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RESUMO

Ao longo da vida, a dor tanto de caracteristica aguda quanto cronica, € uma das
razdes para a maior frequéncia de visitas médicas e um dos motivos mais
comuns para o uso medicamentos, além de ser uma das principais causas de
incapacidade no trabalho. A dor crénica afeta o funcionamento fisico e mental, a
gualidade de vida e a produtividade dos individuos afetados. Estudos tém
demonstrado que a dor causa ativagdo das células da glia com aumento da
expressdo do Tool-like receptors (TRL4). Os TLR4 reconhecem ligantes
enddgenos e exdgenos DAMPS (padrdes moleculares associados ao dano) e
PAMPS (padr6es moleculares associados a patdégenos) ndo s6 envolvidos com
a infeccdo ou lesdo, mas também com outros processos fisiopatolégicos como a
dor. Assim varias estratégias de tratamento tém sido desenvolvidas para
controlar esse sintoma, como o tratamento com canabidiol (CBD), um
ficanabindide. Os receptores canabindides do tipo 2 (CB,), expressos em tecidos
periféricos e células inflamatdrias, parecem estar envolvidos na antinocicepcéo
induzido pelo CBD. Além disso, estudos tem demonstrado que tais receptores
também estejam expressos no Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo células
gliais. Sendo assim, o presente estudo investigou o efeito do CBD na dor
neuropatica induzida por paclitaxel (PTX) e na nocicepgdo induzida por
lipopolissacarideo (LPS). Para isso, foram utilizados camundongos Swiss,
pesando entre 25 a 30g. O limiar nociceptivo foi avaliado pelo teste de filamentos
de Von frey. O modelo de dor neuropatica foi induzido pela inje¢&o intraperitoneal
de PTX e o modelo de nocicepg¢éo induzido por PAMP, pela injecao intratecal de
LPS. Para verificar os niveis de citocinas pré-inflamatoérias, IL-18 e TNF-a foi
realizado o ensaio de ELISA. Foram utilizadas as drogas, AM630, para investigar
a participacao de receptores CB,, a dosagem de anandamida (AEA) e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG), para avaliar a participacdo de endocanabindides, a
minociclina e o fluorocitrato, para investigar o envolvimento da micréglia e do
astrocito e o LPS-RS para verificar a participacado do receptor TRL4. Também foi
realizado o ensaio de wester blot para averiguar o efeito do CBD sobre 0s niveis
da expresséao do receptor CB, IBA-1, GFAP e TRL4, além da imunofluorescéncia
para avaliar a co-localizacdo dos receptores CB,/TRL4 no corno da raiz dorsal

da medula espinhal. Apés 4 dias de tratamento com PTX, os animais



apresentaram uma alodinia mecanica e esta foi revertida pelo CBD. O mesmo
ocorreu com o 0s animais que foram tratados com LPS, a alodinia mecanica foi
revertida pelo CBD. O AM630 inibiu a antinocicepg¢éo induzida pelo CBD, em
ambos os modelos nociceptivos. O CBD aumentou os niveis de AEA e 2-AG na
medula espinhal nos modelos estudados. A minociclina e o fluorocitrato
bloqguearam a nocicep¢cdo nos dois modelos. O LPS-RS também inibiu a
nocicepgao nos dois modelos. Os resultados do ensaio de ELISA demonstraram
gue o CBD reduziu os niveis de TNF-a e IL-13 nos modelos estudados. O CBD
aumentou a expressao do CB, no modelo de nocicepcao induzido pelo PTX e
nao teve efeito no modelo de nocicepcéo induzido por LPS, reduziu os niveis de
IBA-1 no modelo de nocicepc¢éo induzido por PTX e nao teve efeito no modelo
de nocicepgéo induzido por LPS. Na expresséo de GFAP, o CBD néo apresentou
efeito em nenhum dos modelos e na expressao de TRL4, o CBD reduziu sua
expressdo no modelo de nocicep¢do induzido por PTX e nado teve efeito no
modelo de nocicepg¢do induzido por LPS. Sendo assim, concluimos que o CBD
reduz a nocicepgdo nos modelos induzidos por PTX e pelo LPS, o sistema
endocanabindide participa desse efeito e as células da glia parecem estar
envolvidas na génese e manutencdo da dor, pela ativacdo do TRL4, com

consequente liberagcéo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1p.

Palavras-chave: Dor. Canabidiol. Sistema canabindide. Células da glia.



ABSTRACT

Throughout life, pain, both acute and chronic, is one of the reasons for the higher
frequency of medical visits and one of the most common reasons for using
medications, in addition to being a major cause of disability at work. Chronic pain
affects physical and mental functioning, quality of life and productivity of affected
individuals. Studies have shown that pain causes activation of glial cells with
increased expression of Tool-like receptors (TRL4). TLR4 recognize endogenous
and exogenous ligands DAMPS (molecular patterns associated with damage)
and PAMPS (molecular patterns associated with pathogens) not only involved
with infection or injury, but also with other pathophysiological processes such as
pain. Thus, several treatment strategies have been developed to control this
symptom, such as treatment with cannabidiol (CBD), a ficanabinoid. Cannabinoid
type 2 (CB2) receptors, expressed in peripheral tissues and inflammatory cells,
appear to be involved in CBD-induced antinociception. In addition, studies have
shown that such receptors are also expressed in the Central Nervous System
(CNS), including glial cells. Thus, the present study investigated the effect of CBD
on neuropathic pain induced by paclitaxel (PTX) and on nociception induced by
lipopolysaccharide (LPS). For this, Swiss mice were used, weighing between 25
and 30g. The nociceptive threshold was assessed by the Von frey filament test.
The neuropathic pain model was induced by intraperitoneal injection of PTX and
the nociception model induced by PAMP, by intrathecal injection of LPS. The
ELISA assay was performed to verify the levels of pro-inflammatory cytokines,
IL-18 and TNF-a. The drugs, AM630, were used to investigate the participation
of CB2 receptors, the dosage of anandamide (AEA) and 2-arachidonoylglycerol
(2-AG), to evaluate the participation of endocannabinoids, minocycline and
fluorocitrate, to investigate the involvement of microglia and astrocyte and LPS-
RS to verify the participation of the TRL4 receptor. The western blot assay was
also performed to investigate the effect of CBD on the levels of CB2, IBA-1, GFAP
and TRL4 receptor expression, in addition to immunofluorescence to assess the
co-location of CB2 / TRL4 receptors in the dorsal root horn of the spinal cord.
After 4 days of treatment with PTX, the animals presented a mechanical allodynia
and this was reversed by the CBD. The same occurred with the animals that were
treated with LPS, the mechanical allodynia was reversed by the CBD. AM630



inhibited CBD-induced antinociception in both nociceptive models. CBD
increased levels of AEA and 2-AG in the spinal cord in the models studied.
Minocycline and fluorocitrate blocked nociception in both models. LPS-RS also
inhibited nociception in both models. The results of the ELISA assay
demonstrated that CBD reduced the levels of TNF-a and IL-18 in the models
studied. CBD increased CB2 expression in the PTX-induced nociception model
and had no effect on the LPS-induced nociception model, reduced IBA-1 levels
in the PTX-induced nociception model, and had no effect on the nociception-
induced model LPS. In GFAP expression, CBD had no effect on any of the
models and in TRL4 expression, CBD reduced its expression in the nociception
model induced by PTX and had no effect in the nociception model induced by
LPS. Thus, we conclude that CBD reduces nociception in models induced by PTX
and LPS, the endocannabinoid system participates in this effect and glial cells
appear to be involved in the genesis and maintenance of pain, by activating

TRL4, with consequent release of cytokines pro-inflammatory TNF-a andIL-1[3.

Key words: Pain. Cannabidiol. Cannabinoid system. Glial cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOR

De acordo com a Associacgao Internacional para o Estudo da Dor, a dor €
uma sensacdo e experiéncia emocional desagradavel associada a leséo
tecidual, real ou potencial, ou descrita em termos desta lesdo (MERSKEY &
BOGDUK, 1994). Ao longo da vida, a dor tanto de caracteristica aguda quanto
cronica, € uma das razdes para a maior frequéncia de visitas médicas e um dos
motivos mais comuns para 0 uso medicamentos, além de ser uma das principais
causas de incapacidade no trabalho. A dor cronica afeta a capacidade fisica e
mental, a qualidade de vida e a produtividade dos individuos afetados. Além
disso, ela impde um encargo financeiro significativo. O custo econémico anual
da dor crénica em adultos, incluindo despesas com cuidados de salude e perda
de produtividade, esta entre 560-630 dolares ao ano (VAN HECKE et al., 2013).
Um relatério de uma pesquisa, indica que mais de 1,5 bilhdo de pessoas em todo
o mundo sofrem de dor crbnica, sendo que destes, cerca de 3-4,5% sofrem de
dor neuropatica, aumentando a taxa de incidéncia com o aumento da idade (VAN
HECKE et al., 2013).

Em individuos saudaveis, a dor é utilizada para propésitos altamente
adaptaveis, orientada para a sobrevivéncia. O primeiro objetivo da dor é de
avisar de perigo real ou iminente de danos corporais, tais como contato com
objetos pontiagudos ou aquecidos (WATKINS & MAIER, 2002).

A segunda importancia fisiolégica da dor € de encorajar comportamentos
de recuperacdo em resposta a dor resultante do préprio organismo. A leséo ja
ocorreu e a area danificada € agora inflamada. A informacédo dolorosa é
retransmitida para o0s centros superiores do cérebro que organizam os
comportamentos de recuperagdo apropriados para proteger e facilitar a
cicatrizagcdo do local danificado. Tais comportamentos incluem desuso e
protecdo de um membro lesado e, no caso dos animais, ocorre a limpeza da
lesdo por meio do comportamento de “lamber” (WATKINS & MAIER, 2002).

Além disso, apesar dos animais ndo apresentarem a capacidade de

comunicar verbalmente em ocorréncia de dor; quando sdo submetidos a um
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estimulo reconhecidamente nociceptivo, eles exibem algumas respostas
motoras e fisioldgicas, semelhantes as observadas em humanos. Assim, a partir
da avaliacdo desses parametros podemos inferir que um animal esta
experimentando uma resposta nociceptiva. Portanto, o termo nocicepc¢ao
engloba respostas comportamentais e neurofisiologicas da dor, dissociando do
carater cognitivo-afetivo da resposta (WIESELER-FRANK et al., 2004).
Especificamente, a nocicepcéao refere-se a deteccdo de um estimulo nociceptivo
(mecanico, térmico ou quimico) por uma subpopulacdo de fibras nervosas
periféricas, os receptores da dor (também denominados de nociceptores), que
recebem as informagdes nociceptivas e as transmitem para vias que as
conduzem até o sistema nervoso central (SNC), que ira interpreta-las e verificar
a existéncia de um estimulo potencialmente lesivo ao organismo (JULIUS &
BASBAUM, 2001).

