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RESUMO

O diabetes representa um desafio significativo para a saude global, causando
complicagbes crbénicas e tendo um impacto socioecondmico em escala mundial.
Dentre suas complicacbes, destaca-se a neuropatia, que se manifesta por
hiperalgesia, alodinia e dor espontdnea. A maioria dos tratamentos tem eficacia
moderada e efeitos colaterais que limitam seu uso. O uso de opioides, por exemplo,
aumenta o risco de efeitos colaterais graves e dependéncia. Nesse sentido, é
importante investigar alternativas terapéuticas mais seguras e eficazes. Este estudo
teve como objetivo investigar a acdo antinociceptiva do sulfato de magnésio (MgS0O4)
e do canabigerol (CBG) no tratamento da dor neuropatica diabética. Na etapa 1,
utilizou-se um modelo de dor induzido por NMDA para determinar a dose efetiva de
MgSO4. Administrou-se a ratos Wistar machos uma dose de 100 mg/kg de MgSO4,
20 minutos antes da injecdo intratecal de NMDA (100 mM). Avaliou-se
comportamentos nociceptivos como contorgdes, lambidas, coceiras e grooming.
Observou-se que o pré-tratamento com MgSO4 nao bloqueou os comportamentos
nociceptivos induzidos por NMDA. Nas etapas 2 e 3, ratos Wistar machos foram
induzidos ao diabetes experimental com uma unica dose de estreptozotocina (60
mg/kg). A hipersensibilidade mecanica foi avaliada com o teste de Von Frey um dia
antes da indugao e nos dias 14, 21 e 28 apds a indugao. A partir da segunda semana,
os ratos foram tratados diariamente com CBG (1, 3, 10 ou 30 mg/kg; i.p.) ou MgSO4
(100 mg/kg ou 300 mg/kg; i.p.). O magnésio nao reverteu significativamente a
hipersensibilidade mecanica, enquanto o CBG, em todas as doses, foi eficaz em
reverté-la. A hipersensibilidade mecanica foi avaliada com o teste de Von Frey nos
dias 7, 14, 21 e 28. Os animais foram submetidos ao teste de campo aberto para
avaliar parametros locomotores. O tratamento agudo com CBG demonstrou efeito
antinociceptivo ao reduzir a hipersensibilidade mecanica em ratos diabéticos, sem
prejudicar o comportamento exploratério. Além disso, a administragéo crénica de CBG
reverteu a hipersensibilidade mecanica, indicando um potencial terapéutico
significativo para a neuropatia diabética.

Palavras-chave: antinocicepcao; canabinoides; diabetes; Cannabis sativa;
nocicepgao; NMDA.



ABSTRACT

Diabetes represents a significant challenge to global health, causing chronic
complications and having a socioeconomic impact on a global scale. Among its
complications, neuropathy stands out, manifesting as hyperalgesia, allodynia, and
spontaneous pain. Most treatments have moderate efficacy and side effects that limit
their use. The use of opioids, for example, increases the risk of severe side effects and
dependence. In this sense, it is important to investigate safer and more effective
therapeutic alternatives. This study aimed to investigate the antinociceptive action of
magnesium sulfate (MgSO4) and cannabigerol (CBG) in the treatment of diabetic
neuropathic pain. In stage 1, a model of NMDA-induced pain was used to determine
the effective dose of MgSO4. Male Wistar rats were administered a dose of 100 mg/kg
of MgS04, 20 minutes before the intrathecal injection of NMDA (100 mM). Nociceptive
behaviors such as writhing, licking, scratching, and grooming were evaluated. It was
observed that pre-treatment with MgSO4 did not block nociceptive behaviors induced
by NMDA. In stages 2 and 3, male Wistar rats were induced to experimental diabetes
with a single dose of streptozotocin (60 mg/kg). Mechanical hypersensitivity was
evaluated with the Von Frey test one day before induction and on days 14, 21, and 28
after induction. From the second week, 14 days after induction, the rats were treated
daily with CBG (1, 3, 10, or 30 mg/kg; i.p.) or MgS0O4 (100 mg/kg or 300 mg/kg; i.p.).
Magnesium did not significantly reverse mechanical hypersensitivity, while CBG, at all
doses, was effective in reversing it. Additionally, the animals were subjected to the
open field test to evaluate locomotor parameters. Acute treatment with CBG
demonstrated an antinociceptive effect by reducing mechanical hypersensitivity in
diabetic rats without impairing exploratory behavior. Moreover, chronic administration
of CBG reversed mechanical hypersensitivity, indicating significant therapeutic
potential for diabetic neuropathy.

Keywords: antinociception; cannabinoids; diabetes; cannabis sativa;
nociception; NMDA.
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1 INTRODUGAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma condigdo cronica caracterizada pela
deficiéncia na produgdo ou acdo da insulina, resultando em hiperglicemia. Essa
condicdo leva a complicagcbes crbénicas, tanto microvasculares quanto
macrovasculares. As complicagdes microvasculares incluem neuropatia, retinopatia e
nefropatia, enquanto as complicagdes macrovasculares incluem doencas
coronarianas, cerebrovasculares e arteriais periféricas (Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Diabetes 2019 — 2020). A neuropatia diabética (ND) é um disturbio
neurodegenerativo do sistema nervoso periférico que afeta principalmente os axénios
sensoriais, autbnomos e, em menor grau, os motores (Feldman et al., 2019). Seus
sintomas variam de dor e dorméncia nas pernas e pés a problemas digestivos,
urinarios, vasculares e cardiacos (92 Edigdo do Atlas da Federacao Internacional do
Diabetes, 2021). Pacientes com dor neuropatica — um sintoma da neuropatia dificil de
tratar — tém uma menor qualidade de vida devido a complexidade do manejo
farmacoldgico por conta de sua fisiopatologia complexa (Wang et al., 2024).

Os mecanismos fisiopatologicos da dor neuropatica envolvem a
potencializagdo da atividade dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Carles et
al.,, 2024). Esses receptores estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso
central, incluindo areas como o hipocampo, cértex cingulado anterior, cértex insular e
corno dorsal da medula espinhal (Morel et al., 2021). Ao sinalizarem, os receptores
NMDA aumentam a concentragcao de calcio intracelular, ativando vias de sinalizagao
dependentes de calcio e proteinas. Isso desencadeia uma cascata de eventos que
aumenta a excitabilidade neuronal e facilita a transmissao de sinais de dor ao cérebro,
resultando em sensibilizagcédo central (Basbaum et al., 2009).

Neste contexto, o sulfato de magnésio (MgSO4) demonstrou efeito
antinociceptivo em estudos pré-clinicos e clinicos de dor neuropatica e inflamatdria,
evidenciando suas propriedades analgésicas. Esse efeito é atribuido ao bloqueio do
receptor NMDA (NMDAR) no corno dorsal da medula espinhal, reduzindo o influxo de
calcio nas células e impedindo a sinalizagao excitatéria glutamatérgica (Bennett, 2000;
Urits et al., 2021).

O sistema endocanabinoide desempenha uma funcdo complexa de

neuromodulagdo no organismo e é composto pelos canabinoides endégenos,
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receptores, e enzimas de catabolismo e anabolismo dos endocanabinoides. Os
canabinoides encontrados na planta Cannabis sp. e os canabinoides sintéticos ativam
o sistema endocanabinoide, mas nao fazem parte dele. A Cannabis sativa contém
aproximadamente 100 canabinoides, sendo o delta-9-tetrahidrocanabinol (A-9-THC)
conhecido por suas propriedades psicotomiméticas, e o canabidiol (CBD) o mais
estudado (Bagher, 2022; Crocq, 2020; Martinez Naya et al., 2024). Sabe-se também
que os canabinoides conseguem interagir com os receptores NMDA e outros
mecanismos (Soderstrom et al., 2017).

Dessa forma, esta pesquisa busca oferecer novas perspectivas no tratamento
da dor neuropatica, uma vez que a maioria dos tratamentos disponiveis tem eficacia
moderada e apresenta efeitos colaterais que limitam seu uso (Cavalli et al., 2019). O
uso de opioides, por exemplo, aumenta o risco de efeitos colaterais, como depressao
respiratoria, hiperalgesia, constipacao e desenvolvimento rapido de tolerancia, além
do crescente risco de dependéncia, que atingiram niveis epidémicos recentemente
(Kulik et al., 2021). Encontrar um farmaco que ofereca os mesmos beneficios
analgésicos dos opioides, mas sem os efeitos colaterais, seria um avango significativo.
Nesse sentido, os canabinoides tém demonstrado um potencial significativo no
manejo da dor neuropatica e de outros tipos de dores cronicas. Por isso, este estudo
visa explorar o potencial do canabigerol (CBG) — um fitocanabinoide ainda pouco

estudado — no tratamento da dor neuropatica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antinociceptivo do canabigerol (CBG) isolado ou em
associagao com o sulfato de magnésio (MgSO4) sobre a alodinia mecéanica em ratos
machos da variedade Wistar com diabetes induzido quimicamente por

estreptozotocina (STZ).

