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RESUMO

A dor neuropatica é causada por lesbes ou doengas do sistema nervoso
somatossensorial, manifestando-se como alodinia, dor espontanea, e hiperalgesia. E
uma condicdo desafiadora de gerenciar clinicamente, sendo os antidepressivos e
anticonvulsivantes, como a pregabalina (PGB), os farmacos de primeira linha. No
entanto, a falta de resposta ao tratamento e o desenvolvimento de efeitos colaterais
importantes sdo problemas comuns, e isso ressalta a urgente necessidade de
desenvolver novas alternativas terapéuticas. O canabidiol (CBD), um fitocanabinoide
nao psicoativo majoritario da Cannabis sp., apresenta evidéncias que sugerem sua
capacidade de aliviar a dor crénica em animais e em humanos, apresentando-se
como uma alternativa promissora para o tratamento da mesma. O obijetivo principal
deste estudo foi caracterizar uma possivel interacdo entre a PGB e o CBD em
modelo ndo clinico de dor neuropatica em ratas através da cirurgia de constrigao
cronica do nervo ciatico (CCl). A alodinia mecénica foi avaliada através da redugéao
do limiar mecéanico de retirada da pata aferido através do aparato de Von Frey
eletrébnico. Os animais CCI receberam o tratamento com veiculo ou CBD (3 ou 30
mg/kg), um dia apds a cirurgia e mantido com inje¢des diarias por 7 dias. Os animais
do grupo SHAM receberam somente o veiculo. No sétimo dia foi realizado o teste de
Von Frey, e os animais receberam mais uma dose de CBD ou veiculo, e 30 minutos
apos o tratamento receberam veiculo ou PGB (30 mg/kg ou 100 mg/kg). O teste de
campo aberto foi conduzido no sétimo dia apdés a cirurgia, uma hora apds o
tratamento farmacoldgico, para avaliar a atividade locomotora. Foi observado que o
modelo CCI diminui o limiar mecéanico na pata ipsilateral dos animais, o que foi
atenuado pelo tratamento com CBD 30 mg/kg. O tratamento isolado de CBD e PGB,
bem como a terapia combinada de CBD e pregabalina mostraram efeito agudo
significativo na atenuacéo da alodinia mecanica, porém o tratamento com PGB 100
isolada mostrou reduzir a atividade locomotora das ratas. Em contrapartida, a
combinagao de CBD 30 mg/kg com pregabalina 100 mg/kg aumentou o numero de
cruzamentos de forma significativa quando comparada ao grupo PGB 100 mg/kg,
indicando uma possivel reducado de efeitos adversos. Estes resultados sugerem o
potencial terapéutico da combinacdo CBD mais PGB para reduzir a dor neuropatica
e mitigar efeitos colaterais da pregabalina.

Palavras-chave: Dor neuropatica. Canabidiol. Pregabalina.
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1.INTRODUCAO
1.1 DOR NEUROPATICA

A dor € um mecanismo crucial de alerta do corpo humano e desempenha
um papel biolégico fundamental como um mecanismo de defesa que preserva a
integridade do corpo. Esse fendmeno é bastante complexo, envolvendo aspectos
sensoriais, emocionais e comportamentais. A dor € um dos principais motivos que
levam os pacientes a procurar cuidados médicos. No entanto, tanto a dor aguda
quanto a dor crénica podem causar sofrimento, alteragcbes no humor e incapacidade
para realizar tarefas cotidianas, prejudicando consideravelmente a qualidade de vida
dos pacientes (Raouf et al., 2010).

A dor neuropatica (DN) é definida pela Associagao Internacional para Estudo
da Dor (IASP) como dor causada por lesdo ou disfungdo do sistema nervoso
somatossensorial; e pode ser dividida em dor neuropatica central (sistema nervoso
somatossensorial central) ou periférica (sistema nervoso somatossensorial
periférico) (Murnion, 2018). A dor neuropatica tem sua origem associada a
alteragbes adversas nos neurdnios responsaveis pela deteccdo de estimulos
nociceptivos e mecanorreceptores de baixa sensibilidade, impactando diretamente o
sistema somatossensorial (Baron, 2009). Dentre as principais etiologias associadas
ao desenvolvimento de dores de origem neuropatica, estdo: compressao do nervo
(como traumas, sindrome dolorosa complexa regional e neuralgia do trigémeo),
doengas metabdlicas (como diabetes), infecgdes virais (como herpes zoster e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida - AIDS), neurotoxicidade decorrente do uso
prolongado de drogas (como etanol, vincristina e taxol), doengas autoimunes (como
esclerose multipla), cancer, e em muitos pacientes sua causa pode permanecer
desconhecida (Baron, 2006; Bouhassira et al., 2008). Dentre os sintomas que
caracterizam a DN estdo: dores espontdneas em queimagdo, pontadas,
formigamento, alodinia (dor em resposta a um estimulo ndo nocivo) e hiperalgesia
(aumento da sensibilidade frente a um estimulo nocivo).