Mais precisamente, 0s nociceptores consistem de terminagdes nervosas
livres associadas a fibras aferentes primarias (carreiam estimulo nociceptivo da
periferia a medula) com caracteristicas distintas (limiar de ativacdo e
sensibilidade) em relag&o a outras estruturas nervosas sensoriais. Dentre essas
fibras aferentes, destacam-se as do tipo C e do tipo Ad. As fibras do tipo C
possuem um menor calibre, sdo amielinizadas e conduzem o estimulo
nococeptivo. As fibras Ad sdo mielinizadas, possuem uma maior velocidade de
conducéo e respondem a estimulos (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Na medula espinhal, os estimulos oriundos dessas fibras aferentes fazem
sinapse com neurbnios de segunda ordem, que por sua vez, ascendem contra
lateralmente a areas supre espinais, por meio de tratos neuronais especificos,
como por exemplo, o trato espinotalamico. Logo em seguida, o estimulo chega
ao tdlamo, no qual ira fazer uma segunda sinapse com neurdnios de terceira
ordem, 0s quais enviardo a informacao nociceptiva até as areas especificas do
cortex cerebral, onde aspectos como intensidade, localizacdo e duracdo do
estimulo nociceptivo serdo integrados e componentes afetivos e emocionais
serdo codificados e interpretados como dor (VANDERAH, 2007).
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Figura 1- Via ascendente da nocicepgéo.
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Legenda: Os axbnios das fibras aferentes primarias (C e Ad) que inervam as regides
periféricas transmitem o impulso nociceptivo até as laminas do corno dorsal da
medula espinal, onde neurdnios de segunda ordem repassam a informacéo para
0s tratos neuronais ascendentes.

Fonte: JULIUS & BASBAUM (2001).

1.2 DOR NEUROPATICA

A dor neuropatica pode ser resultante de doencas ou injurias que
acometem diretamente o sistema nervoso periférico ou 0 sistema nervoso
central, como, por exemplo, lesbes traumaticas, intervencdes cirdrgicas,
doencas neurodegenerativas ou infecgoes, entre outras (SELTZER et al., 1990;
AUSTIN & MOALEM-TAYLOR, 2010).

Dentre os tipos de dor neuropdtica, destacamos a dor neuropatica
induzida por quimioterapicos. Nesse contexto, € importante ressaltar que mais
de um terco de todos 0s pacientes com cancer que se submetem a quimioterapia
desenvolvem neuropatia periférica induzida pelos agentes quimioterapicos
(GUTIERREZ-GUTIERREZ et al., 2010). Varias classes de compostos
guimioterapicos induzem neuropatia e, a sua gravidade depende da dose
cumulativa (QUASTHOFF & HARTUNG, 2002). A neuropatia induzida por
qguimioterapico (NPIQ) € limitada pela dose e a principal toxicidade promovida
pelo quimioterapico é a causa responsavel de interrupcdo desse tipo de
tratamento, sendo a dor neuropatica como um de seus principais efeitos

colaterais, a qual pode ocorrer na fase inicial da quimioterapia e persistir durante
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anos apos a cessacao do tratamento (ROWINSKY et al., 1993; WINDEBANK &
GRISOLD, 2008).

Esse tipo de dor é caracterizado por varias alteracdes sensoriais, dentre
elas, parestesia e sensacdo de queimacao, que podem interferir diretamente
com a atividade de vida diaria dos pacientes, prejudicando assim a sua qualidade
de vida (WOLF et al., 2008).

Os farmacos quimioterapicos atuam dentro das células, interferindo em
seu processo de divisédo e crescimento (MCDONALD et al., 2005). Alguns destes
agentes, tais como os taxanos, destinam-se a desfazer os microtabulos do fuso
mitotico das células na divisédo celular. No entanto, essas drogas também podem
interromper o transporte baseado em microtibulos nos axénios dos neurbnios
sensoriais (WARWICK & HANANI, 2013). O paclitaxel (PTX), um composto
derivado da casca da arvore Teixo do Pacifico (Taxus brevifolia), € um agente
antineoplasico eficaz e é rotineiramente incluido em tratamentos por
guimioterapia, principalmente em pacientes com cancer de mama, ovario,
cabeca e pescoco e de pulmdo (DOUGHERTY et al., 2004). No entanto, o PTX
também tem sido relatado induzir dor neuropatica, que € caracterizada por
desenvolver alodinia mecéanica, alodinia fria e uma dor relatadas pelos pacientes
como ardente e espontanea em curso das extremidades distais (LEE & SWAIN,
2006). Entretanto, os mecanismos subjacentes da neuropatia periférica induzida
por PTX permanecem pouco elucidados. A lesbes encontradas nos nervos
periféricos apos o tratamento com o PTX podem levar ao estresse e inflamagéo
oxidativa periférica e central, que resultam em uma sensibilizacdo e atividade
espontanea das fibras nervosas periféricas, com consequente hiper
excitabilidade dos neur6nios na medula espinhal (HU & MCLACHLAN, 2002),
levando a sensibilizacdo da via ascendente da dor e ativacdo das células gliais
nessa regiao (PETERS et al., 2007).

Entretanto, os mecanismos que acarretam a dor neuropética, ndo sao
simplesmente caracterizados por alteracdes na atividade neuronal, mas
envolvem também a ativacdo de diversos mecanismos, dentre eles, a
participacdo das células da glia, visto que, essas células presentes na medula
espinal, desempenham um papel importante na sensibilizacdo central e

periférica da dor.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5554313/#bph13887-bib-0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5554313/#bph13887-bib-0025
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1.3 CELULAS DA GLIA E DOR

O mecanismo da dor € amplo e envolve diferentes substancias,
neurotransmissores, canais ibnicos e receptores, 0s quais estdo localizados
tanto na periferia quanto SNC. No caso do SNC, os estudos realizados nas
ultimas décadas, tém voltado sua atencdo as células gliais, com o intuito de
melhor esclarecer suas funcdes na génese da dor (MILLIGAN et al., 2002;
SCHOLZ & WOOLF, 2007).

As células da glia estdo presentes no SNC (HAYDON, 2001), sendo
constituidas por varias populacdes, as quais incluem os astrécitos, que sao
encarregados de promover a sustentacdo e a nutricdo dos neurbnios
(KIMELBREG, 1983), oligodendrdcitos, que tém funcdo de envolver os axénios
dos neurdnios de maneira a isola-los do microambiente do tecido nervoso e a
microglia, que sdo células que agem como macréfagos, participando, portanto,
do mecanismo de defesa (STREIT et al., 1988).

A micréglia € um tipo celular ndo neuronal presente tanto na medula espinal
guanto no cérebro, sendo responsiva a condi¢des fisiopatoldgicas como trauma,
isquemia, inflamagéo e infeccdo (TSUDA et al., 2005; BEGGS & SALTER, 2007;
MILLIGAN & WATKINS, 2009; TRANG et al., 2006). Essas células constituem
apenas 5-10% das células da glia do SNC total. Basicamente a micrdglia €
classificada em dois tipos: micréglia residente derivada de precursores que
migram do saco vitelinico para o SNC, onde residem por toda a vida e a micréglia
derivada da medula 6ssea, que sdo macréfagos perivasculares hematopoiéticos
gue infiltram no SNC durante processos patolégicos como lesdo cerebral,
esclerose mudltipla, encefalomielite autoimune experimental ou doenca de
Alzheimer (ZHANG et al., 2007; PRINZ & PRILLER, 2014; SAWADA et al., 2010).

Uma vez ativada, a microglia rapidamente se converte em um estado
reativo de uma série de progressivas mudancas celulares e moleculares,
incluindo alterag6es morfoldgicas, com delgadas e longas ramificacfes para
condicao hipertrofica, com formato ameboide (ERIKSSON et al., 1993). Além
disso, durante essas alteragcdes, que correspondem a uma ativagao microglial, &
observada a expressdo de diversos marcadores celulares, como a proteina
adaptadora de célcio ionizado (IBA-1) (MCMAHON et al., 2005; TERAYAMA et
al., 2008).
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Essa ativacdo microglial observada apos a inducédo de inflamacdo ou em
situacdes de dor, ja foi amplamente descrito na literatura realizada em diversos
modelos, como por exemplo: inflamacao induzida por Complexo Adjuvante de
Freud (CFA) (RAGHAVENDRA et al., 2004), constricdo crbnica do nervo ciatico
(COLBURN et al., 2007), ligacéo parcial do nervo ciatico (COYLE, 1998) e pela
ligacdo do nervo espinal (COYLE, 1998). Durante a dor neuropética, a micréglia
€ uma das primeiras células a ser ativada. Geralmente essa ativagdo ocorre
cerca de 4 horas apds a lesdo periférica do nervo (TANGA et al.,, 2004),
permanecendo ativa por diversos meses (COYLE, 1998), de acordo com a
gravidade da leséo.

Além da microglia, os astrécitos também tém um papel importante na
sensibilizacdo do impulso doloroso. Essas células representam a maior
populacdo de células da glia do SNC e através da expressdo de numerosas
proteinas e receptores, sdo capazes de manter a homeostase pela regulacao de
ions extracelulares, prétons e neurotransmissores (HAYDON, 2001; HANSSON
& RONNBACK, 2003; SOFRONIEW & VINTERS, 2010). Os astrocitos sédo
ativados em resposta aos mesmos estimulos que induzem a ativacdo da
micrdglia ou também pelos produtos liberados por esta célula quando ela se
encontra ativada (DONG & BENVENISTE, 2001). A ativacdo dos astrocitos é
morfologicamente caracterizada por hipertrofia € um aumento na expressao da
proteina glial fibrilar acida (GFAP) e componente dos filamentos de tamanho
intermediario do citoesqueleto celular (WATKINS & MAIER, 2003).

Experimentalmente, ativacdo astrocitaria, observada pelo seu marcador, o
GFAP, é claramente visivel no corno dorsal da medula espinhal em diversos
modelos de dor, incluindo a constricdo crénica do nervo ciatico, ligagdo do nervo
espinhal, hemissec¢cdo da medula espinal, modelo experimental de cancer
0sseo, radiculopatia lombar, inflamacao induzida por CFA e por formalina (REN
& DUBNER, 2008).