1.1.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a dose efetiva de MgSO4 utilizando um modelo de dor induzido por

NMDA em ratos nao diabéticos.
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2. Caracterizar as doses efetivas de MgSO4 sobre a hipersensibilidade
mecanica em ratos com diabetes induzido quimicamente por STZ, através do teste de
Von Frey eletrénico.

3. Caracterizar as doses efetivas de CBG sobre a hipersensibilidade mecanica
em ratos com diabetes induzido quimicamente por STZ, através do teste de Von Frey
eletrénico.

4. Avaliar o efeito do tratamento com CBG sobre a atividade locomotora de
ratos com diabetes induzido quimicamente por STZ, utilizando o teste de campo
aberto.

5. Avaliar o efeito do tratamento combinado de CBG e MgS0O4 sobre a alodinia
mecanica em ratos com diabetes induzido quimicamente por STZ, utilizando o teste
de Von Frey eletrénico.

6. Avaliar o efeito do tratamento com CBG isolado ou MgSO4 sobre
parametros biofisicos, como peso e niveis de glicose plasmatica, em ratos com

diabetes induzido quimicamente por STZ.

1.2 JUSTIFICATIVA

A neuropatia € decorrente de lesdes ou disfungcbes do sistema nervoso
somatossensorial periférico ou central, geralmente se manifestando como queimacéo,
pontadas ou choque elétrico (Scully, 2014). O diabetes, por sua alta prevaléncia, € a
principal causa de neuropatias (92 Edicdo do Atlas da Federacao Internacional do
Diabetes, 2021).

O tratamento farmacolégico € um desafio clinico devido a sua complexa
fisiopatologia. Antidepressivos triciclicos sao efetivos no alivio da dor neuropatica
periférica (DPN), mas seus efeitos anticolinérgicos e sedativos podem ser mal
tolerados. Antidepressivos duais, como a duloxetina, podem aumentar os niveis de
agucar no sangue a longo prazo (Hardy et al., 2007).

Anticonvulsivantes, como pregabalina e gabapentina, sdao amplamente
utilizados e recomendados para o tratamento da dor neuropatica, conforme diretrizes
da National Institute for Health and Care Excellence (NICE) e da American Academy
of Neurology (Mathieson et al., 2020). Opioides, embora eficazes, apresentam efeitos
colaterais significativos, como depressao respiratéria, hiperalgesia, constipacao,
rapido desenvolvimento de tolerancia e risco de dependéncia (Kulik et al., 2021).
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Os canais dos receptores NMDA sao bloqueados pelos ions de magnésio
(Rosenberger et al., 2020), resultando em efeito analgésico (Kulik et al., 2021; Shin et
al., 2020) ao prevenir a cascata de eventos intracelulares responsaveis pela
sensibilizacdo (Begon et al., 2001). O CBG tem demonstrado propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias e potencial antinociceptivo ao ligar-se a receptores
como TRPV1, TRPA1, CB1, CB2, a2-adrenérgico e 5-HT1A. No entanto, ainda ha
pouca investigagao sobre seu potencial antinociceptivo em modelos animais de dor
(Wen et al., 2023).

Este projeto visa examinar a eficacia antinociceptiva do CBG em ratos Wistar
machos com diabetes induzido quimicamente por estreptozotocina, e entender a
interagédo farmacologica do CBG com o sulfato de magnésio (MgSO4), que também
tem demonstrado potencial efeito antinociceptivo. Considerando a eficacia moderada
e os efeitos colaterais dos tratamentos atuais, a combinagcdo de CBG e MgS04, pode
oferecer novas perspectivas no tratamento da dor neuropatica.

Portanto, investigar a combinacédo entre CBG e MgSO4 no tratamento da
neuropatia diabética visa compreender melhor o potencial dessas substancias no

controle da dor e oferecer alternativas terapéuticas mais eficazes e bem toleradas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES

O DM é uma condigao cronica caracterizada pela deficiéncia na produgao ou
agao da insulina, resultando em altos niveis de glicose no sangue (hiperglicemia).
Essa condigdo representa um desafio significativo de saude global devido as suas
complicacbes crbnicas e ao seu impacto socioecondmico em escala mundial
(Diretrizes Da Sociedade Brasileira de Diabetes 2019 — 2020).

Em 2021 os custos com saude relacionados ao DM atingiram pelo menos 966
bilhdes de délares em todo o mundo, representando um aumento de 316% nos ultimos
15 anos. Atualmente, 537 milhdes de pessoas possuem DM no mundo, o que equivale
a uma pessoa diabética para cada dez individuos. No Brasil cerca de 6,9% da
populagcdo nacional, ou aproximadamente 13 milhdes de pessoas, enfrentam o
diabetes. Estimativas globais indicam que até 2045, 783 milhdes de pessoas em todo
o0 mundo serdo afetadas pelo diabetes, correspondendo a 12,2% da populacéo

mundial (92 Edicao do Atlas da Federacao Internacional do Diabetes, 2021).
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A classificagado do DM é organizada da seguinte forma: diabetes tipo 1 (DM1),
caracterizado pela destruicdo autoimune das células B (beta) pancreaticas; o diabetes
tipo 2, ndo relacionado a autoimunidade, mas sim a problemas na secrec¢ao de insulina
pelas células B, levando a resisténcia a insulina e sindrome metabdlica; o diabetes
mellitus gestacional, referindo-se as gestantes nao diagnosticadas anteriormente com
diabetes ou sem um metabolismo de risco em glicose; e o diabetes de outras causas,
abrangendo sindromes de diabetes monogénicas, doengas do pancreas exodcrino e
diabetes induzido por drogas ou substancias quimicas (Rodacki et al., 2023; 92 Edigéao
do Atlas da Federacao Internacional do Diabetes, 2021). O DM1 é mais comum na
infancia, embora também possa ocorrer em outras faixas etarias, mas com menos
frequéncia em comparagéo com o tipo 2 (Rodacki et al., 2023).

O Brasil registrou um total de 588.800 casos de diabetes tipo 1 em todas as
idades, colocando-o como o terceiro pais com maior numero de casos prevalentes.
Os Estados Unidos lideram essa estatistica. Em relagdo aos numeros de casos
prevalentes em criangas, o Brasil também foi considerado o terceiro pais, com 112.240
casos em individuos com menos de 20 anos, enquanto a india ocupa o primeiro lugar
(92 Edicao do Atlas da Federacao Internacional do Diabetes, 2021). Devido ao
diagnostico geralmente ser feito na infancia, muitos individuos vivem por muitos anos
com DM1.

O DM ¢é caracterizado por hiperglicemia, caracterizada pela elevagdo dos
niveis de glicose no sangue, o que pode desencadear uma série de complicagcoes
cronicas que afetam tanto os pequenos vasos sanguineos (microvasculares) quanto
os grandes vasos (macrovasculares). Entre as complicagdes microvasculares estao a
retinopatia (afetando os olhos), nefropatia (afetando os rins) e neuropatia (afetando os
nervos), enquanto as complicagdes macrovasculares, como doeng¢a coronariana
(afetando os vasos sanguineos do coragao), doenga cerebrovascular e doenca arterial
periférica, comprometem o funcionamento do sistema circulatério. Além disso, entre
as complicacbes da diabetes, as mais prevalentes sdo as sindromes clinicas
causadas por danos nos sistemas nervoso periférico e autbnomo (Zhao et al., 2024;

9?2 Edigao do Atlas da Federagao Internacional do Diabetes, 2021).
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2.2 NEUROPATIA DIABETICA

A neuropatia diabética (ND) é um disturbio neurodegenerativo do sistema
nervoso periférico e tem como alvo preferencial os axdnios sensoriais, axénios
autdbnomos e, posteriormente, em menor grau, os axénios motores (Feldman et al,,
2019). Esse disturbio é caracterizado pela presenga de sinais ou sintomas de
disfung¢ao dos nervos, que podem ocorrer de forma difusa, afetando uma ampla area,
ou focal, concentrando-se em um ponto especifico. Em resumo, a neuropatia pode
afetar um unico nervo, um grupo de nervos ou todos os nervos do corpo (Rolim et al.,
2023; Feldman et al., 2019). Em geral, a prevaléncia da neuropatia periférica diabética
na populacao é de 49,4% (Rolim et al., 2023). Os sintomas da ND podem variar de
dor e dorméncia nas pernas e pés a problemas no sistema digestivo, trato urinario,
vasos sanguineos e coragdo, dependendo dos nervos afetados (Calcutt, 2020;
Feldman et al., 2019). Cerca de um terco dos diabéticos com DN relatam parestesias
intermitentes ou continuas juntamente com a dor (Calcutt, 2020).

Segundo a Associagao Internacional para o Estudo da Dor, a dor € aquela que
surge como consequéncia direta de uma lesdo ou doenga que afeta o sistema
somatossensorial. A dor € uma capacidade essencial para a sobrevivéncia do
organismo, desempenha um papel crucial em alertar o corpo sobre a presenga de
estimulos adversos ou nocivos. Alteragdes fisiopatoldgicas na via da dor causam
disturbios como alodinia (dor em resposta a estimulos ndo nocivos), hiperalgesia (dor
exacerbada em resposta a estimulos nocivos) ou dor esponténea (na auséncia de
estimulos). O alerta se da a partir da nocicepgao na qual as células nociceptoras,
localizada no ganglio da raiz dorsal e ganglio trigeminal, com ramos nervosos ligando
tanto para o érgao onde o estimulo ocorreu quanto para a medula espinhal, detectam
o estimulo nocivo, como calor intenso, pressdo mecanica forte ou substancias
quimicas irritantes (Basbaum et al., 2009).