Estudos que analisaram a incidéncia da dor neuropatica sugerem que cerca
de 8% da populagdo em geral seja afetada por essa condigédo, abrangendo até 25%
dos casos de dor cronica em todo o mundo (Bouhassira, 2019). A DN é uma

condigdo desafiadora de gerenciar clinicamente e pode ser intensa, o que pode levar



a uma condigdo crbénica que tem impacto negativo sobre o bem-estar geral e
qualidade de vida dos pacientes, além de ter um alto custo econémico para a
sociedade e para os individuos (Fornasari, 2017). Portanto, € crucial que
tratamentos eficazes sejam usados para controlar a dor neuropatica e suas
consequéncias.

Os medicamentos mais comumente prescritos como tratamento de primeira
linha incluem antidepressivos triciclicos (TCA), inibidores da recaptagdao de
serotonina-noradrenalina (IRSN), e anticonvulsivantes que agem nos canais de
célcio, como pregabalina e gabapentina (Fornasari, 2017). No entanto, em geral, o
uso desses tratamentos raramente resulta em um controle eficaz e seguro da dor
neuropatica, pois muitos pacientes nao respondem aos tratamentos devido a
persisténcia dos sintomas ou efeitos colaterais indesejaveis. Diante desse contexto,
ha uma necessidade urgente de novos medicamentos para tratar a DN, o que tem
sido um desafio para os pesquisadores, ja que a DN esta geralmente associada a
alteragbes adaptativas, como a neuroplasticidade em varios niveis do sistema

nervoso (Maihofner et al., 2010).
1.2 PREGABALINA

A pregabalina (PGB) é um medicamento anticonvulsivante aprovado para o
manejo de convulsées parciais em adultos, bem como para o alivio de dor
neuropatica diabética, dor neuropatica periférica, neuralgia pds-herpética,
fibromialgia e les6es na medula espinhal (FDA, 2004).

A PGB é estruturalmente semelhante ao acido gama-aminobutirico (GABA),
embora ndo exer¢ca acdo direta nos receptores gabaérgicos ou no sistema
gabaérgico (Fornasari, 2017). A PGB atua por meio da ligagdo a subunidade
alfa-2/delta-1 dos canais de calcio dependentes de voltagem presentes em varias
regides do sistema nervoso central (SNC) e da medula espinhal (Fornasari, 2017).
Essa interacdo promove uma mudanga conformacional no canal, resultando na
diminui¢cao do influxo de calcio nos terminais nervosos e reduzindo a liberacdo de
neurotransmissores excitatérios, como o glutamato (Kavoussi, 2006), induzindo,
assim, efeitos inibitérios. Essa acao explica as suas propriedades farmacoldgicas

analgésicas, ansioliticas e anticonvulsivantes.



Em geral, a pregabalina apresenta boa tolerabilidade e esta associada a
efeitos colaterais transitorios leves a moderados. Contudo, é essencial destacar que
a tontura e a sonoléncia sao sintomas frequentemente observados entre os
pacientes que fazem uso deste medicamento, sendo efeitos pouco tolerados. Além
desses, ha também efeitos menos frequentes, como boca seca, edema periférico,
visdo embacada, ganho de peso e dificuldade de concentracao (Baydia et al., 2011).

Alguns estudos buscaram avaliar a interacdo entre anticonvulsivantes e
canabidiol, e observaram que o CBD aumentou a poténcia anticonvulsivante da
pregabalina (Gaston, 2017; Gilmartin, 2021; Socala, 2019). Considerando que o0s
canabinoides tém demonstrado potencial promissor no tratamento de dores crénicas
(Costa et al., 2007), € importante entender a possivel interagao farmacolégica do

CBD e da PGB na dor neuropatica.

1.3 CANABINOIDES E O SISTEMA ENDOCANABINOIDE

Desde tempos remotos, a Cannabis foi empregada na medicina. Registros da
China antiga, datados entre 1500 e 1200 a.C., documentam seu uso como agente
analgésico. O uso medicinal da Cannabis ganhou espag¢o no Ocidente e, a partir do
inicio do século XX, a pesquisa basica resultou na descoberta de canabinoides, seus
receptores e do sistema endocanabinoide.

A Cannabis possui uma grande diversidade de moléculas, com mais de 60
compostos quimicos conhecidos como canabinoides. Os fitocanabindides mais
conhecidos e estudados sdo o D9 tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD).
Além desses, outros elementos ativos na planta sdo os terpenos e os compostos
fendlicos, como os flavonoides (Almogi-Hazan, 2020). Esses fitocanabinoides
exercem impactos bioldgicos por meio do sistema endocanabinoide.

O sistema endocanabinoide compreende um complexo sistema de
sinalizagcado e modulagao, € composto por canabinoides endégenos (especialmente o
2-Araquidonoil-glicerol (2-AG) e a anandamida (AEA)), proteinas alvo como os
receptores canabinoides tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2), e enzimas envolvidas na sua
producao e degradacao (Lu & Mackie, 2021). Os receptores canabindides, como o
CB1, estao presentes nos terminais pré-sinapticos e em neurénios tanto excitatérios

quanto inibitérios no sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso periférico
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(SNP). Ja o receptor CB2 é encontrado principalmente na microglia do SNC, assim
como em células do sistema imune periférico (Cristino et al., 2020; Di Marzo &
Piscitelli, 2015).