Além disso, ao contrario da microglia, estudos tem encontrado uma
ativacdo mais tardia de astrocitos apds a inducdo da neuropatia periférica,
sugerindo o importante papel dessas células na manutencéo da dor neuropatica
(COLBURN et al., 2007; ROMERO-SANDOVAL et al.,, 2008; TANGA etal.,
2004). Outro estudo demonstrou que animais deficientes para a proteina GFAP

respondem a dor induzida por lesédo nervosa periférica em uma intensidade
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normal, porém com menor duracao (KIM et al., 2009). Além disso, esses
pesquisadores verificaram que o tratamento com GFAP com RNA anti-sentido
em ratos submetidos a neuropatia periférica foi capaz de reverter a dor ja
estabilizada apos seis semanas de lesdo (KIM et al., 2009). Alguns estudos tém
encontrado que 0s astricitos permanecem ativados na medula espinhal por até
trés meses apoés inducdo de neuropatia (COYLE, 1998; LEDEBOER et al., 2005).
Um estudo comparou a expressao de IBA-1 e GFAP no corno dorsal da
medula espinhal em ratos com dor neuropatica induzida pelatranseccao do
nervo espinal L5, e verificou que o aumento na expressao de IBA-1 ocorre no
primeiro dia apos realizagdo da cirurgia, perdurando por 7 dias. J4 a expressao

de GFAP, ndo apresentou alteracdo significativa nos primeiros dias apés a

realizacdo da neuropatia (ROMERO-SANDOVAL et al., 2008). Em adicdo, um
outro estudo demonstrou um importante papel da microglia na manutencéo a
longo prazo de hiperalgesia, mostrando que esse comportamento pode ser
atenuado com a administracdo de um inibidor glial entre 4 a 6 semanas apoés a
lesdo (TAWFIK et al., 2007), sugerindo assim, um envolvimento da micréglia
tanto no desenvolvimento quanto na manutencéo da dor (CLARK et al., 2007,
LEDEBOER et al., 2005; MARCHAND et al., 2005).

A participacdo das células da glia presentes na medula espinhal em
processos nociceptivos foi primeiramente evidenciada por Garrison e
colaboradores (1991), que demonstraram o aumento da densidade dessas
células, mais especificamente de astrécitos, apos a inducdo de ligaduras no
nervo ciatico em ratos. Além disso, essa participacéo foi reforcada por um estudo
demonstrou que a hiperalgesia térmica resultante da injecao s.c. de formalina e
da injecao i.p. de endotoxina, foi bloqueada pela injecao intratecal de inibidores
gliais (WATKINS et al., 1999). Da mesma forma, a hiperalgesia resultante da
injecao periférica de zimosan, um agente pro inflamatorio, também foi bloqueada
por um inibidor metabdlico dessas células (MILLIGAN et al., 2002), reforcando
assim o envolvimento delas na génese da dor.

Para iniciar o processo de sensibilizacdo do impulso doloroso na medula
espinhal, as células da glia quando ativadas expressam uma gama de
receptores, dentre eles destacamos os receptores de reconhecimento padréo
(PRRs) (RAGHAVENDRA et al., 2004; TANGA et al., 2005).



31

1.4 RECEPTORES DE RECONHECIMENTO PADRAO

O principal avanco conceitual na imunidade inata foi a descoberta dos
PRRs, os quais podem reconhecer estruturas microbianas conservadas, que séo
comumentes conhecidas como padrées moleculares associados a patdégenos
(PAMPSs) (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002).

Os PRRs compreendem um conjunto de receptores presentes na
membrana plasmética e no citosol das células do hospedeiro, inclusive nas
células da glia. Uma vez ativados por estimulos microbianos ou enddgenos,
varias vias de sinalizacdo intracelulares sdo ativadas, incluindo as proteinas
guinases ativadas por mitdgenos (MAPKS), o fator nuclear-kB (NF-kB), iniciando
a inducédo de respostas proé-inflamatérias com liberacdo de citocinas (AKIRA et
al., 2006). Dentre os principais PRRs identificados, destacamos os receptores
do tipo Toll (TLRs) (CHEN et al., 2009; TAKEUCHI & AKIRA, 2010).

Os TRLs foram descritos pela primeira vez a partir estudos na mosca de
fruta (Drosophila melanogaster), os quais foram verificados como essenciais
para a protecdo desse inseto contra infeccbes fungicas (HASHIMOTO et al.,
1988). Esses receptores sdo caracterizados por apresentarem repeticdes ricas
em leucina, além de uma regido transmembrana seguida por um dominio
citoplasmatico homélogo, o Toll/IL-1R (TIR). Existem 13 tipos de TRLs descritos
em mamiferos. Funcionalmente, foram identificados 10 TRLs em humanos
(TRL1-10) e 12 TRLs em camundongos (TRL1-9;11-13), uma vez que o TRL10
nao é funcional em camundongos (KAWAI & AKIRA, 2010; TAKEUCHI & AKIRA,
2010).

Estudos in vivo e in vitro mostraram que os TLRs do tipo 4 (TLR4) séao
expressos pela microglia (LEHNARDT et al., 2002) e envolvidos na ativacao
intracelular de segundos mensageiros, tais como as proteinas adaptadoras
MyD88 (proteina de diferenciacdo primaria mieloide 88) e TRIF (adaptador de
interferon- que contém o dominio TIR), que levam a ativagdo do fator de
transcricdo nuclear NF-kB, com consequente inducao da producao citocinas pro-
inflamatoérias (VABULAS et al., 2002), as quais contribuem para o
desenvolvimento e manutencao da nocicepc¢éo. Tanga e colaboradores (2004),
demonstraram que o aumento da ativagdo espinal de TLR4 em microglia

correlaciona-se diretamente com o comportamento de hipersensibilidade
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nociceptiva em ratos apos injuria do nervo ciatico. Em adi¢céo, a expressdo de
MRNA para TLR4 foi aumentada em micréglia de ratos com transeccdo do
segmento espinal L5 do nervo ciatico (TANGA et al., 2005). Além disso, foi
encontrado em camundongos geneticamente modificados com delecao do gene
para TLR4, uma reducdo no desenvolvimento de neuropatia e uma reducao na
ativacdo microglial, associadas a uma significativa reducdo dos niveis de
citocinas pro-inflamatorias (TANGA et al., 2005).

E importante ressaltar que diferentes substancias podem ativar os
receptores TLR4, dentre elas destacam-se os PAMPs, os quais incluem
moléculas que ndo sejam préprias do hospedeiro, como o lipopolissacarideo
(LPS) da parede celular das bactérias; e os padrbes moleculares associados ao
dano (DAMPs), que no caso sdo moléculas enddgenas liberadas, principalmente
durante lesdo, infec¢cdo crénica ou necrose de células ativas ou de matriz
extracelular (KAWAI & AKIRA, 2007).

Nesse contexto, Watkins e Maier (2000) demonstraram que ratos
infectados com LPS apresentaram um maior comportamento doloroso,
representado pela alodinia e hiperalgesia mecanica aumentadas. Além disso, um
estudo demonstrou que a adminstracdo intratecal de LPS induziu alodinia
mecanica e aumentou a atividade de neurdnios no corno dorsal da medula
espinhal (REEVES et al., 1996). Em adicdo, outro similar demonstrou que esse
efeito nociceptivo induzido pelo LPS foi prevenido pelo pré-tratamento com o
inibidor de micréglia, a minociclina (SAITO et al., 2010). Assim, tais evidéncias
sugerem que 0 mecanismo nociceptivo do LPS ocorre pela ativacdo dos TLR4
expressos na micrdglia espinhal.

Nos Ultimos anos, uma atencdo consideravel tem sido atraida por
DAMPs. Os DAMPs sao secretados ou expostos por células vivas sob estresse
ou até mesmo por celulas mortas, estando principalmente ligado a
inflamacado. No entanto, mais recentemente, seu papel crucial no reparo tecidual
foi reconhecido (VENEREAU et al.,, 2015). Estudos demonstraram que sua
producdo esta associada com uma degeneracdo walleriana cronica de fibras
nociceptivas, uma das principais alteracdes causadas pela dor neuropatica
induzida por quimioterapicos, com consequente liberacdo de DAMPS, bem
como, desenvolvimento de nocicepcao (KIM et al., 2009; VARGAS & BARRES,
2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3303935/#R187
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3303935/#R124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3303935/#R219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3303935/#R219
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Posteriormente, Li e colaboradores (2014) descreveram a participacao do
TLR4 na dor neuropatica induzida pelo quimioterapico PTX (NPIQ). Nesse
estudo, esses autores encontram um aumento da expressao de TLR4 em ganglio
da raiz dorsal e na medula espinal de ratos, apos o tratamento com 0 PTX e esse
aumento nao foi verificado no grupo de animais que recebeu o antagonista para
TLR4. Esse antagonista também reverteu o comportamento nociceptivo induzido
pelo PTX. Além disso, experimentos com imunofluorescéncia revelaram uma co-
localizacdo de TLR4 com células da glia em medula espinal de animais com
neuropatia induzida pelo PTX.

Esse mesmo grupo de estudo também demonstrou que durante ativacdo
de TLR4 na neuropatia induzida pelo PTX ocorre uma ativacéo da via intracelular
de MAPKs, como a P38 e as ERK1 e 2 (quinases reguladas por sinais
extracelulares) (LI et al., 2015).

Assim, de acordo com os estudos previamente descritos, o TLR4
expresso nas células da glia pode responder a substancias oriundas da
guimioterapia, tais como DAMPs; e também por PAMPs, que levam a ativacdo
de NFk-B intracelular e subsequente a producéo de citocinas pro-inflamatorias,
gue podem participar tanto da inducdo quanto da manutencdo da dor
neuropatica.

Esses estudos sédo importantes, pois demonstram que o0s TLR4
reconhecem ligantes enddégenos e exdégenos (DAMPS e PAMPS) ndo so
envolvidos com a infeccdo ou lesdo, mas também com outros processos
fisiopatoldgicos como a dor. Assim varias estratégias para o tratamento tém sido
desenvolvidas para controlar esse sintoma e o principal o enfoque do presente
estudo seria investigar o efeito do CBD no alivio da dor.