Como relatado por Marshall et al., (2023), é cada vez mais aceito que ocorram
alteragdes fisiopatoldgicas pré-nociceptivas na medula espinhal em diabéticos, o que
poderia gerar ou manter a dor. As fibras responsaveis por essa nocicepgao sao
divididas em fibras Ad (delta), que transmitem uma dor rapida e bem localizada por
serem mielinizadas, e fibras C, ndo mielinizadas e de didmetro pequeno, que
transmitem uma dor mais lenta e mal localizada (Basbaum et al., 2009; Meyer et al.,
2008).
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Os mecanismos fisiopatologicos associados a dor neuropatica envolvem a
potencializagao da atividade dos receptores excitatérios de glutamato do tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA), os quais s&o compostos por quatro subunidades diferentes,
formando heterotetrameros. Essas incluem duas subunidades GluN1, que possuem
os sitios de ligagao para a glicina ou D-serina, e duas subunidades GIuN2/3, que
possuem os sitios de ligagao para o glutamato. Os sitios de ligagado nao competitivos
estdo localizados dentro do poro do canal ib6nico. O glutamato (Glu) é o
neurotransmissor excitatorio mais importante no sistema nervoso central, ligando-se
a receptores metabotropicos, que pertencem a superfamilia dos receptores acoplados
a proteina G (RCPG), e a receptores ionotropicos, incluindo o receptor de acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPAR), o receptor de N-metil-d-
aspartato (NMDAR) e o receptor cainato (Carles et al., 2024).

Os receptores NMDA estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso
central, abrangendo areas como o hipocampo, cértex cingulado anterior, cortex insular
e corno dorsal da medula espinhal (Morel et al., 2021). A excitagdo em um neurdnio
tem inicio na membrana pés-sinaptica de uma sinapse, onde os receptores a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolopropiénico (AMPA) e NMDA colaboram em conjunto. Os
canais de AMPA provocam uma rapida e breve despolarizagdo da membrana pos-
sinaptica, seguida por uma rapida desativacdo. Essa despolarizagcido resultante dos
canais de AMPA facilita a ativacdo dos receptores NMDA. Como consequéncia, 0s
receptores NMDA sinalizam e aumentam a concentracdo de calcio intracelular,
ativando uma série de vias de sinalizacdo dependentes de calcio e proteinas, tais
como a quinase ativada por mitégeno (MAPK), a proteina quinase C (PKC) e a
proteina quinase A (PKA). Isso desencadeia uma cascata de eventos que aumentara
a excitabilidade do neurénio e facilitara a transmissdo de mensagens de dor ao
cérebro (sensibilizacdo central) (Basbaum et al., 2009).

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor define a sensibilizagcao
central como um “aumento da responsividade dos neurdnios nociceptivos no sistema
nervoso central (SNC) ao seu input aferente normal ou sub-limiar’ (Loeser & Treede,
2008). Isso significa que, na sensibilizagao central, os neurdnios nociceptivos no SNC
se tornam mais sensiveis e respondem de forma mais intensa a estimulos que
normalmente n&o seriam dolorosos ou que estao abaixo do limiar de dor. Essa maior
responsividade pode resultar em uma percepcao amplificada da dor, onde estimulos

leves ou moderados podem ser percebidos como intensamente dolorosos.
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O aumento subsequente no influxo de calcio pode fortalecer as conexdes
sinapticas entre os nociceptores e os neurdnios transmissores da dor no corno dorsal,
0 que, por sua vez, exacerbara as respostas a estimulos nocivos (Chen et al., 2018;
Makarov et al., 2024).

A neuropatia diabética quando completamente desenvolvida, se manifesta
como polineuropatia, afetando os nervos periféricos do sensorio-motor distal (DSP)
de forma simétrica nos membros inferiores. Isso significa que a condicdo afeta os
nervos nas extremidades dos membros, como pernas e pés, de maneira uniforme em
ambos os lados do corpo. Além disso, inclui o envolvimento do sistema nervoso
autébnomo, responsavel pela regulagcado de fungdes involuntarias do corpo, como a
pressao arterial e a digestdo (Pathak et al., 2022). Os diferentes tipos de neuropatias
afetam 50% dos diabéticos, sendo mais comum a polineuropatia simétrica distal
(DSP). Os outros tipos incluem neuropatia predominantemente de fibras pequenas ou
neuropatia induzida por tratamento; radiculoplexopatia ou radiculopatia;
mononeuropatia; e neuropatia autonémica ou neuropatia induzida por tratamento.
(Pouwer et al., 2024; Pop-Busui et al., 2022; Feldman et al., 2019).

Como mencionado por Mizukami, H., & Osonoi, S., 2020 e Pop-Busui et al.,
2022, a hiperglicemia pode ativar vias inflamatorias colaterais de utilizagao de glicose.
Essas vias incluem. 1) via do poliol, onde a aldose redutase converte o excesso de
glicose em sorbitol. 2) via da proteina quinase C (PKC), que aumenta a resisténcia a
insulina, perturba os fatores de crescimento e leva a vasoconstrigdo dos vasos
sanguineos. 3) via de formacgao de produtos de glicagao avangada (AGEs), em que a
ativagao de AGEs e RAGEs (receptores de AGEs) leva a inflamagao a jusante, ao
acumulo de EROs (espécies reativas de oxigénio) e a diminuigdo do fluxo sanguineo
para os nervos periféricos. 4) via biossintética da hexosamina, que produz
subprodutos inflamatdrios e ativa a proteina quinase C. 5) via das pentoses fosfato,
responsavel pela metabolizacado da glicose 6-fosfato em uma série de pentoses, como
a ribose 5-fosfato. 6) via glicolitica anaerdbica, que ocorre quando o piruvato é
metabolizado em acido lactico pela lactato desidrogenase em condi¢des anaerdbicas,
evocadas por isquemia na microangiopatia diabética. Supbe-se que esses
mecanismos desencadeiem de modo individual ou sinérgico o inicio e a progressao
da polineuropatia.

Aproximadamente um terco dos pacientes conseguem aliviar a dor em mais

de 50% ao utilizar varios medicamentos em conjunto (Wang et al., 2024). Porém,



19

alguns pacientes com dor refrataria, isto €, dor que persiste mesmo apds o tratamento,
podem apresentar reagdes adversas graves ou desenvolver dependéncia de drogas
devido ao uso prolongado de doses elevadas de analgésicos. Uma vez que nao é
possivel reverter ou prevenir essa condicdo, os antidepressivos como duloxetina,
amitriptilina e venlafaxina sao utilizados como tratamento de primeira linha para o
alivio da dor, seguidos pelos anticonvulsivantes gabapentina e pregabalina. Os
opioides, como o tapentadol, oxicodona e morfina sdo considerados como segunda
ou terceira linha de tratamento. No entanto, apenas pregabalina, duloxetina,
tapentadol e capsaicina (um analgésico tdpico) receberam aprovacado da Food and
Drug Administration (FDA) para o tratamento da DN (Y. Chen & Song, 2024;
Committee et al., 2024; Price et al., 2022; Wang et al., 2024.

A gabapentina e a pregabalina ligam-se e modulam as proteinas a2-6 do canal
de calcio no ganglio da raiz dorsal. Ja a duloxetina, amitriptilina, venlafaxina, assim
como o tapentadol, atuam como inibidores da recaptacdo da serotonina e
norepinefrina (SNRI). Por sua vez, a capsaicina, encontrada na pimenta malagueta,
se liga aos receptores TRPV1 responsaveis pela sensagéo de calor e dessensibiliza
esses receptores durante o tratamento repetido, sendo considerada apenas para um
tratamento de terceira linha (Alam et al., 2020; Chen & Song, 2024; Eissa et al., 2023;
Pop-Busui et al., 2017, 2022; Boulton et al., 2023). De acordo com Schreiber et al.,
(2015), os efeitos colaterais causados pelos antidepressivos incluem boca seca,
hipotensdo postural, arritmias, comprometimento cognitivo, constipacdo e retengao
urinaria. Ja os anticonvulsivantes apresentam tontura, sonoléncia, edema periférico,

dor de cabecga e ganho de peso. Enquanto, os opioides provocam nauseas e vOomitos.

2.3 SULFATO DE MAGNESIO E O BLOQUEIO DOS RECEPTORES NMDA

O sulfato de magnésio (MgS04) tem demonstrado efeito antinociceptivo em
estudos pré-clinicos e clinicos de dor neuropatica e inflamatdria, evidenciando suas
propriedades analgésicas. Esses efeitos sao resultado do bloqueio do receptor NMDA
(NMDAR) no corno dorsal da medula espinhal, o que leva a redugéo do influxo de
calcio nas células, impedindo assim a sinalizagao excitatéria glutamatérgica (Urits et
al., 2021; Yamanaka et al., 2019; Bennett, 2000).