1.4 CANABIDIOL

O canabidiol (CBD) €& um dos principais compostos ndo psicoativos
encontrados na planta Cannabis sativa, representando até 40% do seu extrato bruto.
Além de ndo causar efeitos psicoativos, o CBD, isoladamente, ndo interfere na
funcdo motora, memoria ou temperatura corporal. E amplamente reconhecido por
sua capacidade de reduzir nduseas, aliviar dores e estimular o apetite (Vries et al.,
2012). Essas propriedades, combinadas com sua tolerabilidade e seguranca, tém
motivado pesquisas farmacoldgicas mais aprofundadas sobre o CBD. Evidéncias
sugerem que os canabinoides ndo psicoativos, como o CBD, podem oferecer alivio
para dores crénicas de natureza inflamatéria e neuropatica em estudos com animais
(Coosta et al., 2007; 1zzo et al., 2009).

A farmacodinamica do CBD ¢ dificil de elucidar, pois estudos indicam que
sua atividade nos receptores canabinoides é limitada (Britch et al., 2021) e sua agéo
pode ser independente desses receptores (Mlost et al., 2020). O CBD interage com
diversos alvos, incluindo receptores acoplados a proteina G, receptores ionotrépicos,
transportadores, enzimas da superfamilia do citocromo P450 e fatores nucleares,
sendo identificados 76 alvos moleculares diferentes. Dentre as interacdes com
receptores, 75% resultam em inibicdo da atividade celular (Mlost el at., 2020). Em
razao desses multiplos alvos, a pesquisa pré-clinica tem mostrado que o CBD pode
exercer efeito terapéutico em diferentes condi¢cdes patoldgicas, dentre elas as dores
cronicas (Galaj; XI, 2021; Mlost; Bryk; Starowicz, 2020).

Estudos nao clinicos tém demonstrado os efeitos do CBD em diversos tipos
de dor. Em trabalhos prévios do nosso grupo, por exemplo, Jesus et al. (2019)
demonstrou que o tratamento agudo com CBD aliviou a alodinia mecanica associada
a dor neuropatica diabética sem afetar a atividade locomotora. Ademais, foi
observado que o tratamento sub-crénico com CBD reduziu persistentemente a
alodinia mecanica nestes animais, efeito este, revertido por antagonistas de
receptores serotonérgicos do tipo 5-HT1A. Em outro trabalho do nosso grupo foi

avaliado a possivel interagdo do CBD com a morfina em um modelo de lesédo crénica
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por constrigdo (CCIl) em ratos. Os resultados indicaram que a combinacéo de CBD e
morfina produziu um efeito antinociceptivo mais pronunciado quando comparado ao
efeito da morfina quando administrada isoladamente. O CBD reduziu
comportamentos relacionados a abstinéncia de forma mais pronunciada em ratas e
reduziu a tolerancia a morfina, sugerindo assim, que o CBD pode ser util para
prevenir a dependéncia de opioides em humanos (Jesus et al., 2022).

Em outro estudo, utilizando modelo de dor neuropatica em camundongos, o
CBD aliviou a alodinia, apresentou tendéncia em reduzir a hiperalgesia e
demonstrou possivelmente produzir analgesia em dor ja estabelecida (Abraham et
al., 2019). Em contrapartida, a associagdo do CBD com medicamentos para o alivio
da dor, como os opioides, gera resultados contraditérios. Sepulveda e sua equipe,
por meio do teste da formalina em camundongos, demonstraram a auséncia de
efeito antinociceptivo quando o CBD foi combinado com a morfina (Sepulveda et al.,
2021). No entanto, um estudo utilizando o modelo de contor¢cbes abdominais
induzidas por acido acético revelou um efeito sinérgico antinociceptivo ao associar o

CBD com a morfina (Neelakantan et al., 2015).

1.5 PESQUISA PRE-CLINICA EM FEMEAS

A investigagao cientifica em pesquisas pré-clinicas frequentemente enfrenta
um viés de sexo significativo, conforme proposto por Natasha A Karp (Karp, 2019).
Esta tendéncia € marcada pela predominancia de modelos em machos, deixando as
fémeas sub-representadas nos estudos. Tal desequilibrio ndo reconhece
adequadamente as distintas respostas bioldgicas entre os sexos, resultando em
descobertas limitadas e muitas vezes imprecisas. Ao negligenciar a inclusdo de
fémeas nos experimentos, os resultados tendem a nao refletir as variagcbes de
resposta a drogas e terapias, deixando de identificar possiveis diferengas na eficacia
dos tratamentos ou efeitos colaterais.

Essa lacuna pode acarretar falhas na compreensdo dos efeitos de
medicamentos e intervencdes, limitando a capacidade de oferecer cuidados de
saude personalizados e eficazes as mulheres. Essa discrepancia compromete o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas adaptadas, prejudicando o avango de

uma medicina equitativa. Assim, € crucial redirecionar os esforcos em direcao a


https://bpspubs.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Karp/Natasha+A
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abordagens mais abrangentes nos estudos pré-clinicos, visando uma compreensao
mais completa dos efeitos dos tratamentos em ambos os sexos, fomentando, dessa
forma, uma pratica médica mais justa e embasada.

