efeito dual do NO
depende do segmento do sistema nociceptivo (central ou periférico), local anatbmico do evento
e da quantidade de NO no local especifico. A dor neuropatica e pds-operatoria em ratos foi
inibida pela administracdo intratecal de baixas doses do doador de NO SIN-1, enquanto foi
aumentada por doses elevadas desse doador (Sousa & Prado, 2001; Kina et al., 2005). J& na
periferia, a estimulacdo da via NOS/NO na epiderme e na derme causa hipernocicepcdo e
antinociceogdo mecanica, respectivamente (Vivancos et al., 2003), e, embora contraditérios,
esses resultados podem ser explicados pelo fato de que cada tecido é predominantemente
inervado por diferentes subconjuntos de neur6nios nociceptivos primarios, que respondem de
maneira diferente ao NO (Cunha et al., 2010).

A partir desses estudos que sugerem que a quantidade de NO no tecido pode influenciar

na resposta nociceptiva, optamos realizar a dosagem desse mediador. A producdo de NO foi
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avaliada com base nas concentragdes de ions nitrito (NO2"), que € um dos produtos finais da
oxidacdo do NO (Misko et al., 1993). A administracdo de CBD aumentou a quantidade de nitrito
no animal naive. Nossos resultados também mostram que o quadro neuropatico aumentou 0s
niveis de nitrito em niveis semelhantes ao do animal naive tratado com CBD, mas que a
administracdo de CBD no animal operado ndo produziu o sinergismo esperado.

A literatura contem varios trabalhos com resultados controversos no que diz respeito ao
papel das enzimas NOS e do NO na nocicepc¢do. Trabalhos envolvendo neuropatia indicam
aumento da expressdo de iNOS e nNOS no nervo lesionado, macrofagos, células de Schwann,
medula espinhal e DRG (Levy et al., 1999, Hervera et al., 2010a), e que o NO produzido por
essas isoformas da enzima esta envolvido na manutencao da dor neuropética (Guan et al., 2007,
Hervera et al., 2010b). Em nosso modelo, entretanto, ao bloquear a sintese de NO, o efeito
antinociceptivo foi revertido, sugerindo que seu importante papel na analgesia periférica. Em
outros modelos de dor, a ativagdo da nNOS/NO esta envolvida na antinocicepcao periférica
induzida pela morfina (Cunha et al., 2010). A morfina ndo foi capaz de exercer efeitos
antinociceptivos em camundongos knockout para nNNOS (Leanez et al, 2009). O agonista do
receptor d-opioide SNC80 induz antinocicepcdo periférica a partir da ativacdo da via do NO
(Pacheco et al., 2005).

Ja é de conhecimento que a neuropatia induz respostas inflamatorias. Poucos minutos
apos a lesdo axonal, ocorre ativacdo das células de Schwann e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, fatores tréficos e quimioatraentes que recrutam macréfagos, neutrofilos e outras
células inflamatérias no local da lesdo. Esses mediadores ativam cascatas de sinalizacdo que
desencadeiam a sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos e hiperexcitabilidade, com geracao
espontanea de potenciais de acao ectopicos, subjacentes a sensacao de dor neuropatica (Kuffler,
2020). A ativacdo de neutrdfilos contribui para resposta inflamatdria, por produzir, entre outros
mediadores, radicais livres derivados do oxigénio, como o anion superdxido (O2). O NO
também pode interagir com O para formar peroxinitrito (ONOO"), uma molécula oxidante
potente que pode induzir a peroxidacdo lipidica e danos celulares, influenciando a nocicepc¢éo
por participacdo na degeneracdo Waleriana ( Levy et al., 1999; Costa et al., 2002). As células
da glia também participam da geracdo e manutencdo dos sintomas da dor neuropatica, a partir
da liberagcdo uma variedade de citocinas pré-inflamatorias (Watkins et al., 2001).

Vaérios trabalhos demonstram as atividades anti-inflamatdria e antioxidante do CBD, e
esses efeitos sdo parcialmente mediados por receptores CB. e TRPV1 (Ligresti et al., 2016).