A modulagao da dor com a presenga do magnésio ocorre principalmente por
sua agao como antagonista sensivel a voltagem dos receptores NMDA, podendo
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assim prevenir a sensibilizagao central e abolir a hipersensibilidade existente (Urits et
al., 2021). Em neurdnios com potencial de membrana em repouso (-70 mV), o ion de
magnésio (Mg2+) bloqueia o receptor NMDA. A medida que o potencial de membrana
€ aumentado para -30 mV através da ativagcdo do outro receptor de glutamato, o
receptor AMPA, o bloqueio de Mg2+ é removido, e o receptor NMDA ¢é ativado
ocasionando na sensibilizagado central (Yamanaka et al., 2019; Bennett, 2000; Hua et
al., 2024; Goswami et al., 2024).

O magnésio possui efeitos colaterais relativamente leves em doses
terapéuticas e é considerado um composto mais seguro e melhor tolerado do que os
antagonistas sintéticos do NMDAR, tais como o dextrometorfano, dextrorfano,
memantina, cetamina e amantadina. A utilidade clinica de alguns desses
medicamentos € limitada devido a um indice terapéutico muito estreito, causando
efeitos adversos (Kulik et al., 2021; Ghezel-Ahmadi et al., 2019; Huang et al., 2023;
Na et al., 2011; Shin et al., 2020; Rondon et al., 2010).

2.4 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema endocanabinoide (SEC) desempenha um papel crucial na
regulacdo de diversas fungdes bioldgicas, incluindo o neurodesenvolvimento,
cognigao, humor, sono, apetite, recompensa e modula¢éo da dor (D’Angelo & Steardo,
2024). Além disso, o SEC atua mantendo a homeostase cerebral, sendo vital na
formagao de novos neurdnios (neurogénese) e células gliais (gliogénese), na criagao
de novas sinapses (sinaptogénese) e na plasticidade cerebral (Alteba et al., 2016).

Esse sistema é composto por dois receptores acoplados a proteina G, os
receptores canabinoides CB1 (cannabinoid receptor type 1) e CB2 (cannabinoid
receptor type 2), juntamente com seus endocanabinoides (ligantes endégenos), N-
arquidonoiletanolamina (anandamida - AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) e
enzimas responsaveis por sua sintese, recaptacdo e degradacdo (D’Angelo &
Steardo, 2024; Mohammadkhani & Borgland, 2022).

O receptor CB1 é abundantemente encontrado no sistema nervoso central
(SNC), especialmente no cortex e no hipocampo. Quando ligado a qualquer agonista
endocanabinoide, desencadeia a sinalizagdo retrograda, resultando na
despolarizacdo dos neurdnios e na reducao da neurotransmissao mediada por GABA

(acido gama-aminobutirico) (Xue et al., 2024). O receptor CB2 ¢ distribuido
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principalmente em células imunolégicas e queratindcitos (Wen et al., 2023) e esta
acoplado a proteinas G do tipo inibitério (Gi/o) (Bagher, 2022). Uma vez ativados, eles
inibem retrogradamente neurotransmissores como acido gama-aminobutirico (GABA)
e glutamato (Miranda-Cortés et al., 2023)

A anandamida e os fitocanabinoides se ligam competitivamente aos
receptores canabinoides nas membranas preé-sinapticas e pos-sinapticas dos
neurénios presentes em astrocitos, oligodendrécitos e células da microglia. Essas
substéancias podem influenciar a excitabilidade dos neurénios pos-sinapticos e ativar
proteinas Gi/o e quinases ativadas por mitégenos (MAPK). Isso resulta na inibicao da
adenil ciclase e dos canais de Ca** dependentes de voltagem. Consequentemente,
ha uma reducéo na liberagcdo de varios neurotransmissores, incluindo noradrenalina,
acetilcolina, glutamato, GABA, glicina, aspartato, serotonina (5HT), dopamina e
colecistoquinina, além da secreg¢ao de dinorfinas e B-endorfinas (Miranda-Cortés et
al., 2023).

A fosfatidiletanolamina N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE-PLD) é atualmente
considerada a principal enzima responsavel pela produ¢ao de AEA. Por outro lado,
uma fosfolipase C distinta, seguida pela atividade da lipase diacilglicerol sn-1 (DAGL),
leva a sintese de 2-AG (D’Angelo & Steardo, 2024). Os endocanabinoides sao
liberados pelos neurdnios pds-sinapticos e principalmente ativam os receptores CB1
presinapticos para suprimir transitoriamente ou persistentemente a liberagdo de
neurotransmissores tanto de sinapses excitatérias quanto inibitérias (Howlett et al.,
2002; Mechoulam & Parker, 2013).

O SEC desempenha um papel na modulacao da dor e inflamagéao através da
interacdo dos endocanabinoides ou fitocanabinoides com os receptores CB1 e CB2.
Estudos mostram que o sistema endocanabinoide € expresso e ligado a via
nociceptiva, onde os receptores podem ser encontrados nas fibras ascendentes e
descendentes da dor (Svizenska et al., 2008).

O canabidiol (CBD) atua como agonista parcial dos receptores CB2 e tem
afinidade moderada pelos receptores CB1, além de influenciar outros receptores nao
canabinoides, como TRPV1 e GPR55. Seu mecanismo de acgao inclui a inibicao da
adenilil ciclase e a regulagdo dos canais de calcio e potassio dependentes de
voltagem, resultando na redugao da liberagao de neurotransmissores pro-nociceptivos
como glutamato e substancia P. O CBG apresenta maior afinidade pelos receptores

CB2, e atua em alvos moleculares como TRPV1 e TRPA1. Suas propriedades anti-
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inflamatdrias e analgésicas sao evidentes na diminuigao da liberacao de citocinas pro-
inflamatdrias e na modulagao da atividade dos receptores canabinoides, reduzindo a

inflamacé&o e a hiperalgesia (Berger et al., 2019).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do biotério
da Universidade Federal do Parana. Os mesmos foram alojados em grupos em caixas
plasticas (41x32x16,5 cm) em numero maximo de 4 por gaiola em condi¢cbes padrao
de laboratorio, com um ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatura adequada (21 +
2 °C), com acesso livre a agua e comida (ad libitum). Todos os animais foram tratados
de acordo com as diretrizes para o cuidado e uso de animais de laboratério preparadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal. Todos os procedimentos foram submetidos
a aprovacdo do Comité de Etica em Utilizagdo Animal (CEUA/BIO-UFPR, n°® 1584).
Além disso, todos os esforgos foram feitos para minimizar o numero de animais

utilizados e o seu sofrimento durante o estudo.

3.2 DROGAS

NMDA (100mM) (Sigma Aldrich) em um volume de 1,2 ul de solugao salina.
Efllurano 4% em uma mistura de ar ambiente/oxigénio (1:1). Estreptozotocina (STZ;
Santa Cruz Biotechnology Inc., Califérnia, EUA) (60 mg/kg) dissolvida em tampé&o
citrato de sédio (10 mM, pH 4,5) (Merck S.A. Industrias Farmacéuticas, Sao Paulo,
Brasil). Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4; Neon, Suzano, Sao Paulo,
Brasil) diluido em solugao salina estéril (0,9% NaCl). Canabigerol (CBG) (99,8% puro,
Sandwich Pharma, U.K.) administrado com veiculo (DMSO, Tween 80, solu¢do salina

na proporgao de 1:1:18, via intraperitoneal).
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3.3 ADMINISTRACAQO INTRATECAL DE NMDA

Os ratos foram anestesiados com indugao de 4% de halotano. O animal foi
colocado em decubito ventral com as patas esticadas. A administragcdo do NMDA foi

feita por via intratecal (i.t.) através de puncdo lombar nos segmentos espinhais L1-L2.

3.4 INDUCAO DO DIABETES

Os animais foram induzidos ao estado diabético apds jejum de 12 horas por
meio de uma unica injegao intraperitoneal (i.p.) de estreptozotocina (STZ). A STZ (60
mg/kg) foi dissolvida em tampao citrato (10 mM, pH 4,5). Este procedimento é
amplamente utilizado experimentalmente para estabelecer um modelo de diabetes
mellitus tipo 1 (Furman, 2021). Apds esse procedimento, a condigdo de diabetes foi
confirmada trés dias apoés a injecéo de STZ pela aplicagao de um pequeno volume de
sangue periférico obtido por meio de uma pequena picada na cauda, nas tiras de teste
impregnadas com glicose oxidase (Accu-Chek Active®, Roche). No terceiro dia apds
a administragdo da STZ, os animais cuja glicemia foi igual ou superior a 250 mg/dL

foram considerados diabéticos e permaneceram no estudo.