Com relacdo ao CBD, pesquisas abordaram as diferengcas na resposta ao
CBD entre os géneros, indicando que os homens podem ser mais suscetiveis aos
impactos no aprendizado e na memoria, enquanto as mulheres podem ser mais
afetadas na atencao, na tomada de decisbes e possivelmente mais vulneraveis aos

efeitos adversos da cannabis na saude mental (Cooper, 2018; Crane, 2012).
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2.JUSTIFICATIVA

O manejo da dor neuropatica € um desafio clinico significativo, uma vez que
a eficacia do tratamento é insatisfatéria em mais de 50% dos pacientes, além dos
efeitos colaterais indesejados que podem ocorrer (Jesus, 2022). A pregabalina € um
medicamento de primeira linha frequentemente utilizado para tratar a dor
neuropatica; no entanto, apesar de ser geralmente bem tolerada, a pregabalina esta
associada a efeitos adversos, como sonoléncia e tontura, relatados em 22-29% dos
casos. De acordo com estudos pré-clinicos e clinicos, o CBD tem se mostrado um
medicamento seguro, eficaz e bem tolerado (Russo et al., 2006), sendo considerado
uma estratégia promissora no combate a dor neuropatica (Costa et al., 2007). A
motivagcao deste estudo deveu-se a necessidade de novas pesquisas para
ampliagdo do esquema terapéutico da dor neuropatica, assim como investigar o
potencial do CBD com opg¢ado farmacologica alternativa ou adjunta. Com a
caracterizagcdo da interagcdo entre o CBD e a pregabalina espera-se um efeito
analgésico potencializado, e uma menor incidéncia de efeitos colaterais.

Outro ponto é a ocorréncia do uso predominante de animais machos na
pesquisa pré-clinica. No trabalho de Karp (2019), foi observado que entre 10
campos de pesquisas biolégicas, 80% dos estudos eram realizados apenas em
machos. Este fato € um problema quando ja se sabe que entre os sexos existe
diferenca com relagdo a progressdo de doengas, metabolizagdo de drogas, e
eficacia nos tratamentos (Anderson, 2005). Assim, se faz de extrema importancia a
pesquisa em fémeas, pois 0 sexo € uma importante variavel biolégica no pipeline
das pesquisas pré-clinicas, aumentando a capacidade translacional dos resultados

obtidos.
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é avaliar a potencial interagao farmacoldgica entre a
pregabalina e canabidiol quanto a sua capacidade antinociceptiva em modelo

pré-clinico de dor neuropatica em ratas da variedade Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Investigar o efeito da administracao isolada de CBD sobre a alodinia
mecanica associada a constricao crénica do nervo ciatico em ratas, utilizando o teste
do Von Frey eletronico;

2) Investigar o efeito da administragdo isolada de pregabalina sobre a
alodinia mecanica associada a constricdo crénica do nervo ciatico em ratas,
utilizando o teste do Von Frey eletrénico;

3) Investigar o efeito da administragdo combinada de CBD mais
pregabalina sobre a alodinia mecanica associada a constricdo crénica do nervo
ciatico em ratas, utilizando o teste do Von Frey eletrénico;

4)  Avaliar o efeito do tratamento com CBD sobre parametros de atividade
locomotora em ratas, utilizando o teste de Campo aberto;

5) Avaliar o efeito do tratamento com pregabalina sobre parametros de
atividade locomotora em ratas, utilizando o teste de Campo aberto;

6) Avaliar o efeito do tratamento combinado de CBD mais pregabalina
sobre pardmetros de atividade locomotora em ratas, utilizando o teste de Campo

aberto.

4. HIPOTESES

A hipotese a ser testada neste estudo é de que o tratamento combinado
CBD mais pregabalina seja mais eficaz do que o uso isolado destes compostos,
tanto na reducdo da dor associada quanto na minimizacao dos efeitos colaterais,

com énfase na sedagao.
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5.MATERIAIS E METODOS
5.1 ANIMAIS

Os testes foram conduzidos em ratas da variedade Wistar (com 60 dias de
idade, pesando de 200-220 g), fornecidas pelo biotério do setor de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Parand; sob aprovagdo do Comité de Etica
em Utilizagdo Animal (CEUA/BIO-UFPR, protocolo 1528). Os animais foram
mantidos em laboratério localizado no edificio do Departamento de Farmacologia,
sob condi¢gdes controladas de umidade e temperatura, em ciclos claro/escuro de
12/12h. Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento e o numero de

animais utilizados neste estudo.

5.2 DROGAS

O CBD puro (99,6%) foi fornecido pela BSPG-Pharm, localizada em
Sandwich Kent, Reino Unido, e diluido em uma solugao de Tween 80, etanol e salina
(1:3:16) imediatamente antes do uso. A pregabalina, obtida da Pfizer, foi preparada
pouco antes do uso como uma concentragdo de 30 ou 100 mg/ml em uma solugéo

de celulose carboximetil a 0,5% em cloreto de sddio (salina) a 0,9%.