CBD diminuiu a atividade de COX, com consequente diminuicdo da producdo de
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prostaglandinas e a peroxidacéo lipidica em tecidos inflamados por carragenina (Costa et al.,
2004b). O CBD diminuiu a inflamagdo no miocardio induzida por doxorubicina por diminuir,
entre outros fatores, a peroxidacao lipidica e os niveis de glutationa (Hao et al., 2015). Os efeitos
anti-inflamatorios do CBD estdo relacionados ao controle da ativacdo da microglia e da
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios produzidos por essas células (Fernandez-Ruiz et al.,
2013). Também foi relatado que o CBD € neuroprotetor, reduz os sinais de estresse oxidativo
e atividade de lipoxigenase, e também modula a liberacéo de citocinas (Fernandez-Ruiz et al.,
2013). Fouad e colaboradores (2013) demonstraram que 0 CBD demonstrou efeito protetor do
figado ao diminuir a expressdo COX-2, peroxidacao lipidica e mediadores inflamatorios e
aumentar a expressao de eNOS e NO em um modelo de hepatoxicidade induzida por cadmio.

Desso modo, sugerimos que o CBD, em nosso modelo, poderia reduzir a nocicep¢ao
por diminuicdo da resposta inflamatoria local e do estress oxidativo apesar de apenas nos
basearmos na literatura para elencar esta hipotese, uma vez que ndo temos em nosso conjunto
de dados nenhum resultado para embasar tal afirmacéo.

O NO, uma vez formado, ativa enzima guanilato ciclase solivel (GCs) que promove a
conversdo de trifosfato de adenosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc)
(Moncada et al., 1991) e este segundo mensageiro esta relacionado com o efeito antinociceptivo
periférico de varios compostos analgésicos (Ferreira et al., 1991; Duarte et al., 1992; Romero
et al., 2012a). Nosso trabalho avaliou a participacdo do GMPc no mecanismo antinociceptivo
periférico do CBD utilizando o ODQ, inibidor da enzima guanilato ciclase soltvel, que se
mostrou capaz de reverter a antinocicepcao periférica induzida por canabidiol em nosso modelo
experimental.

O GMPc atua principalmente nos compartimentos intracelulares do local da producao,
e 0 padrdo de expressao de guanilato ciclase na medula espinhal e nos DRGs sugere que a
producéo de GMPc mediada por NO pode modular o processamento da dor em diferentes locais
(Schmidtko, 2015). Assim como o NO, a participacdo de GMPc na fisiologia da dor é
conflitante, e a dose administrada parece ser relevante para esse efeito dual. Em seus trabalhos
Tegeder et al. (2002 e 2004) e Schmidtko et al. (2008) demonstraram que administragéo
intratecal de andlogos do GMPc em baixas doses induziu antinocicep¢do, e quando
administrado em altas doses, induziu hipernocicep¢do em varios modelos de dor. Estudos
eletrofisiologicos em fatias de medula espinhal de ratos também sugerem o efeito
antinociceptivo de NO e GMPc, uma vez que o tratamento dessas fatias com varios doadores

de NO ou um analogo de GMPc inibiu a atividade neural nas laminas superficiais do corno
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dorsal (Pehl etal., 1997; Schmidtko et al., 2009). Adicionalmente, o inibidor de fosfodiesterases
sildenafila aumenta os niveis de GMPc citosolico induzindo analgesia periférica via ativacdo
da via NO/GMPc/PKG (Jain et al., 2001).

Para finalizar o estudo da via e suportado pelo fato de que nosso grupo de pesquisa
também ja demonstrou a relacdo entre a via NO/GMPc e a ativacdo de canais para potassio na
antinocicepcdo periférica (Rodrigues & Duarte, 2000; Soares e Duarte, 2001), bem como
trabalhos de outros pesquisadores (Barreras-Espinoza et al., 2017; Zapata-Morales et al., 2018),
utilizamos como ferramenta farmacoldgica a glibenclamida, bloqueador dos canais para
potéssio sensiveis ao ATP, que reverteu a antinocicepcdo periférica induzida pelo CBD,
sugerindo a participacdo desse canal no evento estudado. Assim como em nosso trabalho,
pesquisadores verificaram que a glibenclamida, poderia antagonizar o efeito antinociceptivo do
agonista opioide morfina (Ocafa et al.,1990) bem como de anandamida (Reis et al., 2011) e
PEA (Romero et al., 2012b). Estudos demonstraram que h& diminuigdo da corrente de Katp
apos lesdo nervosa, provavelmente por reducéo da abertura desses canais como parte da génese
da dor neuropatica (Kawano et al., 2009a). O aumento da formacéo de NO a partir de um doador
exdgeno restaurou as correntes dos canais Kate em neurdnios do DRG em ratos axotomizados
por ligacdo do nervo espinhal, e que o bloqueio dos Katp induziu hiperalgesia e aumento da
liberacdo de mediadores inflamatorios (Kawano et al., 2009a e 2009b). Estudos conduzidos por
Chi e colaboradores (2007) demonstram que a ativacdo do Katp pode reverter a sensibilizacao
produzida pela PGE2 em neurdnios sensoriais periféricos.