3.5 TESTE DE VON FREY ELETRONICO

Para avaliacdo do limiar mecanico, os animais foram colocados para
aclimatacao na sala experimental por cerca de 60 minutos. Apds a aclimatacgao a sala,
os ratos foram colocados em um aparato constituido por caixas de acrilico (12x20x17
cm) com piso em grade de arame (5 mm2) por 15 minutos ou até cessar o
comportamento exploratério para iniciar o teste. A alodinia mecanica foi avaliada com
0 equipamento eletrénico von Frey (VF) (Insight Equipamentos, Pesquisa e Ensino,
Ribeirdao Preto, Sdo Paulo, Brasil). O estimulo mecanico foi produzido por meio de
uma ponta plastica semiflexivel acoplada a um transdutor de forga. Um estimulo de
pressado crescente foi aplicado perpendicularmente a superficie plantar das patas
traseiras e cessou quando o animal apresentou a retirada da pata. Um espelho abaixo
da grade foi usado para visualizar as patas traseiras do animal. O limiar mecanico, a
pressao responsavel pela retirada da pata, foi calculado pela média de trés medidas

feitas em cada pata. O limiar mecanico foi avaliado antes (linha de base) e em
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diferentes momentos apds os tratamentos. A pressao de corte de 60g foi usada neste
estudo e consideramos um efeito antinociceptivo quando os grupos tratados foram
estatisticamente significativos quando comparados ao grupo induzido por diabetes
tratado com solug&o salina. Um grupo controle normoglicémico tratado com veiculo

foi conduzido em paralelo.

3.6 TESTE DE CAMPO ABERTO

A atividade locomotora foi avaliada em um aparelho de arena constituido por
uma caixa de madeira (40 x 50 x 63 cm), com fundo dividido em nove quadrantes
idénticos. Os animais foram colocados individualmente no quadrante central e durante
cinco minutos, o numero de quadrantes cruzados foi registrado usando uma camera
de acdo Sony 4K para posterior analise (Ledo et al., 2022). Apés o término dos
experimentos, foram avaliados os comportamentos de rearings (apoiados e néao
apoiados), o tempo no quadrante central, a quantidade de cruzamentos totais e a

quantidade de cruzamentos para o campo central.

3.7 DESENHO EXPERIMENTAL

3.7.1 ETAPA 1: MODELO DE DOR INDUZIDO POR NMDA EM RATOS NAO
DIABETICOS TRATADOS COM MgS0O4

Animais nao diabéticos foram divididos em grupos randomizados para
determinar a dose efetiva de MgSO4, que seria utilizada posteriormente em
combinagdo com CBG. Foi utilizado um modelo de dor induzido por NMDA
administrado por via intratecal (i.t.).

Inicialmente, no dia 0, os animais foram retirados do biotério da Universidade
Federal do Parana e alojados no biotério do laboratério 202A. No dia 2, os animais
foram pesados e separados em quatro grupos. Em seguida, permaneceram em
periodo de ambientagado até o dia 7. No dia 7, os animais foram transferidos para a
sala de experimentacao e permaneceram em ambientacao por 20 minutos. Apds esse
periodo, foi administrada uma dose intraperitoneal de 100 mg/kg de MgSO4, 20
minutos antes da injegao intratecal de NMDA (100 mM) em um volume de 1,2 pl de

solugdo salina, utilizando uma seringa de 2,5 microlitros. Apds a injegao, os animais
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foram colocados em uma cuba de vidro e observados por cinco minutos quanto aos

comportamentos de dor, como lambidas, mordidas e coceiras.

FIGURA 1 LINHA TEMPORAL - ETAPA 1
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Nota: Linha temporal etapa 1, VEI — Veiculo.
FONTE: O autor (2024).

3.7.2 ETAPA 2: TRATAMENTO COM MgS0O4 EM RATOS DIABETICOS

Animais diabéticos induzidos por STZ foram divididos em grupos
randomizados para tratamento com 100 e 300 mg/kg de MgSO4. Inicialmente, no dia
0, os animais foram retirados do biotério da Universidade Federal do Parana e
alojados no biotério do laboratério 202A. No dia 2, os animais foram pesados e
realizada uma avaliagcéo basal do limiar mecanico pelo teste de Von Frey. Em seguida,
os animais foram submetidos a 12 horas de jejum. Apds, foi iniciado o processo de
inducao do diabetes, com os animais recebendo uma dose intraperitoneal de STZ de
60 mg/kg, diluida em uma solucdo tampdo de citrato. Trés dias apds essa
administracao, a glicemia foi medida para confirmar a eficacia da indugéo do diabetes.

No dia 14, foi realizada novamente a avaliacdo do limiar mecanico pelo teste
de Von Frey. Em seguida, os grupos foram tratados com as doses de MgSO4 (100,
300 mg/kg), e o limiar mecanico foi medido novamente apds 60 minutos da
administracdo de MgSO4 para avaliar a resposta ao longo do tempo. No dia 21, foi
realizada outra avaliagdo do limiar mecénico pelo teste de Von Frey.

No dia 28, ocorreu a ultima avaliagdao do limiar mecanico e uma ultima
medic¢ao da glicemia para confirmar se os animais permaneciam em estado diabético.

Apés a conclusao deste segmento experimental, os animais foram eutanasiados.
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Figura 2 - LINHA TEMPORAL — ETAPA 2

Ratos Wistar Machos

Dias apés a indugao do diabetes experimental -~

S
| | | Tratamento MgS04 :

Dias Jejum I I l
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-1 DBT + MgS04 300Mg —

Nota: Linha temporal Etapa 2: VF- Von Frey Eletrénico; BL — Baseline; GS — Glicose sérica; STZ —
Estreptozotocina; DBT — Diabético; MgSO4 — Sulfato de magnésio.
FONTE: O autor (2024).

3.7.3 ETAPA 3: TRATAMENTO COM CANABIGEROL EM RATOS DIABETICOS

Os animais sujeitos a indugdo do diabetes por STZ passaram por uma
avaliacdo basal do limiar mecanico. Em seguida, foram submetidos a 12 horas de
jejum. Apds esse periodo, para induzir o diabetes, os animais receberam uma dose
intraperitoneal de STZ de 60 mg/kg, diluida em uma solugédo tampao de citrato. Trés
dias ap6s essa administracédo, a glicemia foi medida para confirmar a eficacia da
inducdo do diabetes. Subsequentemente, afericbes do limiar mecanico foram
realizadas com o teste de von Frey nos dias 7, 14, 21 e 28. Concomitantemente, o
peso dos animais foi monitorado semanalmente. Apdés a confirmacado do estado
diabético, os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos experimentais. Os
grupos receberam tratamentos em paralelo com as doses de CBG (1, 3, 10 e
30mg/kg).

No dia 14 foi avaliado o efeito do tratamento com CBG (1 mg/kg, 3 mg/kg, 10
mg/kg e 30 mg/kg) sobre o limiar mecanico (g) em ratos diabéticos ao longo de 180
minutos, 30, 60, 120 e 180 minutos apds a administragao do tratamento. O tratamento

foi realizado diariamente e seguiu até o dia 28, quando foi realizado o teste de campo
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aberto. Ao término deste periodo experimental, uma ultima avaliagdo da glicemia
confirmou se os animais permaneciam em estado diabético. Apds a conclusao deste

segmento experimental, os animais foram eutanasiados.

Figura 3 - Linha Temporal — Etapa 3

Ratos Wistar Machos

« =) © Dias apés a indugao do diabetes experimental -
| Tratamento CBG :
Dias ".‘I’J;.’" | | - | |
s +TCA 60 minutos o o7

0 30 60 120 180
Minutos

@ Diabetes
Experimental ( Tents Bewsnico do v (3) Teste de Campo
) este Eleirdnico de Von Aberto
STZ 60mg/kgi.p. Grupos de Tratamento

Frey
ol NGL-+VEI
’ ey DBT+VEI ) ! ! —
DBT+CBG 1mg _,
DBT+CBG 3mg — . ‘
DBT+CBG 10mg (2]

DBT+CBG 30mg

Nota: Linha temporal Etapa 3: VF- Von Frey Eletrénico; BL — Baseline; GS — Glicose sérica; STZ —
Estreptozotocina; DBT — Diabético; NGL — Normoglicémico; VEI — Veiculo; CBG — Canabigerol.
FONTE: O autor (2024).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média para
grupos com 3 a 6 ratos em cada experimento. As anadlises estatisticas foram
conduzidas utilizando o software GraphPad Prism versao 8.0.1. Foi utilizado o teste
ANOVA de uma e duas vias, seguido pelos testes post hoc de Bonferroni. Também foi
utilizado o teste t de Student para comparagdes entre dois grupos. O nivel de

significancia adotado foi p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 PRE-TRATAMENTO COM MgSO4 NAO BLOQUEIA COMPORTAMENTOS
NOCICEPTIVOS INDUZIDOS POR UMA INJECAO INTRATECAL DE NMDA EM
RATOS NAIVE

Conforme observado na Tabela 1, a injecdo intratecal de NMDA (10 ug)
produziu comportamentos nociceptivos, como contorgdes, lambidas e groomings,
embora esses comportamentos ndo tenham sido estatisticamente significativos
quando comparados ao grupo controle (VEI+VEI). O pré-tratamento com MgS0O4 (100
mg/kg; i.p.) n&o foi capaz de reverter ou atenuar esses comportamentos, embora
tenha aumentado significativamente a frequéncia de coceiras em comparagado ao
grupo controle (p<0,05). Curiosamente, observou-se um aumento nos
comportamentos nociceptivos nos ratos que receberam o pré-tratamento com MgSO4
seguido pela injecéo intratecal de NMDA, em comparagdo com o grupo VEI+NMDA,
embora esse aumento n&o tenha sido estatisticamente significativo (p>0,05) (Tabela
1; Tabela 2).
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TABELA 1 - COMPORTAMENTOS NOCICEPTIVOS INDUZIDOS POR INJEGCAO INTRATECAL DE NMDA EM GRUPOS CONTROLE E COM PRE-