5.3 INDUGCAO DA NEUROPATIA PERIFERICA

A inducdo da dor neuropatica periférica foi feita mediante procedimento
cirargico de constrigao crénica do nervo ciatico (CCl) de acordo com os protocolos
descritos por Bennet e Xie (1938). Cada animal foi anestesiado com uma solugao de
cetamina (10 mg/kg) e xilazina (90 mg/kg) por meio de uma injecao intraperitoneal, e
tiveram a coxa esquerda tricotomizada, a pele foi limpa e umedecida com solugao de
iodo. No grupo CCI, o nervo ciatico esquerdo foi exposto e quatro ligaduras com fios
de seda 4.0 esterilizados, separadas por 1 milimetro de espago, foram realizadas.
Um grupo controle, falso operado ou Sham, foi conduzido em paralelo, em que o
nervo ciatico foi exposto, mas nenhuma ligadura foi feita. A recuperagdo da
anestesia foi monitorada por um periodo de 2 horas apds a cirurgia e nos dias

seguintes antes do inicio dos testes.
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5.4 TESTE DO VON FREY ELETRONICO

O limiar de retirada mecanica foi avaliado usando o aparato de von Frey
como estimulo evocado de dor para avaliagdo do desenvolvimento de alodinia
mecanica. Os animais foram aclimatados em gaiolas de acrilico (12 x 20 x 17 cm)
com piso de grade de arame por 15 minutos. Em seguida, um estimulo de pressao
crescente foi aplicado na pata traseira e interrompido quando o animal retira a pata.
O limiar mecanico é definido como a pressdo necessaria para a retirada da pata
ipsilateral a cirurgia e sera calculado pela média de trés medigdes (Yamamoto,
2009). Esse limiar mecanico foi avaliado antes e em diferentes intervalos de tempo

apos o procedimento cirurgico.

5.5 TESTE DE CAMPO ABERTO

O aparato do campo aberto consiste em uma arena retangular (50x40x63
cm) com o piso dividido por linhas em nove quadrados. Os ratos foram colocados
individualmente no centro da arena de campo aberto e uma sessao de 5 minutos
para cada rato foi gravada com uma camera de video. Foi contado manualmente o
numero de quadrados cruzados. Um quadrado cruzado apenas foi contado quando
0S animais cruzaram os quadrantes com as quatro patas. O numero de quadrados
cruzados foi usado como um indice de atividade locomotora. O experimento de
afericao de atividade locomotora é importante quando se trata de experimentos que
avaliam o potencial antinociceptivo de compostos uma vez que a redugao do limiar
mecanico de retirada da pata pode estar associada a um comprometimento motor

induzido pelos diversos tratamentos.

5.6 DESENHO EXPERIMENTAL

Apods 2 dias de ambientagao no biotério do laboratério de farmacologia da
dor localizado no departamento de Farmacologia, o limiar mecanico basal de
retirada da pata foi aferido através do aparato de Von Frey eletronico. A alodinia
mecanica foi induzida pela cirurgia de constricao crénica do nervo ciatico. As ratas
CCI receberam o tratamento com veiculo ou CBD (em duas diferentes doses, por via
intraperitoneal), um dia apds a cirurgia e mantido com inje¢des diarias por 7 dias. O
grupo de ratas do grupo SHAM receberam somente o veiculo. No sétimo dia foi

realizado o teste de Von Frey, e os animais receberam mais uma dose de CBD ou
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veiculo, e 30 minutos apds o tratamento receberam veiculo ou PGB (em duas
diferentes doses, por via intraperitoneal). O potencial antinociceptivo dos
tratamentos foi avaliado através da mudanga do limiar mecanico, o qual é avaliado
por meio do teste de Von Frey, conforme descrito, em momentos diferentes: basal
anterior a cirurgia, e 7 dias ap6s a cirurgia, e 1 e 2 horas apés o tratamento com
veiculo ou PGB. O teste de campo-aberto foi conduzido somente uma vez no 7° dia

apos a cirurgia, uma hora apds o tratamento farmacolégico com PGB ou veiculo.

ESQUEMA 1 - LINHA TEMPORAL DO DESENHO EXPERIMENTAL

Linha do tempo (dias)

-2 0 7

Limiar mecanico - Von Frey
eletrénico pos-ccl

Periodo de amblentacho

Limiar mecinice - Von Frey Lt c:m CBD(3 'TEka
eletronico pré-cci ou 30 mp/kgl ou veicula
Apds 30 minutos|

|
I Fratamento com PGB (30 mg/ky

Cirurgia de constrigioe cranica do ou 100 mg/kg) ou veiculo

nerva clatice [CCI) au Sham T
Limiar mecanico - Yon Frey Apes 1 hora

sletrénico decurso temporal de
1helkh
|

Teste do Campo aberto

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado ANOVA de uma via e duas vias seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni para determinar as diferengas entre os grupos experimentais e o teste t
de Student quando uma comparacao foi feita entre dois grupos experimentais
controles (SHAM e CCI-VEI+VEI). O nivel de significancia adotado foi p<0,05. O
software utilizado para analise foi o GraphPad Prism versao 10.0.0 para Windows,
(GraphPad Software, Boston, Massachusetts EUA).
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6. RESULTADOS

6.1 TRATAMENTO COM CBD ATENUA A ALODINIA MECANICA EM RATAS CClI.

Como observado na Figura 1A, as ratas submetidos a cirurgia CCI
apresentaram uma redugao no limiar mecanico na pata ipsilateral 7 dias apds a
cirurgia de CCIl, em comparagdo com o grupo controle Sham (SHAM + VEI),
indicando o desenvolvimento de alodinia mecanica. A analise de variancia de duas
vias com medidas repetidas revelou um efeito significativo do tratamento [F (9, 66) =
29,42; p <0,0001], do tempo [(1,118, 120,0) = 184,7; p <0,0001)], e de uma interagao
entre esses fatores [F (27, 198) = 28,13; p <0,0001].