1.5 CANABIDIOL E DOR

No decorrer dos anos com 0s avangos nas técnicas de isolamento, a
estrutura quimica da Cannabis sativa foi melhor elucidada. Em 1963, o grupo do
Prof. Mechoulan isolou o0 CBD e registou sua correta estrutura e estereoquimica
(MECHOULAM & SHVO, 1963) (Figura 2). Um ano mais tarde, esse mesmo
grupo isolou o tetrahidrocanabinol (A*-THC) (MECHOULAM & SHVO, 1963).
Entretanto, diferente do CBD, o A9-THC apresenta efeitos colaterais psicoativos
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gue o limitam de sua utilidade clinica (JOHNSON et al., 2010). Desse modo,
inUmeros estudos tém crescido investigando o uso do CBD no tratamento de
diversas patologias, principalmente na dor crénica (COSTA et al., 2007; TOTH
et al., 2010; XIONG et al., 2012).

Figura 2- Estrutura quimica do CBD

Fonte: MECHOULAM & SHVO (1963)

Seu efeito pode ocorrer principalmente pela ativacdo de dois tipos de
receptores da familia de receptores acoplados a proteina G, descritos como
receptor para canabinéides do tipo 1 (CB;) e do tipo 2 (CB,), respectivamente
(Figura 3). Ambos os receptores sdo acoplados negativamente a enzima
adenilato ciclase e positivamente a MAPK (PERTWEE, 2001).

Figura 3- Representagdo esquematica do sistema endocanabindide.

Neurénio
prée-sinaptico

Neurénlo
pos-sinaptico

Legenda: AEA: Anandamida/2-AG: 2 Araquidonilglicerol / FAAH: Acido Graxo Aminohidrolase /
MGL: Monoacilglicerol Lipase / TRPV1: Receptor Vanilide de Potencial Transitorio do
Tipo 1/ CB1-CB2: Receptores canabindides tipo 1 e tipo 2.

Fonte: Adaptado de Saito et al., 2010.
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Dentro desse contexto, evidéncias tém demonstrando a agdo do CBD no
controle da dor inflamatéria e a dor neuropatica. Um dos primeiros estudos
experimentais que demonstrou a acao antinociceptiva do CBD foi realizado por
Costa e colaboradores (2004). Nesse estudo, foi encontrado que a administracéao
oral de CBD reverteu a hiperalgesia térmica induzida pela carragenina de
maneira dose dependente (5-40 mg/kg). Além disso, esses autores
correlacionaram esse efeito com uma reducdo de alguns marcadores
inflamatérios como: prostaglandina E2 (PGE;), cicloxigenase (COX) e a
producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO).

Em adicdo ao controle da dor inflamatoria, o tratamento por via oral com o
CBD também foi eficaz em reduzir a alodinia mecanica e a hiperalgesia térmica
induzida pela constricao cronica do nervo ciatico em ratos (COSTA et al., 2007).
Um estudo demonstrou que a administracdo de CBD na regidao ventro- lateral
da Substéancia Cinzenta Periaquedutal (SCP), uma importante area da via
descendente modulatéria da dor, reduziu a atividade elétrica das células do bulbo
rostral ventro medial (RVM), outra area envolvida na modula¢do descendente da
dor (MAIONE et al., 2011). Além disso, esse efeito foi associado a um aumento
da laténcia de retirada de cauda frente a estimulo nociceptivo térmico.
Entretanto, diferente dos resultados encontrados por Costa e colaboradores
(2004), esses efeitos nesse estudo foram revertidos por antagonistas para o0s
receptores CB;, adenosina AD1 e TRPAL (receptor de potencial transiente do
tipo A). Além disso, o CBD demonstrou aumentar significativamente os niveis de
AEA e 2-AG na PAG ventro lateral (MAIONE et al., 2011).

Além dos mecanismos previamente citados, um outro estudo realizado em
camundongos demonstrou que a administragdo do CBD tanto por via nasal
guanto por via i.p. reduziu a alodinia mecanica e a hiperalgesia térmica induzida
por um modelo de neuropatia diabética. Além disso, esse achado foi
correlacionado com a reducdo da ativacdo microglial na medula espinal. Em
ambos os experimentos, o efeito encontrado pelo CBD foi revertido pela pré-
administracdo de um antagonista para os receptores CB,. Sugerindo assim, a
ativacdo desses receptores pelo CBD pode modular a ativacdo das células
microgliais espinais, e consequentemente o desenvolvimento da nocicepcao
(TOTH et al., 2010).
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Uma série de estudos experimentais tem sugerido que a ativagdo de
células gliais na medula espinhal facilita a transmissdo do estimulo doloroso e
contribuindo para a indugédo e a manutencdo da dor neuropatica (MILLIGAN;
WATKINS, 2009). Neste contexto € importante mencionar que tem sido
reportada a expressao de receptores CB, em células microgliais e astrécitos de
roedores (NODA et al., 2007). Assim nés hipotetizamos que a ativacdo de
receptores CB, em micrdglia e astrécitos espinais pelo CBD poderia modular a
acdo de TLR4 nessas células, controlando assim a nocicepgao.

Como suporte para essa hipétese, um estudo demonstrou que agonistas
para os receptores CB, foram capazes de reduzir a producao de citocinas pro-
inflamatorias, oriundas de células microgliais in vitro e este efeito foi
correlacionado com o alivio de sintomas nociceptivos, como a hiperalgesia
térmica e a alodinia mecanica in vivo (MERIGHI et al., 2012). Em adic&o, outro
estudo que demonstrou que a micréglia sintetiza endocanabindides,
principalmente o 2-AG, que em seguida aumenta a proliferacdo dessa célula in
vitro, por meio da ativacao dos receptores CB, podendo assim promover um
mecanismo de feedback negativo, o qual pode ser importante de acordo com a
origem de tal ativacdo (CARRIER et al., 2004). No entanto, nenhum estudo
investigou a influéncia do receptor CB, sobre a ativacdo de TLR4 em células
microgliais espinhais.

Kozela e colaboradores (2017) demonstraram que o CBD reduziu a
atividade astrocitaria em modelo de lesdo do nervo ciatico em camundongos,
além de diminuir fungdes pro-inflamatdrias. Em um outro estudo, demonstraram
que o CBD reduziu a reatividade dos astrécitos em ratos neonatos (PEREZ et
al., 2013). A administracdo do agonista para receptores CB,, 0 AM1241, em
ratos, reduziu a ativacdo de astrocitos em um modelo de nocicepcéao induzida
por ligadura de nervo (SHIUE et al., 2017) e na neuropatia periférica induzida por
PTX (RAHN et al., 2014)

Além disso, estudos demonstraram que o CBD tem uma ac¢éo de inibir a
inativacdo de endocanabindides, por inibir a enzima FAAH (fatty acid amide
hydrolase), responséavel pela inativacdo da anandamida (AEA) e do 2-Aracdonil
glicerol (2-AG). Uma vez que tais moléculas endégenas estdo aumentadas em
certas condi¢fes patologicas, o CBD pode atuar potencializando a a¢édo desses
endocanabindides (FERNANDEZ-RUIZ et al., 2012). Garcia-Arencibia e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shiue%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28492437
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colaboradores (2007) demonstraram utilizando modelo de animal macho adulto
com a lesdo unilateral dos neurdnios dopaminérgicos da via nigro-estriatal,
causada pela toxicidade através da aplicacdo 6-hidroxidopamina, que o CBD
apresenta efeito neuro protetor. Costa e colaboradores (2009), em um estudo
utiizando 17 pacientes com esclerose mdltipla, uma doenca inflamatoria
desmielinizante do SNC, demonstraram que o CBD foi eficaz na reducéo da dor
neuropatica nos pacientes. Em um estudo utilizando modelos experimentais da
doenca de Alzheimer, in vivo e in vitro, demonstrou-se que a administracao, tanto
do CBD como do WIN 55,212-2, um agonista canabindide, reduziu os niveis de
B-amil6ide, bem como a atividade da microglia.

Além disso, um estudo demonstrou que o CBD como agonista seletivo do
receptor CB,, atenuou a dor neuropatica induzida por cisplatina e PTX (DENG et
al., 2012). J4& Ward e colaboradores (2011; 2014) demonstraram que o CBD
impediu o desenvolvimento da sensibilidade mecéanica induzida pelo PTX em
camundongos.

Desse modo, sabendo que o CBD é uma importante estratégia de
tratamento para o controle da dor e tendo em vista seu amplo beneficio para
pacientes com cancer, 0 seu uso para o controle da dor neuropatica induzida
pelo tratamento quimioterapico pode ser de grande valia. No entanto, os
mecanismos pelos quais o CBD pode inibir as células gliais, a nivel espinhal,

ainda sao pouco elucidados.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5554313/#bph13887-bib-0009

38

2 OBJETIVOS
Os objetivos deste trabalho estéo descritos abaixo.
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se a inibicdo do TRL4 participa do controle da nocicepcéao pelo

CBD na ativacéo glial espinhal em modelo de dor induzida por paclitaxel e LPS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

S&o os objetivos especificos do trabalho:

a) Investigar o efeito do CBD sobre a dor neuropética induzida pelo PTX
e nocicepc¢ao induzida por LPS;

b) Investigar a participacdo de receptores CB, na antinocicepcéo
promovida pelo CBD na dor neuropatica aguda e cronica induzida pelo
PTX e na nocicepc¢ao induzida por LPS;

¢) Investigar o envolvimento dos endocanabindides na antinocicepgao
produzida pelo CBD na dor neuropatica aguda e crénica induzida por PTX
e na nocicepc¢ao induzida por LPS;

d) Investigar o envolvimento da micréglia espinhal na dor neuropatica
aguda e croénica induzida por PTX e na nocicepcéo induzida por LPS;

e) Investigar o envolvimento do astrocito espinhal na dor neuropéatica
aguda e cronica induzida por PTX e na nocicepcgéo induzida por LPS;

f) Investigar a participagéo do receptor TRL4 espinhal na dor neuropatica
aguda e croénica induzida por PTX e na nocicepcéo induzida por LPS;

g) Investigar o efeito do CBD sobre os niveis de citocinas pro-inflamatorias

na dor neuropdtica induzida pelo PTX e na nocicepc¢do induzida porLPS;
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3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizado neste estudo estao descritos a seguir.

3.1 ANIMAIS

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizados camundongos
Swiss machos (Mus musculus), pesando entre 25 e 30g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). Ao longo do periodo dos
experimentos, o0s animais foram mantidos em estantes ventiladas, com
temperatura controlada de 23°C e ciclo claro/escuro de 12 horas. A
disponibilidade de a4gua e comida foi de livre acesso aos animais. Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com a Associacao Internacional para
o Estudo da Dor e orientacbes sobre o uso de animais de laboratério
(Zimmermann, 1983) e com a Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Alfenas-MG (protocolo aprovado n°: 676/2015).