TRATAMENTO COM MGS0O4

Grupos Contorcidas Lambidas Coceira Grooming

Tempo (s) Frequéncia Tempo (S) Frequéncia Tempo (S) Frequéncia Tempo (s) Frequéncia
VEI+VEI 0+0 0+0 1,23+1,23 0,66+0,66 0+0 0+0 3,72+1,88 1+0,57
VEI+NMDA 0,45+0,29 2,33+£1,49 1,18+1,18 0,16+0,16 0+0 0+0 1,69+1,07 0,5+0,34
MgS0O4 100mg+VEI 0£0 0+0 0,24+0,13 0,5+0,28 2,55+1,75 1,75+0,75* 5,94+2,63 1,75+0,85
MgSO4 100mg+NMDA  19,73+13,46 68,33+£52,27 47,22+35 7,3314,16 00 00 4,83+3,11 1,66%0,91

NOTA: Tempo e frequéncia dos comportamentos nociceptivos (contorgdes, lambidas, coceira e grooming) em ratos apos injecéo intratecal de NMDA (10 ug)
com ou sem pré-tratamento com MgS0O4 (100 mg/kg, i.p.). Os valores sédo apresentados como Média + EPM. O simbolo (#) indica uma diferenga
estatisticamente significativa em comparagao com o grupo VEI + NMDA (p < 0.05). A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida

pelo teste post hoc de Bonferroni.
FONTE: O autor (2024).
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TABELA 2 - ANALISE ESTATISTICA DOS COMPORTAMENTOS NOCICEPTIVOS APOS A INJEGAO INTRATECAL DE NMDA COM OU SEM PRE-
TRATAMENTO COM MGS0O4

(continua)
Tabela Descrigdo Analise estatistica F (DFn, DFd) Valor de p n/grupo
Tempo de ANOVA de uma via — Bonferroni
Tabela 1 F (3, 15) = 1,438 p=0,2712 3-6
Contorcidas post hoc
Frequéncia de ANOVA de uma via — Bonferroni
Tabela 1 F (3, 15)=1,133 p=0,3674 3-6
Contorcidas post hoc
ANOVA de uma via — Bonferroni
Tabela 1 Tempo de Lambidas F (3, 15)=1,196 p=0,3448 3-6
post hoc
Frequéncia de ANOVA de uma via — Bonferroni
Tabela 1 . F (3, 15) = 1,898 p=0,1734 3-6
Lambidas post hoc
ANOVA de uma via — Bonferroni
Tabela 1 Tempo de Coceira F (3,15)=2,777 p=0,0774 3-6
post hoc
Frequéncia de ANOVA de uma via — Bonferroni
Tabela 1 ] F (3,15)=7,164 p=0,0033 3-6
Coceira post hoc
ANOVA de uma via — Bonferroni
Tabela1 Tempo de Grooming F (3, 15) = 0,5962 p=0,6272 3-6

post hoc
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TABELA 2 - ANALISE ESTATiSTICA DOS COMPORTAMENTOS NOCICEPTIVOS EM RATOS NAIVE APOS INJEGCAO INTRATECAL DE NMDA COM OU
SEM PRE-TRATAMENTO COM MGSO4

(conclusao)

Frequéncia de ANOVA de uma via — Bonferroni
Tabela 1 . F (3, 15) = 0,7042 p=0,5642 3-6
Grooming post hoc

NOTA: Analise estatistica dos tempos e frequéncias dos comportamentos nociceptivos (contor¢des, lambidas, coceira e grooming) em ratos naive apés
injecdo intratecal de NMDA (10 pg) com ou sem pré-tratamento com MgSO4 (100 mg/kg, i.p.). A andlise estatistica foi realizada usando ANOVA de uma via,
seguido de teste post hoc de Bonferroni. Valores de F (DFn, DFd) e valores de p sédo apresentados. n/grupo indica o numero de ratos por grupo.

FONTE: O autor (2024).
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4.2 EFEITO DA INDUCAO DO DIABETES EXPERIMENTAL NA GLICEMIA E GANHO
DE PESO, E A INFLUENCIA DO TRATAMENTO CRONICO COM MgS04 OU CBG

Conforme observado na Tabela 3, os animais diabéticos (DBT+VEI)
apresentaram aumento nos niveis de glicemia e diminuigdo no ganho de peso quando
comparados ao grupo NGL+VEI (p<0,05). Os tratamentos crénicos com MgS0O4 (100
mg e 300 mg) ou CBG (1 mg, 3 mg, 10 mg e 30 mg) n&o foram eficazes em atenuar
ou reverter o estado hiperglicémico, nem em melhorar o ganho de peso, quando

comparados ao grupo DBT+VEI (Tabela 3; Tabela 4).



TABELA 3 - INFLUENCIA DO TRATAMENTO REPETIDO COM CBG OU MGSO4 NA GLICEMIA E NO GANHO DE PESO
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Glicemia 3 dias ap6s

Glicemia antes da

Diferenca Glicemia

Diferenca no Ganho de

Grupos STZ (mg/dL) eutanasia (mg/dL) (mg/dL) Peso (q)
NGL+VEH 118,6£2,85 114,8+8,64 -3,8318,46 108,6 + 8,64
DBT+VEH 487,6£31,39* 536,6+24,65" 49£39,21 8+ 12,60
DBT+MgSO4 100mg/kg 400,0+19,00 550,0+50,00 150,0£69,00 -70,50+15,50
DBT+MgS04 300mg/kg 396,7+15,38 544,30425,21 147,7+35,37 -60,33£7,78
DBT+CBG 1mglkg 541,0+18,76 476,6+29,30 -64,40£32,21 -2,40 + 9,97
DBT+CBG 3mglkg 508,5£29,24 489,1%23,70 -63,8253,71 -18,45+ 11,01
DBT+CBG 10mglkg 522,3£23,52 509,1£20,89 -34,80+35,46 -27,70% 6,41
DBT+CBG 30mglkg 508,6+24,56 522,3+25,21 13,64£30,28 -19,09+ 6,18

NOTA: Efeitos do tratamento repetido com CBG (Canabigerol) ou MgSO4 (sulfato de magnésio) na glicemia e ganho de peso em ratos diabéticos induzidos
por STZ (estreptozotocina). Os pardmetros avaliados sdo: glicemia 3 dias apés a inducao de diabetes com estreptozotocina (STZ), glicemia antes da
eutanasia, diferencga nos niveis de glicose no sangue entre essas duas medi¢des, e diferenca no ganho de peso ao longo do periodo experimental. Os
valores sao apresentados como média + erro padrao da média (EPM). O simbolo # indica diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagédo ao
grupo controle normoglicémico tratado com veiculo (NGL+VEH). A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student bicaudal nao pareado e

ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.

FONTE: O autor (2024).
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TABELA 4 -ANAL]SE ESTATISTICA DO TRATAMENTO REPETIDO COM CBG OU MGSO4 NA GLICEMIA E NO GANHO DE PESO EM RATOS
DIABETICOS INDUZIDOS POR STZ

ANOVA F ANOVAF
Tabela Descrigédo Analise estatistica t Valor F Valor - .
Interagao Sujeitos
Teste-t de Student néo
Tabela  Glicemia 3 dias pareado bicaudal; ANOVA de F (6, 51) = 3,026;
t=14,46, df=18; p<0,0001 N.A N.A
1 apos STZ uma via — Bonferroni post p=0,0131
hoc
Teste-t de Student néo
Tabela  Glicemia antes da pareado bicaudal; ANOVA de F (6, 50) = 0,9324;
t=18,72, df=18; p<0,0001 N.A N.A
1 eutanasia uma via — Bonferroni post p=0,402
hoc
Teste-t de Student néo
Tabela  Diferenca da pareado bicaudal; ANOVA de F (6, 51) = 3,314;
t=1,589, df=18; p>0,1296 N.A N.A
1 glicemia uma via — Bonferroni post p=0,0079
hoc
Teste-t de Student ndo
Tabela Diferenga no pareado bicaudal; ANOVA de F (4,45)=2172;
t=6,827, df=18; p<0,0001 N.A N.A

ganho de peso

uma via — Bonferroni post

hoc

p=0,0874

NOTA: Avaliagdo dos efeitos do tratamento repetido com CBG (Canabigerol) ou MgS04 (sulfato de magnésio) na glicemia e ganho de peso em ratos
diabéticos induzidos por STZ (estreptozotocina). A tabela apresenta os valores de glicemia 3 dias apds a indugdo com STZ, glicemia antes da eutanasia, a
diferenga na glicemia ao longo do tratamento, e a diferenga no ganho de peso. Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Os
valores com # indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo ao grupo controle. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t
de Student bicaudal nao pareado e ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Bonferroni.
FONTE: O autor (2024).
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43 O TRATAMENTO AGUDO E CRONICO DE MgSO4 NAO ATENUA
HIPERSENSIBILIDADE MECANICA EM RATOS DIABETICOS

Conforme mostrado na Figura 4, os ratos diabéticos apresentaram uma
reducao significativa no limiar mecanico a partir da segunda semana apés a indugao
do diabetes, em comparagdo com o grupo normoglicémico. Quando administrado de
forma aguda, o magnésio (100 e 300 mg/kg) resultou em um aumento no limiar
mecanico 60 minutos apos o tratamento, em comparagao com os ratos diabéticos que
receberam o controle. No entanto, esse aumento néao foi suficiente para reverter ou
atenuar a hipersensibilidade, resultando em um valor ndo significativo. Na terceira
semana de tratamento, o grupo de diabéticos tratados com magnésio (100 mg/kg)
apresentou um aumento no limiar mecanico em comparagao com os diabéticos
controle. No entanto, o magnésio (300 mg/kg) nao mostrou um aumento significativo
no limiar mecéanico. Na quarta semana, o magnésio (300 mg/kg) teve um leve aumento
no limiar mecanico, enquanto o magnésio (100 mg/kg) apresentou uma queda,

embora nenhuma dessas mudangas tenha relevancia estatistica.