Em neurdénios e outras células excitaveis, os receptores acoplados a proteina G podem
ativar canais para potassio retificadores de entrada (Kir), dentre os quais estdo os Katp. Os
canais Katp podem ser inibidos por concentracdes fisioldgicas de ATP intracelular; (Chi et al.,
2007). Esses canais estdo envolvidos em varias fungdes celulares, como regulacdo da liberagao
de insulina, do fluxo sanguineo no tecido muscular, cardiaco e renal, e nos neurdnios a ativagdo
desses canais aumenta o efluxo desse ion, resultando em hiperpolarizacdo da membrana e
reducdo da excitabilidade neuronal (Mackie et al., 1995; Chi et al., 2007). Algumas drogas,
como diclofenaco (Alves et al., 2004), cetarolaco (Lazaro-lbanez et al., 2001), morfina
(Rodrigues & Duarte., 2000) e resveratrol (Granados-Soto et al., 2002) produzem analgesia
periférica por ativacdo da via NO/Kare.

Além da antinocicepcdo, outros trabalhos ja demonstraram a participacdo de canais para

potassio nas acOes induzidas pelo CBD. Foi demonstrado que o CBD causa relaxamento de
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artéria mesentérica humana e que esse efeito é mediado NO e ativacdo de canais para potéssio
(Stanley et al, 2015; Wheal et al., 2017).

Foi demonstrado em um modelo in vitro que os canabinoides anandamida e Win 55,212-
2 ativam canais Kir e inibem canais para célcio, provocando hiperpolarizacdo celular, via
receptores CB1 (Mackie et al., 1995). Esses resultados estdo em consonancia com a transducéo
de sinal dos receptores canabinoides, e corroboram nossos resultados que demonstraram o
envolvimento tanto dos receptores canabinoides quanto dos canais Kate no evento
antinociceptivo induzido pelo CBD.

Ap0s analisar esse conjunto de dados, nds sugerimos que, como possivel mecanismo de
acao, o canabidiol, de forma direta ou indireta, ativa receptores canabinoides e/ou opioides,
com posterior ativacdo da via PISK/AKT/mMTOR/NO/GMPc/Katp € consequente
hiperpolarizacéo celular, culminando com a antinocicepgdo periférica observada em nossos
resultados.

Como ja citado anteriormente, devido a sua baixa afinidade pelos receptores
canabinoides demonstrado em vitro, varios trabalhos sugerem que o mecanismo de acdo do
CBD néo envolva ativacdo direta desses receptores (Bi et al., 2019). Desse modo, avaliamos a
participac&o do receptor serotoninérgico 5-HT1a e do receptor de potencial transiente vaniloide
tipo 1 (TRPV1). Assim, utilizamos o NAN-190, antagonista seletivo dos receptores
serotoninérgicos 5-HT1a, € 0 SB-366791, antagonista seletivo de TRPV1, que reverteram,
ambos de maneira parcial, a antinocicepcao periférica induzida pelo canabidiol frente a animais
neuropéticos por CNC.

A serotonina, importante neurotransmissor no contexto de antinocicepcdo central, é
classicamente classificada como agente hiperalgésico quando administrada perifericamente
(Nascimento, 2011). Entretanto, nosso grupo de pesquisa demonstrou, pela primeira vez, que a
serotonina administrada em baixas doses perifericamente induz antinocicepgéo (Diniz et al.,
2015). A serotonina apresenta importante papel na mudanca fenotipica dos nociceptores e seus
efeitos resultam de sua interacdo com receptores pertencentes a sete familias, divididos em pelo
menos quatorze subtipos, que apresentam ampla distribuicdo no sistema nervoso central e
periférico, bem como em varios outros tecidos (Hoyer et al., 1994 e 2002; Sanders-Bush &
Hazelwood, 2011).

Os receptores serotoninérgicos 5-HT1a sdo acoplados a proteina Gip, € sua ativagdo
inibe a adenilato ciclase e ativa canais K*, com posterior diminuicédo da excitabilidade neuronal.