Figura 4: Camundongo Swiss

Fonte: Arquiv pessoal
3.2 DROGAS

No estudo foram utilizadas as seguintes drogas e substancias:

a) Lipopolissacarideo bacteriano de Escherichia coli (LPS, serotype 026:
B6, Sigma, EUA), um agonista de TLR4, diluido em salina estéril (0.9%);
b) AM630 (6-iodo-2-methyl-1- [2- (morpholinyl) ethyl] -1H-iodol-3-yl
(methoxyphenyl) methanone (Tocris, EUA), antagonista seletivo para o
receptor CB,, diluido em salina estéril (0.9%) e DMSO (20%);

¢) Minociclina (Sigma, EUA), um inibidor seletivo de micrdglia, diluido em

salina estéril (0.9%);
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d) Fluorocitrato (Sigma, EUA), um inibidor de astrdcito, diluido emsalina
estéril (0.9%);

e) LPS-RS (Invivogen, EUA), antagonista de TLR4, diluido em salina
estéril (0.9%);

f) Canabidiol (CBD, 1570/10, Tocris, EUA) diluido em salina estéril (0.9%)
e Tween 80 (5%);

g) Paclitaxel (PTX, Sigma, EUA), diluido etanol, cremofor e salina estéril
(0.9%);

3.3 VIAS DE ADMINISTRACAO DAS DROGAS

3.3.1 Viaintratecal

Para a realizacdo das injecfes intratecais (i.t.), utiizamos o método
proposto por Hylden e Wilcox (1980). Incialmente, os animais foram sedados por
inalagéo de isoflurano (2%) por meio de um sistema de vaporizagao calibrada.
Apbs encontrar 0 0sso iliaco (espinhas iliacas ventrais) e as vértebras lombares
(segmentos L5 e L6), por meio de palpacdo, uma agulha de niamero 29G (13 x
0,33) foi inserida diretamente no espaco subaracnodideo cada animal.
Imediatamente apos a insercdo e, ap0s a verificacdo do reflexo de retirada da
cauda, foi realizada a injecdo em um volume total de 5uL para cada droga ou
veiculo.

Previamente a esse procedimento e com o0 objetivo de assegurar a
administracdo correta das drogas, foi realizado um treinamento para o
aprimoramento dessa técnica com a injegao de 0,5uL de lidocaina (2%). Como
resposta positiva da administracdo i.t.,, observava-se a paralisia dos membros
traseiros dos animais (RADHAKRISHNAN et al., 2003).
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Figura 5: Via de administragéo intratecal

Fonte: Oliveira (2015)

3.3.2 Viaintraperitoneal

A administracdo intraperitoneal € normalmente a via mais utilizada na
experimentacdo com roedores. A injecdo € realizada no quadrante inferior
esquerdo posterior do abdome do animal. Para a realizacdo, o animal é contido
pelo dorso e a substancia € injetada em um volume de 10 mL/Kg na cavidade
peritoneal entre os érgaos abdominais. O tamanho das agulhas normalmente
utilizado € de 25x5 ou 25x7 mm (SAAD-HOSSNE, 1997).

Figura 6: Via de administracéo intraperitoneal

Fonte: Arquivo pessoal

3.4 INDUCAO DO MODELO DE DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR
QUIMIOTERAPICO

A dor neuropatica por quimioterapico foi induzida pelo tratamento com

PTX, segundo metodologia proposta por Polomano e colaboradores (2001) e
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adaptada para camundongos (SMITH et al., 2004). O PTX foi administrado por
via intraperitoneal (i.p.) na dose de 2 mg/Kg, 1 vez ao dia, durante 6 dias, de
acordo com o protocolo experimental descrito na figura 6. Os animais controle
receberam o veiculo (solucdo salina estéril a 0,9%) do PTX.

O CBD também foi administrado i.p. na dose de 10 mg/Kg (COSTA et al.,
2004), diariamente, 1 vez ao dia por 6 dias, alternadamente ao tratamento com
PTX.

3.5 INDUCAO DE NOCICEPCAO INDUZIDA PELO LPS BACTERIANO

Com o intuito de investigar os mecanismos de acdo do CBD frente a
nocicep¢cdo induzida pelo PAMP LPS, foi realizado um experimento com
diferentes doses (25, 50 e 100ng) de LPS administrado por via i.t., e assim, a
dose que obteve uma melhor resposta nociceptiva foi utilizada nos experimentos

posteriores que investigaram essa via.

3.6 ROTA ROD

Para avaliar se o efeito do CBD era antinociceptivo e ndo na reducéo da
coordenacdo motora utilizamos o teste do Rota rod. A coordenag&o motora foi
avaliada pelo tempo em que o animal passou caminhando sobre uma haste
giratéria (Dunham & Miya, 1957) durante 2 minutos (tempo de corte). O aparelho
utilizado consta de uma haste giratéria horizontal, revestida de plastico
antideslizante, suspensa a uma altura de 25-30 cm e com rotacao constante (16
rpm). Camundongos Swiss machos (n=6) por grupo) foram submetidos a trés
sessbes de treinamento nos dias que antecederam o0s experimentos. A
coordenacdo motora foi avaliada imediatamente antes (basal) e apds o
tratamento com controle (animais que receberam véiculo do canabidiol e do
paclitaxel), CBD+Vei (animais que receberam canabidiol e veiculo do paclitaxel),
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e paclitaxel), Vei+PTX (animais
gue receberam veiculo do canabidiol e paclitaxel) e xilazina, utilizada como

controle positivo (2 mg/kg, s.c.).
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3.7 TESTE NOCICEPTIVO: VON FREY FILAMENTOS

Para a avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico, os animais foram
mantidos inicialmente em suas caixas oriundas do biotério, dentro da sala de
avaliacdo comportamental por 30 minutos, com o intuito de ambientacdo dos
mesmos. Logo em seguida, foram colocados em caixas individuas de vidro do
aparato para avaliacdo do limiar nociceptivo (Figura 7A), as quais estavam
posicionadas sobre uma grade de metal, que permite o acesso e a avaliagcao do
limiar nociceptivo pelo filamento de von Frey (Stoeling, Wood Dale, IL, EUA,
Figura 7B). Durante a realizacdo da medida, o filamento gera uma pressao
mecanica), que pode ser imposta por meio de diferentes espessuras (Figura 7C).
Durante o teste, o filamento é aplicado de forma perpendicular e com forca
suficiente para curva-los na superficie plantar da pata posterior direita de cada
animal, até que o animal realize o movimento de retirada do membro que na
maioria das vezes é seguido de lambida do mesmo.

Em cada avaliagcao sao realizadas 3 medidas, separadas por intervalos de
3 minutos cada e a média dessas 3 medidas foi descrita como o limiar mecéanico,

avaliado em gramas (Q).
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Figura 7: Teste do Von Frey filamentos
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Legenda: A e B aparatos utilizados para colocar os animais durante o experimento. A: visdo
completa das caixas dispostas sobre a mesa; B: visao inferior da grade de metal e
posicionamento dos camundongos; C: os filamentos utilizados e em destaque uma
amostra do posicionamento desse filamento durante a aplicacdo do estimulo. S

Fonte: Oliveira (2015)
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3.8 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS DOS TESTES COMPORTAMENTAIS

3.8.1 Investigacao do efeito do CBD na nocicepc¢éo induzida por LPS

Para os experimentos realizados com o intuito de investigar o efeito do CBD
sobre a nocicepc¢dao induzida pelo LPS, inicialmente realizamos um experimento
para escolher a melhor dose a ser utilizada desse PAMP e agonista dos TLRA4.
Em seguida, ap6s determinada a dose de LPS, um experimento com as
diferentes doses de CBD foi realizado, com o intuito de avaliar o envolvimento
desse canabindide na possivel alodinia mecanica induzida pelo LPS. Dez
minutos antes da injecdo do CBD e 40 minutos antes da injecdo do LPS, os
animais foram tratados com o AM630, para investigar o envolvimento dos
receptores CB;.

Além disso, para investigar o envolvimento da microglia, astrécitose TLR4
na nocicepcéao induzida pelo LPS, bem como, o efeito do CBD sobre essa via,

0s animais foram pré-tratados com minociclina, fluorocitrato e o LPS-RS, apos
30 minutos da inje¢ao do CBD e 10 minutos antes da injecdo do LPS (Figura 5).
Desse modo, para a realizagéo dos protocolos descritos anteriormente, 0s
animais foram divididos nos seguintes grupos (n=6): I) LPS (25, 50 e 100 ng),
animais que receberam injecéo i.t. de diferentes doses de LPS); Il) CBD+LPS,
animais que receberam CBD (i.p.) e LPS (i.t.); lll) CBD+AM630+LPS, animais
gue receberam CBD (i.p.) seguido das injecdes i.t. de AM630 e LPS; V)
CBD+LPS+MINO, animais que receberam CBD (i.p.) seguido das injecfes i.t. de
minociclina e LPS; V) CBD+FC +LPS, animais que receberam CBD (i.p.) seguido
das injecdes i.t. de fluorocitrato e LPS; VI) CBD+LPS-RS +LPS, animais que
receberam CBD (i.p.) seguido das injecdes i.t. de LPS-RS e LPS.

Figura 8 — Protocolo de avaliagcéo do efeito do CBD sobre a nocicepg¢éo induzida pelo LPS.

LP'5-A.5, minociciing
AME30 ou fluorocitrato Madidzs do limlar noclcaptivo
10 min 10 min
& ¥
MB cBD ™ LIPS 1 3 5 7 24 43
Tempo (1)

Legenda: LPS: lipolissacarideo, CBD: canabidiol, MB: medida basal do limiar nociceptivo.
Fonte: Da autora.
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3.8.2 Investigacao do efeito do CBD na nocicepc¢éo induzida pelo PTX

Para investigar o possivel efeito do CBD na nocicepcao induzida pelo
PTX, os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: grupo
CBD+PTX (n=6), composto por animais que receberam 6 injecbes em dias
alternados de CBD (i.p.) e 6 injecbes em dias alternados de PTX; CBD+VEC
(n=6), composto por animais que receberam CBD (i.p.) e inje¢cdes do veiculo do
PTX (i.p.) (cremofor+etanol+salina estéril 0,9%); VEC+PTX (n=6), composto por
animais que receberam o veiculo do CBD (tween80+salina estéril 0,9%) e
injecdes de PTX e VEC+VEC (n=6), animais que receberam o veiculo do CBD e
0 veiculo do PTX. Ja, para investigar a participacdo dos receptores CB2, foi
administrado o AM630, 20 minutos antes da injecdo do CBD, para o receptor
TRL4, micréglia e astrécitos, foram administradas injecdes do LPSRS,
minociclina e fluorocitrato, no 7 (dor aguda) e no 14° dia (dor crbnica) da
administracdo do PTX (Figura 10 e 11). Os animais utilizados nestes
experimentos foram divididos em grupos experimentais, similares aos descritos
acima.