FIGURA 4 - EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO E CRONICO DE MGSO4 NA
HIPERSENSIBILIDADE MECANICA EM RATOS DIABETICOS

A B
i, @ NGL+VEI
I DBT+VEI

% 501 W DBT+MGSO4 100mg
2 451 4 DBT+MGSO4 300mg
‘S 40+
@
E 35.
s
— 30.
E
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22 Semana ap6s indugdo do diabetes
experimental

NOTA: (A) Efeito do tratamento agudo de MgSO4 (100 mg/kg e 300 mg/kg) sobre o limiar mecanico
(g) em ratos diabéticos 2 semanas apoés a indugéo do diabetes experimental, medido em diferentes
intervalos de tempo (0 e 60 minutos). (B) Efeito do tratamento cronico de MgS0O4 (100 mg/kg e 300
mg/kg) sobre o limiar mecanico (g) em ratos diabéticos ao longo de 28 dias, medido nos dias 14, 21 e
28. Os valores sao apresentados como média + erro padrao da média (EPM) (n=3-6 animais por
grupo). Os simbolos # indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo ao
grupo controle (NGL+VEH). ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste post-hoc
de Bonferroni foi utilizada para comparar os grupos NGL+VEI e DBT+VEI. Para comparar os grupos
diabéticos, foi utilizado um teste de ANOVA de uma via, seguido da analise post-hoc de Bonferroni.
FONTE: O autor (2024).
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4.4 O TRATAMENTO AGUDO DE CBG DEMONSTRA EFEITO ANTINOCICEPTIVO
AO REDUZIR A HIPERSENSIBILIDADE MECANICA EM RATOS DIABETICOS, SEM
PREJUDICAR O COMPORTAMENTO EXPLORATORIO

Conforme observado na Figura 5A, duas semanas apos a inducdo do
diabetes, os animais diabéticos apresentaram uma redugao significativa do limiar
mecéanico quando comparados ao grupo NGL+VEIl. Em comparagdo ao grupo
DBT+VEI, a administracdo de CBG aumentou significativamente o limiar mecénico em
todas as doses testadas, com um pico de efeito uma hora apds a inje¢ao, que se
manteve até a segunda hora, desaparecendo na terceira hora apos a administracao
(Figura 5A; Tabela 5).

A analise da area sob a curva da diferenca do limiar de retirada de pata
(gramas por hora) ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos NGL+VEI e
DBT+VEI, visto que ambos nao receberam intervencao farmacolégica. No entanto, o
grupo tratado com CBG 30mg demonstrou uma diferenga significativa na ASC, quando
comparados ao grupo DBT+VEI (p<0,05) (Figura 5B; Tabela 5).

Ao observar o comportamento locomotor dos animais, verificou-se uma
diminui¢do no numero de cruzamentos no grupo DBT+VEI em comparagao ao grupo
NGL+VEI (p<0,05). O tratamento com CBG, em nenhuma das doses testadas, alterou
0 numero de cruzamentos no campo aberto em comparagao ao grupo DBT+VEI
(Figura 5C; Tabela 5).
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FIGURA 5 - AVALIAGAO DOS EFEITOS DO CBG NA SENSIBILIDADE MECANICA,
COMPORTAMENTO DE RETIRADA DE PATA E LOCOMOCAO EM RATOS COM DIABETES
INDUZIDO
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(A) Efeito do tratamento com CBG (1 mg/kg, 3 mg/kg, 10 mg/kg e 30 mg/kg) sobre o limiar mecanico
(g) em ratos diabéticos ao longo de 180 minutos, medido nos dias 14, 30, 60, 120 e 180 minutos ap6s
a administragéo do tratamento. (B) Area sob a curva (ASC) do limiar de retirada de pata ao longo do
tempo. (C) Numero de cruzamentos em um teste de campo aberto, utilizado para avaliar a atividade
locomotora e a ansiedade em ratos. Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da
média (EPM). Os simbolos # indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagéo
ao grupo controle (NGL+VEH). Os simbolos * indicam diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre os diferentes grupos tratados com CBG. ANOVA de duas vias com medidas repetidas
seguida do teste post-hoc de Bonferroni foi utilizada para comparar os grupos NGL+VEI e DBT+VEI.
Para comparar os grupos diabéticos, foi utilizado um teste de ANOVA de uma via, seguido da analise
post-hoc de Bonferroni. No grafico do teste de campo aberto: teste t de Student para comparar
NGL+VEI e DBT+VEI, seguido de um teste de ANOVA de uma via para comparagao entre 0s grupos
diabéticos, seguido da analise de post-hoc de Bonferroni.

FONTE: O autor (2024).

4.5 ADMINISTRACAO CRONICA DE CBG REVERTE HIPERSENSIBILIDADE
MECANICA EM RATOS DIABETICOS

Conforme observado na Figura 6, a indugdo do diabetes experimental
promove o desenvolvimento de hipersensibilidade mecéanica duas semanas apos a
injecdo de STZ, quando comparado ao grupo NGL+VEI, atingindo seu pico na quarta
semana apos a inducao do diabetes experimental. A administragao diaria de CBG em
todas as doses testadas foi capaz de reverter a hipersensibilidade mecanica, quando
comparada aos grupos DBT+VEI e NGL+VEI (Figura 6A; Tabela 5).
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FIGURA 6 - EFEITO DO TRATAMENTO COM CBG NO LIMIAR MECANICO EM RATOS COM
DIABETES INDUZIDO POR STZ
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Efeito do tratamento com CBG (1 mg/kg, 3 mg/kg, 10 mg/kg e 30 mg/kg) sobre o limiar mecanico (g)
em ratos diabéticos ao longo de 28 dias, medido nos dias 7, 14, 21 e 28 apds a administragéo do
tratamento. BL representa a linha de base antes do inicio do tratamento. Os valores sdo
apresentados como média + erro padréo da média (EPM). Os simbolos # indica diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo ao grupo controle (NGL+VEI) e os simbolos *
indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os diferentes grupos tratados com
CBG e o grupo DBT+VEI. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de duas vias seguida
pelo teste post hoc de Bonferroni.

FONTE: O autor (2024).
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TABELA 5 - ANALISE ESTATISTICA DO TRATAMENTO COM MGSO4 E CBG SOBRE A HIPERSENSIBILIDADE MECANICAE
COMPORTAMENTOS EM RATOS DIABETICOS

Figura Descrigao Analise Estatistica F ou t Valor ANOVA F Fator 2 ﬁ:leorz\algéz ANOVA F Sujeitos
Tratamento agudo do

3A MgSO4 sobre a ANOVA de Duas Vias  F (3, 14) = 47,22; F (2, 28) = 3,081; F (6, 28) = 2,715; F (14, 28) = 0,2313;
hipersensibilidade — Bonferroni post hoc  p<0,0001 p=0,0617 p=0,0332 p=0,9971
mecanica
Tratamento cronico do

3B MgSO4 sobre a ANOVA de Duas Vias  F (3, 14) = 25,53; F (3, 42) = 4,028; F (9, 42) = 2,993; F (14, 42) = 0,6831;
hipersensibilidade — Bonferroni post hoc  p<0,0001 p=0,0132 p=0,0076 p=0,7773
mecanica
Tratamento agudo do

4A CBG sobre a ANOVA de Duas Vias  F (5, 56) = 42,68; F (5, 280) = 43,44; F (25, 280) =4,911; F (56, 280) = 2,391;
hipersensibilidade — Bonferroni post hoc  p<0,0001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
mecanica
ASC do A Limiar de ANOVA de Uma Via—- F (5, 53) = 3,373;

48 retirada de pata Bonferroni post hoc p<0.0102 N.A N-A N-A
NGmero de Joste-tde Student 1=6,533, df=18;

4C cruzamentos na arena P ' p<0.0001; F (4,43)= N.A N.A N.A

do campo aberto

ANOVA de Uma Via —
Bonferroni post hoc

0,6901; p=0.6029

(continua)
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TABELA 5 - ANALISE ESTATISTICA DO TRATAMENTO COM MGS04 E CBG SOBRE A HIPERSENSIBILIDADE MECANICA E COMPORTAMENTOS EM

RATOS DIABETICOS
(conclusao)

Tratamento crénico do

5A CBG reverte a ANOVA de Duas Vias F (5, 54) = 51,08; F (3, 162) = 42,22; F (15, 162) =5,887; F (54, 162) =
hipersensibilidade — Bonferroni post hoc p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 0,8707; p=0.7180
mecanica

NOTA: Analise estatistica dos efeitos do tratamento agudo e crénico com MgS0O4 e CBG sobre a hipersensibilidade mecanica e comportamentos em ratos
diabéticos. A analise foi realizada utilizando ANOVA de duas vias e de uma via, seguido do teste post hoc de Bonferroni, exceto onde indicado o teste t de
Student. Os valores F e t sdo apresentados juntamente com os graus de liberdade (DF) e valores de p. As analises incluem fatores como hipersensibilidade
mecanica, Area Sob a Curva (ASC) do limiar de retirada de pata e nimero de cruzamentos na arena de campo aberto. "N.A." indica que a analise néo é
aplicavel para aquele teste.