O teste de comparacdes multiplas de Bonferroni indicou que o tratamento
com CBD 30 mg/kg (CBD 30 + VEI) teve um efeito significativo na atenuacéo da
alodinia mecéanica na pata ipsilateral dos animais CCl apés 7 dias de tratamento
pos-cirurgia (p = 0,0216, Figura 1A). Além disso, o0 mesmo teste mostrou que o
tratamento com CBD 3 mg/kg (CBD 3 + VEI) e CBD 30 mg/kg (CBD 30 + VEI)
reduziu significativamente a alodinia mecanica avaliada na pata ipsilateral dos
animais CCI, respectivamente, 1 hora (p = 0,0143; p = 0,0011) e 2 horas apo6s o
tratamento (p = 0,0441; p = 0,0034).

Nao foram detectadas alteragcdes no limiar mecanico da pata contralateral de
ratos CCI, 7 dias apds a cirurgia, quando comparados ao grupo Sham (Figura 1B). O
post hoc de Bonferroni mostrou que o tratamento com CBD, em todas as doses, nao

alterou o limiar mecénico da pata contralateral de ratos CClI (p>0,05, Figura 1B)
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FIGURA 1 — EFEITO DO CBD SOBRE A ALODINIA MECANICA DE RATAS CClI

A - SHAM -4 CCI|-CBD3+VEI
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NOTA: Curva dose resposta do efeito do CBD (3 e 30 mg/kg) sobre a alodinia mecénica de ratas CCI.
(A) Limiar mecanico da pata ipsilateral de ratos Sham e CCl, pré, p6s-CCl e em diferentes tempos
apos o tratamento com CBD. (B) Limiar mecénico da pata contralateral de ratos Sham e CCl, pré e

p6s-CCl e em diferentes tempos apds o tratamento com CBD. ANOVA de duas vias seguida de post
hoc de Bonferroni. * indica p<0,05 quando comparado ao grupo CCI + Vei + VEI. FONTE: A autora
(2023).
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6.2 TRATAMENTO COM PREGABALINA ATENUA A ALODINIA MECANICA EM
RATAS CCI.

Como mostrado na Figura 2A, os dados revelam que os ratos submetidos a
cirurgia CCIl apresentaram uma redug¢ao no limiar mecanico na pata ipsilateral apés
7 dias (p6s-CCl), quando comparados ao grupo controle Sham (SHAM + VEI),
indicando a manifestagao de alodinia mecanica. A analise estatistica de duas vias
com medidas repetidas apontou efeito significativo do tratamento [F (9, 66) = 29,42;
p <0,0001], do tempo [(1,118, 120,0) = 184,7; p <0,0001)], e de uma interagao entre
esses fatores [F (27, 198) = 28,13; p <0,0001]. O teste de Bonferroni evidenciou que
o tratamento com PGB 30 mg/kg (VEI + PGB 30) ou PGB 100 (VEI + PGB 100)
promoveu uma significativa atenuagao da alodinia mecéanica na pata ipsilateral dos
animais CCI, 1 hora (p = 0,0011; p <0,0001) e 2 horas ap6s o tratamento (p =
0,0226; p <0,0001).

N&o houve observacao de variagdes no limiar mecénico da pata contralateral
em ratos submetidos a cirurgia CCl, sete dias apds o procedimento, em comparagao
ao grupo Sham (Figura 2B). A andlise post hoc de Bonferroni indicou que a
administragao de PGB, em todas as concentragdes testadas, nao teve efeito sobre o

limiar mecanico da pata contralateral a cirurgia CCI (p>0,05, Figura 2B).
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FIGURA 2 - EFEITO DA PGB SOBRE A ALODINIA MECANICA EM RATAS CCl
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NOTA: Curva dose resposta do efeito da PGB (30 e 100 mg/kg) sobre a alodinia mecanica de ratas
CCI. (A) Limiar mecéanico da pata ipsilateral de ratas Sham e CCI, pré, p6s-CCl e em diferentes
tempos ap6s o tratamento. (B) Limiar mecanico da pata contralateral de ratas Sham e CCI, pré e
p6s-CCl e em diferentes tempos apds o tratamento. ANOVA de duas vias seguida de post hoc de

Bonferroni* indica p<0,05 quando comparado ao grupo CCI + Vei. FONTE: A autora (2023).
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6.3 TRATAMENTO COMBINADO DE CBD E PREGABALINA ATENUA A ALODINIA
MECANICA EM RATAS CClI.

De maneira similar aos resultados anteriores, todos os grupos de ratas
submetidos a cirurgia CCI exibiram um limiar mecanico reduzido na pata ipsilateral
em comparagao com o grupo controle Sham, conforme ilustrado na Figura 3A. Para
avaliar o impacto do tratamento combinado de CBD e PGB na alodinia mecénica, os
grupos de ratos CCI receberam diferentes intervengdes: veiculo, CBD 3 mg/kg, CBD
30 mg/kg, PGB 30 mg/kg, PGB 100 mg/kg, a combinagdo de CBD 3 mg/kg e PGB
30 mg/kg, CBD 3 mg/kg e PGB 100 mg/kg, ou a combinagdo de CBD 30 mg/kg e
PGB 30 mg/kg, além de CBD 30 e PGB 100 mg/kg.