Além disso, nds realizamos um experimento que comparou o efeito do
CBD ao da morfina na alodinia mecéanica induzida pelo PTX. Para tal, utilizamos
0s seguintes grupos: MORF+PTX (n=6), composto por animais que receberam
morfina subcutanea (s.c.) e PTX; MORF+VEC (n=6), composto por animais que
receberam morfina (s.c.) e injecbes do veiculo do PTX (i.p.)
(cremofor+etanol+salina); VEC+PTX (n=6), composto por animais que
receberam o veiculo da morfina (salina) e inje¢cdes de PTX, CBD+PTX (n=6),
animais que receberam CBD e PTX e VEC+VEC (n=6), animais que receberam

o veiculo da morfina e o veiculo do PTX.
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Figura 9— Protocolo de avaliagédo do efeito do CBD sobre a neuropatia induzida pelo PTX.
CED CBD CED CBD CED CED
DmIT [T | LT | l l
0 BN 7 ARAN 14 21 28
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Legenda: PTX: paclitaxel, CBD: canabidiol, MB: medida basal do limiar nociceptivo, M: medida
do limiar nociceptivo.
Fonte: Da autora.

Figura 10— Protocolo de avaliagéo do efeito da morfina sobre a neuropatia induzida pelo PTX.
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Legenda: PTX: paclitaxel, MORF: morfina, M: medida do limiar nociceptivo.
Fonte: da autora.

Figura 11— Protocolo de avaliagédo da participacdo do TRL4, microglia e astrocitos na fase aguda
da dor neuropatica induzida pelo PTX.
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Legenda: PTX: paclitaxel, CBD: canabidiol
Fonte: Da autora.

Figura 12 — Protocolo de avaliacdo da participacdo do TRL4, micréglia e astrécitos na fase
cronica da dor neuropatica induzida pelo PTX.
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Legenda: PTX: paclitaxel, CBD: canabidiol, M: medida do limiar nociceptivo.
Fonte: da autora.
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3.9 AVALIACAO DO EFEITO DO CBD SOBRE OS NIVEIS DE CITOCINAS
PRO-INFLAMATORIAS PELO ENSAIO DE ELISA

Para a investigacdo do efeito do CBD sobre os niveis de citocinas pro-
inflamatorias no modelo de nocicepc¢ao induzido por LPS e PTX, foi realizado o
ensaio de ELISA.

Imediatamente apos Ultimo dia do experimento, as medulas espinhais
(segmentos L4 a L6) de cada animal tratados com LPS ou PTX, LPS ou PTX e
CBD e controle, que sao seus respectivos veiculos, foram removidas e colocadas
em microtubos contendo uma solucéo de PBS 0,1 M (pH=7.4). Logo em seguida,
as medulas espinais foram homogeneizadas e o homogenato foi centrifugado a
3,000 x g por 10 minutos em uma temperatura de 4°C e cada sobrenadante foi
retirado e adicionado em criotubos, os quais foram armazenados em um
biofreezer a uma temperatura de -80°C até o momento da analise.

Posteriormente, os niveis de interleucina 1-beta (IL-1B) e do fator de
necrose tumoral a (TNF-a) foram dosados por meio de kits especificos
(PeproTech' EUA). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
instrucBes do fabricante.

Para a analise, microplacas com 96 pocos foram sensibilizadas com
anticorpos monoclonais de captura e posteriormente tiveram o0s sitios
inespecificos bloqueados com solucdo de albumina bovina. Apés lavagem, as
amostras ou padrdes foram incubadas com o anticorpo de deteccdo, com a
solucdo de avidina-peroxidase e posteriormente adicionada uma solucdo
cromogénica para as leituras das reacdes colorimétricas, as quais foram
realizadas a 405nm de comprimento em um leitor de microplacas (Synergy H1,
BioTek). Os calculos foram realizados a partir da curva padrdao para

determinacao das concentracdes das amostras.

3.10 AVALIACAO DO EFEITO DO CBD SOBRE A CO-LOCALIZACAO DOS
RECEPTORES CB2 E TRL4 PELA IMUNOFLUORESCENCIA

Com o intuito de demonstrar a influéncia do CBD sobre a colocalizacédo dos
receptores CB, e TRL4, em animais que receberdo LPS e PTX, foi realizado o

ensaio de imunofluorescéncia de dupla marcacdo em seccdes medula espinal
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(segmentos L4-L6). Apdés o Ultimo dia de experimento, os animais foram
anestesiados via i.p. com tribromoetanol 2,5% (TBE,0,1mL/kg) e perfundidos
transcardialmente com solucéo tampao de fosfato PB 0,01 M (pH 7,4) seguida
por 4% de paraformaldeido (PFA) em tampéao fosfato 0,1 M (PBS, pH 7,4). As
medulas foram removidas e poés-fixadas durante 2 h em PFA a 4% e, entdo
armazenadas por 30 h em 30% de sacarose para crioprotecao. Logo em seguida,
seccOes coronais (30 um) das medulas foram obtidas num criostato e lavadas
em PBS 0,1 M. Logo apos, foram incubadas durante 2 h em 5% de soro bovino
(BSA, Sigma) e PBS 0,1 M, pH 7,4 contendo 0,1% de Triton X-100. Em seguida,
as seccoes foram incubadas durante 24 horas em uma mistura de anticorpo
primario policlonal de coelho anti-CB, (diluido 1:100, SANTA CRUZ®, USA)
diluida em PBS 0,1M + BSA a 1% + 0,1% de Triton X e anticorpo primario
policlonal de rato anti-TRL4 (diluido 1:400, Abcam, USA) diluida em PBS 0,1M +
BSA a 1% + 0,1% de Triton. Apos incubacdo no anticorpo primario, as secc¢des
de tecido foram lavadas em PBS 0,1M e incubadas sequencialmente com Alexa
488 goat anti-rabbit IgGs (1:200; SANTA CRUZ®) e Alexa 594 anti-rat 1gGs
(1:400; INVITROGEN®) por 2 h (CASAROTTO et al., 2012). Apos esse
processo, as seccdes foram lavadas em PBS 0,1M. Subsequentemente, os
cortes foram montados em laminas gelatinizadas e seladas com laminulas
usando Fluoromount®. As secdes foram analisadas por microscopia confocal de
fluorescéncia e as imagens capturadas pela camera digital (Nikon, Japao).

3.11 AVALIACAO DO EFEITO DO CBD SOBRE OS NIVEIS DOS
RECEPTORES CB,, TRL4 E DOS MARCADORES DAS CELULAS DA
GLIA IBA-1 E GFAP

Para avaliar os niveis de proteinas do receptor canabindide CB,, TRL4,
IBA-1 e GFAP, foi realizada a analise de Western blot. Para isso, animais de
grupos semelhantes aos descritos acima foram eutanasiados por decapitacéo e,
imediatamente apds, as amostras da medula espinhal (segmentos L4-L6) foram
removidas cuidadosamente, homogeneizadas em tampéo RIPA composto por
um coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) e
armazenados imediatamente em um freezer a -80 °C. As amostras foram

centrifugadas a 15.000 rpm por 10 min e a concentracao de proteina do



50

sobrenadante foi medida pelo método de Bradford. As amostras em tampao de
dodecilsulfato de soédio de Laemmli e 3-mercaptanol foram fervidas e sujeitas a
analise por imunotransferéncia. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE a
10% (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio) e
transferidas para membranas de nitrocelulose com um sistema eletroforético
semi-s4eco (Bio-Rad, Hercules, CA). As membrana foi lavada trés vezes em TBS
1X contendo Tween 20 a 0,05%, bloqueada com albumina sérica bovina a 5%
em TBS por 2 h em temperatura ambiente e depois incubada durante a noite a
4 °C com anticorpos primarios anti-CB, de coelho (1:500, Cayman, EUA), anti-
Ibal de coelho (1:500, Wako, Japao), anti-GFAP de rato (1:400) e anti-TRL4 de
rato (1:400). Apds 3 lavagens em TBS 1X contendo Tween 20 a 0,05%, as
membranas foram incubadas durante 2 h a temperatura ambiente com
anticorpos secundarios especificos. Apds o periodo de incubagdo, a membrana
foi lavada em TBS 1X contendo Tween 20 a 0,05% e, em seguida, um kit de
deteccdo comercial foi aplicado por 3 min (kit de deteccdo de ECL, Bio-Rad,
Hercules, CA). As imagens da analise por imunotransferéncia foram capturadas
em um analisador de imagem por quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad,
Hercules, CA) e as intensidades da banda foram quantificadas. A intensidade de
cada banda foi expressa em relagdo a da B-actina. Os dados sdo expressos

como alteracdes na intensidade da banda normalizadas para o controle.

3.12 DOSAGEM DE ENDOCANABINOIDES AEA E 2-AG POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
(HPLC)

As medulas espinhais (segmentos L4-L6) de grupos semelhantes aos
descritos anteriormente foi enriquecida com 10 pMol de AEA-d8, homogeneizada
em H20 / MeOH e purificada como descrito anteriormente por Bligh e Dyer
(1959). Apds a extragdo, as amostras foram secas, suspensas em 100uL de
MeOH e injetadas no LC-MS / MS. As fases méveis foram agua (A) e acetonitrila
(B), ambas contendo 0,1% de acido férmico. A condi¢do de gradiente: 0 a 1 min,
5% de B; 5 min, 70% de B; 9,5 a 11 min, 98% de B. Uma vazao de 0,5mL / min
e a coluna Ascentis Express C8 (150 x 2,1 mm; 2,7 um) foram empregadas. A
espectrometria de massa foi operada em modo positivo para anélise de MRMHR
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(monitoramento de reacdo multipla de alta resolucéo). Os resultados séo

expressos como pMol por mg de tecido.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como a média + EPM. Para o
tratamento estatistico dos dados comportamentais, foi utilizada a analise de
variancia de duas vias (ANOVA). Ja, o tratamento estatistico dos dados obtidos
pelos ensaios moleculares foi utilizado a analise de variancia de uma via
(ANOVA). Ambas as andlises foram seguidas pelo pés teste de Bonferroni para
comparacdes multiplas e foram consideradas estatisticamente significativas os
valores de P<0,05. As analises estatisticas e elaboracdo de figuras foram

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.
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4 RESULTADOS
Os resultados serdo apresentados a seguir.