FONTE: O autor (2024).
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5. DISCUSSAO

O principal achado deste estudo mostra que o MgSO4 ¢ ineficaz em atenuar
comportamentos nociceptivos induzidos por NMDA e em reduzir a hipersensibilidade
mecanica em ratos diabéticos. No entanto, nossos resultados demonstram que o CBG
consegue reverter a hipersensibilidade mecanica sem comprometer o comportamento
locomotor desses ratos. Embora ambas as substancias ndo tenham melhorado
parametros biofisicos, como peso e glicemia, em ratos diabéticos, os resultados
sugerem potenciais terapéuticos distintos para o CBG no manejo da dor neuropatica
diabética.

Nossos achados estdo de acordo com a literatura quanto ao modelo de
indugdo do diabetes experimental, em que os ratos diabéticos geralmente tém um
aumento nos niveis de glicemia, uma diminuigdo do ganho de peso, hipersensibilidade
mecanica e diminuigcdo no comportamento exploratorio (Jesus et al., 2019; Gasparin
et al., 2021; Ledo et al., 2022).

Além disso, o MgSO4 n&o foi capaz de reverter os quadros de
hipersensibilidade mecanica induzidos pelo NMDA intratecal. Embora n&o tenha sido
estatisticamente significativo, observamos até um aumento na hipersensibilidade em
alguns casos, 0 que ainda ndo esta claro como pode ser explicado. Acredita-se que o
Mg2+ pode agir como um bloqueador dependente de voltagem nos receptores NMDA,
conforme descrito por Mayer et al., (1984), mas essa acao pode ser influenciada por
muitos fatores, incluindo a concentracdo de NMDA utilizada, a variabilidade na
resposta individual dos animais e a via de administragao.

Quanto as alternativas para o tratamento da dor neuropatica diabética, o
MgSO4 tem demonstrado potencial, no entanto, os estudos carecem de uma
evidéncia forte. Alguns demonstram o potencial analgésico, enquanto outros nao
evidenciam esse efeito. Por exemplo, Begon et al, (2002) investigaram a
coadministragcdo de magnésio (30 mg/kg, intraperitoneal) e morfina (1 mg/kg,
intravenosa) em modelos experimentais de dor crénica e tdnica. Eles descobriram que
0 magnésio sozinho induziu um efeito antihiperalgésico significativo em ratos
mononeuropaticos e diabéticos apds uma dose cumulativa de 90 mg/kg. Além disso,
0 magnésio aumentou significativamente a analgesia da morfina em modelos de dor
neuropatica, sugerindo que o magnésio pode amplificar os efeitos analgésicos dos

opioides.
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Em nosso estudo, as doses de MgS0O4 (100 mg/kg e 300 mg/kg) podem nao
ter sido suficientes para alcangar um efeito terapéutico significativo. Além disso, a via
intraperitoneal utilizada pode apresentar limitagées na biodisponibilidade do magnésio
em comparagao com outras vias, como a intratecal, que foi utilizada em alguns
estudos citados (Ko et al., 2001).

Afalta de eficacia do MgSO4 na redugao da dor neuropatica pode ser atribuida
a varios fatores. Primeiramente, a via de administracdo e a dosagem podem ndo ter
sido ideais para atingir os niveis terapéuticos necessarios. Segundo a administragéo
sistémica de MgS0O4 pode n&o garantir uma concentracao adequada no tecido alvo
devido a barreira hematoencefalica. No entanto, estudos indicam que o magnésio
pode atravessar a BHE em certas condi¢cdes, como em estados de sepse. Em modelos
de sepse em ratos, 0 magnésio ajudou a reduzir a permeabilidade da BHE e a
formagao de edema cerebral, mantendo a integridade da barreira ao interagir com as
células endoteliais e inibir sua ativagao (Esen et al., 2004). Além disso, o bloqueio
dependente de voltagem do Mg2+ nos receptores NMDA, como descrito por Mayer et
al.(1984), pode ser menos efetivo em condi¢cdes de dor neuropatica cronica, onde ha
uma alteragao na excitabilidade neuronal e na expressao dos receptores.

Embora o magnésio tenha mostrado potencial em amplificar os efeitos
analgésicos de opioides em modelos experimentais com ratos (Begon et al., 2002),
nossos resultados indicam que o MgSO4, na dosagem e via de administragédo
utilizadas, ndo proporcionou alivio significativo da dor neuropatica em ratos diabéticos.
Esses achados sugerem que, embora o magnésio tenha um papel potencial como
coadjuvante em terapias combinadas, ele pode nao ser eficaz como monoterapia para
o tratamento da dor neuropatica.

Em contraste com os resultados para o MgSO4, o CBG mostrou-se promissor
no tratamento da dor neuropatica. O CBG, embora tenha uma afinidade relativamente
baixa para os receptores CB1 e CB2 em comparagado com outros canabinoides, pode
modula-los indiretamente (Wen et al., 2023). Estudos indicam que o CBG pode atuar
como agonista parcial do CB2, o que é relevante para seus efeitos anti-inflamatdrios
e analgésicos (Navarro et al., 2018). Além disso, Li e Ward (2024), destacaram que o
CBG atua como um potente agonista nos receptores a2-adrenérgicos, conhecidos por
reduzir a dor através da hiperpolarizagdo neuronal e diminuigcdo da liberacdo de

norepinefrina.
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Esse presente trabalho também esta de acordo o estudo de Kogan et al.
(2021), que demonstraram que o CBG pode ser significativos na modulagao da dor. O
CBG, tanto em sua forma pura quanto em oléo broad spectrum, combinado com CBD,
proporciona efeitos antinociceptivos significativos em um modelo murino de
neuropatia induzida por quimioterapia (Sepulveda et al., 2022). Esse estudo é
particularmente relevante para a nossa pesquisa, pois sugere que o CBG pode ser
eficaz em reduzir a dor neuropatica.

Em conclusao, nossos resultados destacam a eficacia do CBG na modulagao
da dor neuropatica diabética, em contraste com a ineficacia do MgSO4 nas condi¢des
testadas. O CBG mostrou um potencial significativo ao reverter a hipersensibilidade
mecanica sem comprometer o comportamento locomotor dos ratos, alinhando-se com
a literatura atual que aponta seus efeitos antinociceptivos. Embora o MgSO4 ndo tenha
apresentado resultados positivos na dosagem e via de administragao utilizadas, seus
efeitos e outras vias de administracdo merecem investigacao futura. Esses achados
reforcam a necessidade de continuar explorando a atividade do CBG, que oferece
novas perspectivas para o manejo da dor neuropatica diabética, e de refinar as

abordagens terapéuticas envolvendo o magnésio.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo abordou o uso do canabigerol (CBG) como um potencial
efeito antinociceptivo para o manejo da dor neuropatica diabética. Os principais
achados incluem a demonstracdo de que o CBG reduz significativamente a
hipersensibilidade mecanica em ratos diabéticos, sugerindo seu potencial como uma
alternativa terapéutica eficaz para a neuropatia diabética.

Os dados referentes ao sulfato de magnésio (MgSO4) e ao NMDA intratecal
apresentaram algumas observagdes intrigantes. Em alguns casos, o magnésio
pareceu potencializar o efeito do NMDA, resultando em uma hipersensibilidade
aumentada, fendmeno que ainda nao esta totalmente claro. Acredita-se que o Mg2+
pode agir como um bloqueador dependente de voltagem nos receptores NMDA, mas
sua eficacia pode ser influenciada por fatores como a concentracdo de NMDA,
variabilidade na resposta individual dos animais e a via de administragcdo. Vale
ressaltar que a realizacao de futuros estudos com um tamanho amostral maior podem

ser necessaria para confirmar a significancia estatistica dessas observacgoes.
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A combinacao de CBG e MgSOu4 nédo foi explorada neste estudo, mas futuros
estudos poderiam investigar o possivel efeito sinérgico entre essas substancias. No
entanto, esse trabalho trouxe a luz a potencialidade do CBG no contexto da dor
neuropatica diabética. Os resultados apresentados reforcam a importancia do CBG

como uma potencial abordagem terapéutica para o manejo da dor neuropatica.
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