Estéo distribuidos tanto no SNC quanto em terminais periféricos de fibras aferentes sensoriais
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primarias (Barnes & Sharp, 1999; Granados-Soto et al., 2010). No corno dorsal espinhal, os
ligantes pré-sinapticos dos receptores 5-HTia inibem correntes pos-sinapticas excitatorias
evocadas por fibras aferentes primarias tipo Ad e C (Jeong et al., 2012). Estudos relatam que
0s receptores 5-HT1a estdo envolvidos na antinocicepcdo periférica (Granados-Soto et al.,
2010) e central (Maione et al., 2011) e sua ativacdo também demonstra potente efeito
antineuropatico (Colpaert et al., 2004; Aira et al., 2010; Avila-Rojas et al., 2015).

Pesquisas in vitro demonstram que o CBD possui atividade agonistica moderada nos
receptores 5-HT1a (Russo et al., 2005) e alguns dos efeitos induzidos por essa ligacdo, como
atividade ansiolitica, antidepressivo e neuroprotecdo, podem ser parcialmente inibidos por
antagonistas seletivos desses receptores (Ligresti et al., 2016). Jesus e colaboradores (2019)
sugerem que o canabidiol diminuiu a alodinia mecanica em ratos com diabetes induzida por
streptozotocina, e que esse efeito foi atenuado pelo blogueio dos receptores 5-HT1a. Ward e
colaboradores (2014) demonstraram que o CBD preveniu a sensibilidade mecénica em um
modelo de dor neuropatica induzida pelo paclitaxel, e que o uso do antagonista seletivo dos
receptores 5-HT1a, WAY 100635, atenuou esse efeito antinociceptivo. Esses resultados estéo
em consonancia com o resultado que apresentamos no presente estudo, uma vez que em nosso
modelo o efeito antinociceptivo do CBD foi mediado em parte pelos receptores 5-HT1a

O TRPV1 é um canal catidnico no seletivo, mas altamente permeavel ao Ca?*, possui
6 dominios transmembrana e pertence a familia dos receptores de potencial transiente (TRP).
Pode ser encontrado no SNC e em alguns tecidos ndo neuronais, e é particularmente abundante
em neuronios sensoriais, principalmente em fibras C e Ao, que desempenham papel chave da
deteccédo de estimulos dolorosos nocivos como calor (> 43°C) e acidez (Maione et al., 2006a).
Esses receptores podem ser ativados por varios ligantes enddgenos, os chamados
“endovaniloides”, e entre eles estdo a AEA, NADA, e alguns metabdlitos de lipoxigenases
como leucotrienos e acido 12 -S- hidroxiperoxieicosatetraenoico (Starowicz & Przewlocka,
2012), e também por ligantes exdgenos, como a capsaicina e outra toxina de planta, a
resiniferatoxina (Di Marzo et al., 2002).

Existem fortes evidéncias de que ndo apenas a sensibilidade, mas também a densidade
de TRPV1 é aumentada nos neurdnios do DRG durante condi¢6es inflamatdrias e neuropaticas,
e dentro das fibras nervosas no local da inflamacdo (Amaya et al., 2003; Rashid et al., 2003;
Maione et al., 2006a). A capsaicina, agonista TRPV1, vaniloide irritante presente em pimentas,
excita 0s neurdnios sensoriais por acdo direta agindo em TRPV1 presentes nos terminais

nervosos sensoriais que gera potenciais de acdo percebidos como dor em queimagéo e,
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posteriormente, evoca um estado refratario tradicionalmente chamado dessensibilizagdo, no
qual os neurdnios previamente excitados ndo respondem mais a estimulos dolorosos. Acredita-
se que este ultimo fendbmeno seja o responsavel pela analgesia causada pela capsaicina e outros
agonistas TRPV1 (Costa et al., 2004a).

Nos trabalhos conduzidos por Bisogno e colaboradores (2001) foi demonstrado que o
CBD, comparado a capsaicina, € um agonista de TRPV1. O CBD dessensibilizou o0 TRPV1 a
acao da capsaicina, abrindo assim a possibilidade de que este fitocanabinoide exerca suas acoes,
em parte, pela dessensibilizacdo dos nociceptores sensoriais. Esse resultado, juntamente com o
resultado das pesquisas conduzidas por Costa e colaboradores (2004a), que demonstraram que
0 antagonista seletivo para TRPV1, capsazepina, reverteu, de maneira parcial, o efeito
antinociceptivo induzido pelo CBD em um modelo de dor inflamatdria, justificam e corroboram
nosso resultado que demonstrou a participacdo parcial de TRPV1 em nosso modelo
experimental utilizando o CBD, possivelmente por dessensibilizacdo desses receptores, e
consequente diminuicdo da excitabilidade neuronal. A acdo direta do CBD nos receptores
vaniloides foi confirmada pela técnica de eletrofisiologia patch-clamp (lannotti et al., 2014) e
pesquisas demonstraram que o CBD exerce seus efeitos através da ativacdo/dessensibilizacdo
de TRPV1, modulando ansiedade e dor (Ligresti et al., 2016). De maneira complementar, Costa
et al. (2007) e Comelli et al. (2008) sugerem que o efeito antinociceptivo do CBD frente a dor
neuropatica por constricdo do nervo ciatico ocorre por dessensibilizacdo de TRPV1, e ainda,
De Gregorio et al. (2019) demonstraram que o efeito antialodinico do CBD foi revertido pelo
uso do antagonista de TRPV1 capsazepina em modelo animal de neuropatia induzida por
ligacdo de nervo espinhal.