4.1 EFEITO DO CBD NA DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR PTX

No gréfico 1A, observa-se que apés 4 dias, a injecdo i.p. de PTX,
promoveu uma significativa alodinia mecéanica (p<0,001, F4.6= 32,56), que
perdurou por 28 dias. J4 nos animais com dor neuropatica, o tratamento com
CBD promoveu uma reversdo significativa (p<0,001, F;2= 32,56) dessa
alodinia, até o 28° dia. Os veiculos dessas substancias ndo alteraram o limiar
nociceptivo (Grafico 1A).

De acordo com o efeito antinociceptivo encontrado pelo CBD, foi realizado
um experimento para comparar tal resultado com a morfina, um opidide muito
utilizado no controle da dor oncoldgica (XIAO et al., 2016). Assim, o gréafico 2B,
demonstra que a antinocicepcdo promovida pela morfina foi semelhante a
promovida pelo CBD a apds o0 4° dia e o 7° dia do tratamento. ApOs esse periodo,
o tratamento com a morfina ndo induziu antinocicepgao, caracterizando uma
possivel tolerancia desta droga.

Para comprovar que o efeito antinociceptivo do CBD néo foi devido a uma
reducdo na atividade ou coordenacdo motora dos animais, realizamos o teste
comportamental de Rota-rod, no qual verificamos que o CBD néo alterou esses
parametros avaliados (Gréfico 1C).



Grafico 1A—Efeito do CBD na dor neuropatica induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), “indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos VEC+PTX (animais que
receberam o veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+VEC (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
*indica significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos CBD+PTX
(animais que receberam canabidiol e injecdo de pacliaxel) comparado com o grupo
VEC+PTX (animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel), n=6
por grupo. Two way ANOVA seguido do teste de compara¢des multiplas de
Bonferroni. MB: medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.
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Grafico 1B—Efeito do CBD e da morfina na dor neuropatica induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), “indica

significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos VEC+PTX (animais que
receberam o veiculo do canabidiol e inje¢do de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+VEC (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel),
*indica significancia estatistica (p<0,001) em relagdo aos grupos CBD+PTX
(animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+PTX (animais que receberam o veiculo do canabidiol e inje¢éo de pacliaxel) e
™Mindica significAncia estatistica (p<0,001) em relagdo ao grupo MORF+PTX
(animais que receberam injecdo subcutdnea de morfina e injecdo de paclitaxel)
comparado com o grupo VEC+PTX (animais que receberam o veiculo da morfina e
injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo. Two way ANOVA seguido do teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni. MB: medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: da autora.
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Grafico 1C-Efeito do CBD na atividade motora na dor neuropatica
induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da laténcia (min). ***indica diferenca
estatistica (p<0,001) entre os grupos VEC+PTX (animais que receberam o
veiculo do canabidiol e inje¢édo de paclitaxel) e Xilazina (animais que receberam
xilazina) e o grupo controle e * indica diferenca estatistica (p<0,05) entre os
grupos CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel)
e os grupos Vei+PTX (animais que receberam o veiculo do canabidiol e injecao
de pacliaxel) e Xilazina (animais que receberam xilazina). n=6 por grupo. Two
way ANOVA seguido do teste de comparagfes multiplas de Bonferroni. MB:
medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: da autora.

4.2 INVESTIGACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE NA
ANTINOCICEPCAO INDUZIDA PELO CBD NA DOR NEUROPATICA
INDUZIDA POR PTX

Uma vez demonstrado que o CBD promoveu antinocicepgao,
investigamos a participacdo do sistema endocanabindide neste efeito, a nivel
espinhal. Assim, foi verificado que o efeito antinociceptivo promovido pelo CBD
foi revertido significativamente (p<0,001, F;4,=24,18) pelo antagonista do
receptor CB,, 0 AM630, tanto em fase mais aguda (7° dia) quanto em uma fase

mais cronica (14° dia) apos a indugéo da dor neuropatica (Graficos 2A e 2B). Os
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animais que receberam somente veiculo ndo tiveram alteragBes no limiar
nociceptivo (Graficos 2A e 2B).

Além disso, no gréfico 2C, é possivel verificar que o CBD nos animais com
neuropatia aumentou (p<0,05, F415=5,876) a expressdo dos receptores CB..
Apés o tratamento com o AM630 houve uma reducdo da expressdo desse
receptor nos animais com neuropatia tratados com CBD, reforcando o
envolvimento desse receptor na antinocicepcdo induzida pelo CBD na dor

neuropética.

Gréfico 2A- Participacéo do receptor CB2 na antinocicepgéo produzida pelo CBD em uma
fase aguda da dor neuropdatica induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), *indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos CBD+PTX (animais que
receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo VEC+PTX
(animais que receberam o veiculo do canabidiol e inje¢do de paclitaxel) e ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relagéo aos grupos AM630+CBD+PTX (animais
que receberam AM630, canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+CBD+PTX (animais que receberam veiculo do AM630, canabidiol e injecao de
paclitaxel). n=6 por grupo. Two way ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni. MB: medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.
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Gréfico 2B—Participacdo do receptor CB2 na antinocicep¢éo produzida pelo CBD em uma
fase cronica da dor neuropética induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), “*indica
significancia estatistica (p<0,001) em relagdo aos grupos CBD+PTX (animais que
receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo VEC+PTX
(animais que receberam o veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel) e ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relagédo aos grupos AM630+CBD+PTX (animais
que receberam AM630, canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+CBD+PTX (animais que receberam veiculo do AM630, canabidiol e injecédo de
paclitaxel). n=6 por grupo. Two way ANOVA seguido do teste de comparac6es multiplas
de Bonferroni. MB: medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.
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Grafico 2C- Efeito do CBD na expressao do receptor CB2 na medula espinhal.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar
nociceptivo (g), *indica significancia estatistica (p<0,05) em relagdo ao
grupo CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de
paclitaxel) comparado com o grupo VEC+PTX (animais que receberam
veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel) e findica significancia
estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo CBD+PTX+AM630 (animais
que receberam canabidiol, injecdo de paclitaxel e AM630) comparado
com o grupo CBD+PTX+VEC (animais que receberam canabidiol,
injecdo de paclitaxel e veiculo do AM630). n=4 por grupo. One way
ANOVA seguido do teste de comparag6es multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

Visto que o CB, participa da antinocicepgéo promovida pelo CBD e que
esse efeito pode ser através de endocanabindides, pois Kozela e colabores
(2007) demonstraram que o CBD aumenta os niveis de AEA, também realizamos
a dosagem de endocanabindides AEA e 2-AG para avaliar esse efeito na
neuropatia induzida pelo PTX. Desse modo, o CBD promoveu 0 aumento
significativo (p<0,001, F4,5=22,65) niveis de AEA e 2-AG (Gréficos 2D e 2E).
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Entretanto, 0 aumento dos niveis desses endocanabindides foi inibido (p<0,001,
F425=22,65) nos animais com neuropatia tratados com o veiculo do CBD e com
0 antagonista do receptor CB,, sugerindo, mais uma vez, a participacdo desse
receptor, bem como do sistema endocanabindide, na antinocicep¢ao promovida

pelo CBD a nivel espinhal.

Gréfico 2D—Efeito do CBD nos niveis de AEA na medula espinhal.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos
endocanabindides AEA (pg/mg). **indica diferenca
estatistica (p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais
gue receberam canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de
paclitaxel) comparados ao grupo controle (animais que
receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
#indica diferenca estatistica (p<0,001) entre 0s grupos
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de
paclitaxel) e VEC+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol e injecdo de paclitaxel) e o grupo
AM630+CBD+PTX (animais que receberam AM630,
canabidiol e injecao de paclitaxel). n=6 por grupo. One way
ANOVA seguido do teste de comparacbes mdaltiplas de
Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 2E-Efeito do CBD nos niveis de 2-AG na medula espinhal.
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Nota: Os dados representam a meédia + E.P.M. dos niveis dos
endocanabindides 2-AG (pg/mg). ***indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais que receberam
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e CBD+PTX (animais que
receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparados ao
grupo controle (animais que receberam veiculo do canabidiol e
veiculo do paclitaxel) e *indica diferenga estatistica (p<0,001)
entre os grupos CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e
injecdo de paclitaxel) e VEC+PTX (animais que receberam
veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel) e o grupo
AM630+CBD+PTX (animais que receberam AM630, canabidiol
e injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de compara¢des multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.3 PARTICIPACAO DA MICROGLIA ESPINHAL NA DOR NEUROPATICA
INDUZIDA POR PTX E DO CBD NESSE PROCESSO

Estudos recentes tém demonstrado que a micréglia € uma das primeiras
células situadas na medula espinhal a responder a resposta nociceptiva,
principalmente induzida pelo PTX (WU et al., 2018), as quais umas vez ativadas,

irdo liberar mediadores pro-inflamatérios, como citocinas e quimiocinas e
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iniciando assim, uma atividade sinaptica aumentada e potencializando o
processo nociceptivo (YAN et al., 2018).