O post hoc de Bonferroni indicou efeitos significativos para o tratamento
combinado de CBD3 + PGB 30 (p=0,0011) e para a combinagao de CBD 3 + PGB
100 (p<0,0001), na atenuacgéo da alodinia mecéanica. Observou-se também um efeito
anti-alodinico significativo na associagao entre CBD 30 + PGB 30 (p=0,0006), e com
CBD 30 + PGB 100 (p=0,0002).

Nao foram detectadas alteracées no limiar mecanico da pata contralateral de
ratas CCI, 7 dias apds a cirurgia, quando comparados ao grupo Sham (Figura 3B). A
analise de Bonferroni indicou que o uso combinado de CBD e PGB, em todas as
dosagens, nao alterou o limiar de retirada ao estimulo mecanico na pata

contralateral das ratas submetidas a cirurgia CCI (p>0,05, Figura 3B).
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FIGURA 3 - EFEITO DO TRATAMENTO COMBINADO DE CBD E PGB SOBRE A ALODINIA
MECANICA NA PATA IPSILATERAL DE RATOS CCI
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NOTA: Curva do efeito do tratamento combinado de CBD e PGB sobre a alodinia mecéanica de ratas
CCI. (A) Limiar mecanico da pata ipsilateral de ratas Sham e CClI, pré, pés-CCl e em diferentes
tempos apos o tratamento. (B) Limiar mecéanico da pata contralateral de ratas Sham e CClI, pré e
pos-CCl e em diferentes tempos apos o tratamento. ANOVA de duas vias seguidas de post hoc de
Bonferroni. * indica p<0,05 quando comparado ao grupo CCI + Vei + Vei. FONTE: A autora (2023).
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6.4 ALTERACAO NA ATIVIDADE LOCOMOTORA DE RATAS.

Os resultados da analise estatistica pelo teste t de Student ndo revelaram
diferencgas significativas entre os grupos de ratas SHAM e CCI VEI+VEI. No entanto,
a analise de variancia de uma via indicou um efeito significativo do tratamento nos
grupos de ratos CCI [F(9, 66)= 19,28; p<0,0001]. O teste de Bonferroni demonstrou
que tanto o tratamento com VEI + PGB 100 (p<0,0001) quanto o CBD3 + PGB 100
(p=0,0031) reduziram o numero de cruzamentos na arena de campo aberto em

comparagao ao grupo tratado com veiculo (VEI + VEI).

FIGURA 4 - EFEITO DOS TRATAMENTO SOBRE ATIVIDADE LOCOMOTORA EM TESTE
DE CAMPO ABERTO

100 =

n° de cruzamentos

TRATAMENTO

NOTA: grafico do efeito do tratamento de CBD, PGB e combinagéo de CBD e PGB sobre a atividade
locomotora dos animais. * indica p<0,05 quando comparado ao grupo VEI+VEI. FONTE: A autora
(2023).
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7. DISCUSSAO

Este estudo buscou avaliar a eficacia da terapia combinada de CBD mais
PGB para o tratamento da dor neuropatica, utilizando o modelo de constricdo
cronica do nervo ciatico (CCIl). O modelo de constricao crénica do nervo ciatico é
amplamente empregado na pesquisa da dor neuropatica. Nesse modelo, os animais
apresentam sintomas que se assemelham a dor neuropatica em humanos, é
observado o comportamento de tentar proteger o membro afetado, sugerindo a
existéncia de dor tonica e a sensibilidade aumentada a dor (hiperalgesia e alodinia).
Esses sintomas sao observados aproximadamente sete dias apds a cirurgia e
podem persistir por até dois meses apés o procedimento (Bennett; Xie, 1988).
Nossos achados corroboram estes dados uma vez que observamos que o limiar
mecanico do grupo CCI-VEI+VEI diminuiu significativamente em relagdo ao grupo
Sham.

Quando avaliado o efeito do tratamento com CBD isolado (CCI -CBD 30+VEI
e CCI-CBD3+VELl), observamos que ambas as doses induziu um efeito agudo sobre
a alodinia mecénica, avaliada no teste de Von Frey eletronico em ratos CClI, 7 dias
apos a cirurgia, efeito esse que perdurou até 2 horas apds o tratamento. Os
resultados mostram que o tratamento com CBD 30 isolado, foi eficaz apds cirurgia,
demonstrando efeito sustentado apds os 7 dias de aplicagdo O resultado obtido era
esperado, em um trabalho recente do nosso grupo, o qual mostrou que o CBD
atenua a hiperalgesia mecanica de ratos com diabetes induzido quimicamente por
estreptozotocina, neste trabalho o efeito do CBD teve um pico significativo 1 hora
apos tratamento (Jesus, 2019). Corroborando também com nossos dados, o
trabalho de Casey e colaboradores indicou um efeito antinociceptivo do CBD,
encontrado 2 horas apés tratamento, em um modelo de constricdo do nervo ciatico
em camundongos (Casey, 2017). Os animais tratados com CBD isolado também né&o
apresentaram déficit locomotor, ndo havendo redugao do numero de cruzamentos
em comparagdao com o Sham no teste do campo aberto, este fato também foi
averiguado no trabalho de Jesus e colaboradores, onde foi percebido o efeito do
CBD na atenuacdo da alodinia mecanica, nao afetando o seu comportamento