Apds essa série de experimentos, nossos resultados mostram que o canabidiol possui
efeito antinociceptivo quando administrado perifericamente frente a neuropatia induzida por
constricdo do nervo ciatico, através de complexo mecanismo de acdo, uma vez que envolve
participacdo de diversos sistemas analgésicos enddgenos, que podem ser ativados
simultaneamente ou em série. Nossa proposta para explicar o mecanismo de acdo do CBD
envolve varias hipoteses: (i) o CBD ativaria diretamente aos receptores CB1 e CB2 canabinoides
expressos nos nociceptores, causando antinocicepcdo por inibicdo da excitacdo neuronal via
sua transducdo por Gi; (i) o CBD poderia exercer controle negativo da sintese
endocanabinoides, diminuindo calcio intracelular mais uma vez pela ativacdo dos receptores
canabinoides com sua ac¢éo inibitdria via transducgéo do sinal por G;, além de poder reduzir os

niveis de anandamida por aumento da atividade de FAAH; (iii) o CBD poderia se ligar aos
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receptores canabinoides presentes em queratindcitos e células imunes, induzindo liberagéo de
peptideos opioides, que ativariam receptores opioides presentes nos nociceptores, e
subsequente antinocicepcdo via Gi; (iv) o CBD poderia induzir antinocicep¢do por ativacdo da
via PISBK/AKT/mTOR/NO/GMPc/Kater de forma indireta a partir da subunidade Gi/py da
proteina G acoplada aos receptores canabinoides e opioides, com consequente hiperpolarizacdo
neuronal; (v) O CBD ativaria os receptores 5-HT1a presente nos nociceptores, induzindo
analgesia por diminuicdo da excitabilidade neuronal; e (vi) o CBD poderia também induzir
ativagdo com posterior dessensibilizacdo de TRPV1, com subsequente analgesia.

Embora nossos dados ndo nos permitam tal afirmacéo, podemos hipotetizar também que
0 CBD induza seu efeito antinociceptivo a partir de acdes sinérgicas dos sistemas analgésicos
enddgenos, uma vez que literatura indica que a ativacdo do CB; pode sensibilizar TRPV1 ao
efeito de seus agonistas quando esses dois receptores sdo co-expressos nas mesmas células e
neurbnios periféricos co-expressam esses receptores (Maione et al., 2006b), bem como
neurdnios da PAG podem ser co-expressos com receptores i opioide e TRPV1 (Maione et al.,
2009); receptores CB2 podem formar heterodimeros com receptores TRPV1 (Burstein, 2015);
receptores CB1 poderiam formar heterodimeros com receptores p opioide (Rios et al., 2006);
além da interagdo entre receptores p opioide e 5-HT1a no controle da nocicepcdo (Millan &
Colpaert, 1990).

Tendo em vista a complexidade dos mecanismos evocados pelo CBD ao nivel periférico
e as limitacGes de tempo e orgamento deste projeto, ndo nos furtamos da possibilidade de fazer
novos experimentos para corroborar ou refutar as hipoteses propostas neste trabalho.
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Anexo

ANEXO
Protocolo CEUA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
. ] CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Prezado(a):

Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situacdo de uma solicitagdo.
Protocolo CEUA: 5772017

Titulo do projeto: Avaliacio do efeito antinociceptivo do canabidiol (Cannabis sp.) na dor neuropatica e mecanismos
antinociceptivos enddgenos envolvidos nesse evento.

Finalidade: Pesquisa
Pesquisador responsavel: Thiago Roberto Lima Romero
Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Farmacologia

Situacdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 26/06/2017. Validade: 26/06/2017 a 25/06/2022
Belo Horizonte, 26/06/2017.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
hitps://aplicativos ufmg brisolicite ceual
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Telefone: (31) 3409-4516
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