exploratdrio.
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Quando avaliado o efeito do tratamento isolado com PBG, nossos dados
corroboram evidéncias prévias, tanto pré-clinicas quanto clinicas de que a
pregabalina apresenta eficacia analgésica em condi¢des de dor neuropatica € nao
neuropatica (Field et al., 2006; Kweon et al., 2013; Narita et al., 2012; Cao et al.,
2013; Bennette et al., 2013). Nossos dados mostraram que o tratamento com
pregabalina isolada produziu um efeito antinociceptivo significativo por até 2 horas
apos tratamento em ratos CCI, 7 dias apds cirurgia. Corroborando com nossos
resultados, Can e colaboradores verificaram a eficacia da pregabalina na atenuacao
da hipersensibilidade mecénica, em um modelo de dor neuropatica craniofacial (Can
et al., 2013). O tratamento CCI-VEI+PGB100 apresentou um aumento significativo
no limiar mecanico dos animais, quando comparamos com os dados pré-CCl e
pos-CCl antes da administracdo da pregabalina, o que pode estar associado a
efeitos como sedacdo e sonoléncia. Estudos pré-clinicos mostraram que a PGB
pode produzir déficit locomotor de forma dose dependente, os quais de
demonstraram que a PGB na dose de 100 mg/kg induziu fizeram um comportamento
ndao deambulador em ratas, o que nao foi observado com a dose de 30 mg/kg (Han,
2007). Corroborando a literatura, no nosso estudo, o tratamento com PGB, na dose
de 100 mg/kg, reduziu o numero de cruzamentos em ratas CCl avaliados no teste de
campo aberto. Ja a dose de 30 mg/kg nao alterou o numero de cruzamentos nesse
teste, um indicativo de auséncia de sedacao com essas doses.

O tratamento com pregabalina esta relacionado a efeitos adversos, nesse
sentido, este estudo buscou investigar o potencial da associacdo de PGB e CBD,
com o objetivo de diminuir doses e atenuar efeitos adversos, sem prejudicar a
eficacia analgésica. Foi observado neste trabalho que o uso combinado de PGB e
CBD apresentaram efeitos antinociceptivos significativos em ambas combinagdes
testadas (CBD3+PGB100 e CBD30+PGB100). Foi notado que quando comparado o
tratamento isolado de CBD com o tratamento associado de CBD+PGB, o limiar
mecanico dos animais foi aumentado. E percebido também o aumento do limiar
mecanico do tratamento CBD30+PGB30 em comparagao ao tratamento isolado com
PGB 30.

Muito interessante foi o achado que o tratamento sub-crénico com CBD na
dose de 30 mg/kg por 7 dias antes do tratamento com PGB 100 mg/kg, foi capaz de

prevenir a redugdo no numero cruzamentos no teste do campo aberto, sugerindo
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uma possivel interferéncia no efeito de sedagao causado pela PGB. Em um trabalho
de Socala e colaboradores, foi buscado avaliar o efeito do canabidiol na acao
anticonvulsivante de varios medicamentos antiepilépticos, foi verificado por eles que
a pregabalina aumenta o conteudo cerebral de canabidiol, sem afetar a sua
concentragao sérica, sugerindo que a PGB aumentou significativamente a captagao
cerebral de canabidiol (Socala, 2019). Sabendo que a interagdo farmacodinamica se
evidencia quando um medicamento influencia o efeito de outro sem modificar sua
concentragdo, podendo levar ao aumento ou a diminuicdo dos efeitos percebidos
(Hoffelt e Gross, 2016). E que a interagdo farmacocinética entre medicamentos
surge quando um farmaco afeta a absorgao, distribuicdo, metabolismo ou eliminagao
de outro medicamento, resultando na modificacdo de sua concentragdo no
organismo (Socala, 2019). podemos levantar a questdo, embora nao tenha sido
investigado neste estudo, de que os efeitos observados nesta pesquisa tenham a

ver com uma interagcédo farmacodinémica entre o canabidiol e a pregabalina.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo enfatizam a eficacia da terapia com CBD e PGB,
e na terapia associada de CBD + PGB no tratamento da dor neuropatica induzida
pelo modelo de constricdo cronica do nervo ciatico (CCl). A combinagdo desses
tratamentos demonstrou um efeito na atenuagdo da alodinia mecanica, como
observado no teste de von Frey eletronico. Um achado relevante foi observado no
tratamento com CBD 30+PGB 100 mg/kg, evidenciando uma interferéncia no efeito
sedativo da pregabalina. Esse resultado é promissor, sugerindo a possibilidade de
reduzir o efeito sedativo da pregabalina quando associada ao CBD, sem
comprometer sua eficacia analgésica.

Em resumo, este estudo observa o potencial da terapia combinada de CBD
e PGB no tratamento da dor neuropatica, destacando a possibilidade de reduzir os
efeitos adversos da pregabalina por meio da associagdo com o CBD. Esses
resultados fornecem uma base promissora para investigagdes futuras visando
estratégias terapéuticas mais eficazes e com menor incidéncia de efeitos colaterais

para o tratamento da dor neuropatica.
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