Diante disso, investigamos a participacdo da microglia, a nivel espinhal,
na génese da dor neuropatica induzida por PTX, administrando a minociclina,
uma droga inibidora seletiva para a micrdglia. Sendo assim, os animais com dor
neuropatica pré-tratados com minociclina na dose de lug, apresentaram uma
reducdo da alodinia mecanica, tanto em um periodo agudo (7 dias) quanto em
um periodo crénico (14 dias) da neuropatia. No periodo agudo, o efeito
antinociceptivo promovido pela minociclina perdurou 12 horas (p<0,001, F,
25=19,23) e no periodo mais tardio foi de 5 horas (p<0,001, F,5=38,51) (Graficos
3A e 3B). Os veiculos do CBD e minociclina ndo alteraram o limiar nociceptivo.
Em adicdo, podemos observar que o PTX promoveu o aumento significativo
(p<0,001, F415=10,55) na expressao dos niveis da proteina IBA-1, um marcador
microglial (grafico 3C). Nos animais com dor neuropatica induzida pelo PTX e
tratados com CBD ou minociclina, esse aumento foi inibido (p<0,001,
F415=10,55) Além disso, a minociclina inibiu o0 aumento (p<0,001, F425=22,65)
dos niveis de endocanabindides AEA e 2-AG promovido pelo CBD (Graficos 2D
e 2E), sugerindo a participacdo da microglia na dor neuropética induzida pelo

PTX, bem como, que o CBD pode inibir esse mecanismo.
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Gréfico 3A—Participacdo da micréglia espinhal em uma fase aguda da dor neuropética induzida

por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo ao grupo VEC+PTX (animais que
receberam veiculo do canabidiol e inje¢cdo de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+VEC (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
indica significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos MINO+PTX (animais
que receberam minociclina e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo.
Two way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. MB: medida
basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.
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Grafico 3B—Participacdo da microglia espinhal em uma fase crdnica da dor neuropatica induzida

por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo ao grupo VEC+PTX (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel ) comparado com o grupo
VEC+VEC (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
**indica significancia estatistica (p<0,001) em relac&o aos grupos MINO+PTX (animais
que receberam minociclina e injecao de paclitaxel) comparado com o grupo VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecao de paclitaxel). n=6 por grupo.
Two way ANOVA seguido do teste de comparaces mudltiplas de Bonferroni. MB:
medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.



Grafico 3C-Efeito do CBD na expressao dos niveis da proteina microglial IBA-1 na
medula espinhal na fase aguda da dor neuropatica induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g),
**ndica significancia estatistica (p<0,001) em relagdo ao grupo VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel)
comparado com o grupo controle (animais que receberam veiculo do
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e *indica significancia estatistica
(p<0,001) em relacdo aos grupos CBD+PTX (animais que receberam
canabidiol e injecdo de paclitaxel) e VEC+Mino+PTX (animais que receberam
veiculo do canabidiol, minociclina e inje¢do de paclitaxel) comparados com o
grupo VEC+PTX (animais que receberam veiculo do canabidiol e inje¢éo de
paclitaxel). n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacdes mdltiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 3D- Efeito do CBD nos niveis espinhais de AEA.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos

endocanabindides AEA (pg/mg). ***indica diferengca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais que receberam
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e CBD+PTX (animais que
receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparados ao grupo
controle (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do
paclitaxel) e **indica diferenca estatistica (p<0,001) entre 0s grupos
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecao de paclitaxel)
e VEC+PTX (animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo
de paclitaxel) e o grupo VEC+MINO+PTX (animais que receberam
veiculo do canabidiol, minociclina e injecdo de paclitaxel). n=6 por
grupo. One way ANOVA seguido do teste de compara¢cdes mdltiplas
de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 3E- Efeito do CBD nos niveis espinhais de 2-AG.
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Nota: Os dados representam a meédia + E.P.M. dos niveis dos
endocanabindides 2-AG (pg/mg). **indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais que receberam
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e CBD+PTX (animais que receberam
canabidiol e inje¢cdo de paclitaxel) comparados ao grupo controle
(animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel)
e ™indica diferenca estatistica (p<0,001) entre os grupos CBD+PTX
(animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) e VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel)
e 0 grupo VEC+MINO+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol, minociclina e injecao de paclitaxel). n=6 por grupo. One way
ANOVA seguido do teste de comparag8es multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.4 ENVOLVIMENTO DE ASTROCITOS ESPINHAIS E O EFEITO DO CBD NA
DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR PTX

Apos verificado um possivel envolvimento da microglia espinhal na dor
neuropdtica induzida pelo PTX, investigamos também a participacdo dos
astrocitos nesse efeito, tendo em vista que, tais células também séo descritas
envolvidas na sensibilizacdo da dor a nivel espinhal (NAGUIB et al., 2012).
Assim, o pré-tratamento com o fluorocitrato (Lnmol, i.t.), um inibidor de astrocitos,

reverteu a alodinia mecanica tanto na fase aguda (7° dia), por 7 horas (p<0,001,
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F425=37,54), como na crbnica (14° dia), também por 12 horas (p<0,001,
F425=38,10) (Gréfico 4A e 4B). Os animais que receberam veiculo néo
apresentaram alteracdes no limiar nociceptivo.

No gréfico 4C, podemos observar que o0s animais tratados com
fluorocitrato, apresentaram uma reducdo significativa (p<0,05, F;:5=3,862) da
expressao de proteinas para o GFAP, um marcador de astrocito. Além disso, o
pré-tratamento com fluorocitrato inibiu o aumento (p<0,001, F415=3,862) da
sintese de endocanabindides, AEA e 2-AG, promovido pelo CBD (Graficos 4D e
4E), sugerindo também a participacao dos astrocitos na dor neuropatica induzida
pelo PTX.

Grafico 4A- Participacdo de astrocitos na fase aguda da dor neuropatica induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo ao grupo PTX+VEC (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+VEC (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
*indica significancia estatistica (p<0,001) em relagdo aos grupos FC+PTX (animais
que receberam fluorocitrato e injecao de paclitaxel) comparado com o grupo VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo.
Two way ANOVA seguido do teste de comparagdes mdltiplas de Bonferroni. MB:
medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.
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Grafico 4B- Participacao do astrocito em uma fase crénica da dor neuropatica induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relagdo ao grupo PTX+VEC (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+VEC (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
indica significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos FC+PTX (animais
gue receberam fluorocitrato e inje¢éo de paclitaxel) comparado com o grupo VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo.

Two way ANOVA seguido do teste de comparacSes mudltiplas de Bonferroni. MB:
medida basal do limiar nociceptivo.
Fonte: Da autora.



Grafico 4C- Efeito do CBD na expressao dos niveis de GFAP na medula espinhal na fase

aguda da dor neuropatica induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g),
*indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo aos grupos
VEC+FC+PTX (animais que receberam veiculo do canabidio, fluorocitrato e
injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo VEC+PTX (animais que
receberam veiculo do canabidiol e inje¢do de paclitaxel). n=4 por grupo. One
way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 4D- Efeito do CBD nos niveis espinhais de AEA.

6000-

*xxk

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos endocanabinéides
AEA (pg/mg). ***indica diferenca estatistica (p<0,001) entre oS grupos
CBD+VEC (animais que receberam canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel)
comparados ao grupo controle (animais que receberam veiculo do
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e “indica diferenca estatistica (p<0,001)
entre os grupos CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de
paclitaxel) e VEC+PTX (animais que receberam veiculo do canabidiol e
injecdo de paclitaxel) e o grupo VEC+FC+PTX (animais que receberam
veiculo do canabidiol, fluorocitrato e injecao de paclitaxel). n=6 por grupo.
One way ANOVA seguido do teste de comparac¢des multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 4E- Efeito do CBD nos niveis espinhais de 2-AG.

4000

* %%k

3000+

2-AG (pgimg)
N
o
o
?

1000-

0-
S & & &
& ox ox ox ox
&
BN

Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos
endocanabindides 2-AG (pg/mg). ***indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais que receberam
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e CBD+PTX (animais que
receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparados ao grupo
controle (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do
paclitaxel) e “*indica diferenca estatistica (p<0,001) entre 0s grupos
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de
paclitaxel) e VEC+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol e injecao de paclitaxel) e o grupo VEC+FC+PTX (animais
que receberam veiculo do canabidiol, fluorocitrato e injecdo de
paclitaxel). n=6 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacdes miltiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.5 EFEITO DO CBD NA PARTICIPACAO DO RECEPTOR TRL4ESPINHAL
NA DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR PTX

Um consideravel nimero de receptores é expresso nas células da glia e
envolvidos na génese da nocicepcao (WU et al., 2018). Dentre eles, destaca se
TRL4, que também desempenham papel crucial na ativacdo dessas células,
contribuindo para a indugéo e manutencéo da dor (TANGA et al., 2005). Diante
dos prévios resultados com microglia e astrocitos, investigamos o envolvimento

do receptor TRL4, 0 quais s@o expressos por estas células e também sao
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envolvidos na génese da dor neuropatica induzida pelo PTX. Para tal, utilizamos
0 LPS-RS, um antagonista deste receptor.

De acordo com os gréaficos 5A e 5B, podemos sugerir que o receptor TRL4
participa da inducéo (aguda) e manutencdo (crénica) da dor neuropética induzida
por PTX, pois 0s animais tratados com LPS-RS na dose de 1ug, apresentaram
uma reversao significativa (p<0,001, F425=35,16) da alodinia mecéanica quando
comparado aos animais neuropaticos tratados com o veiculo desta droga. Esse
resultado foi encontrado tanto em uma fase aguda quanto em uma fase crénica
da neuropatia, tendo perdurado por 12 horas e na dose lug de por 5 horas na
dose de 500ng. Os animais tratados com veiculo do PTX e do LPS-RS nao
apresentaram nenhum efeito sobre o limiar nociceptivo.

Adicionalmente, no gréfico 5C, demonstramos que o PTX promoveu um
aumento (p<0,001, Fs515=18,44) na expressao do receptor TRL4. Nos animais
com neuropatia pré-tratados com CBD, tiveram uma reducdo (p<0,001,
Fs15=18,44) na expressdo dos niveis do receptor TRL4. Similar resultado foi
encontrado no grupo com neuropatia induzida pelo PTX e pré tratado com LPS-
RS. Além disso, 0 LPS-RS promoveu uma reducéo (p<0,001, Fs15=22,65) nos
niveis dos endocanabindides AEA e 2-AG (Gréficos 5D e 5E) sugerindo a
participacdo do receptor TRL4 na dor neuropatica induzida por PTX e que o CBD

pode esse inibir mecanismo.
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Gréfico 5A- Participacéo do receptor TRL4 em uma fase aguda da dor neuropética induzida por
PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relagdo aos grupos VEC+PTX (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+VEC (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
*indica significancia estatistica (p<0,001) emrelagdo aos grupos VEC+PTX (animais
gue receberam veiculo do canabidiol, injecdo de paclitaxel) comparado com os
grupos LPS-RS 500ng+PTX (animais que receberam LPS-RS na dose de 500ng e
injecdo de paclitaxel) e LPS-RS 1ug+PTX (animais que receberam LPS-RS na dose
de 1lug e injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo. Two way ANOVA seguido do teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni. MB: medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.



77

Gréfico 5B- Participacé@o do receptor TRL4 em uma fase crénica da dor neuropatica induzida por

PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relagdo aos grupos VEC+PTX (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo
VEC+VEC (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
indica significancia estatistica (p<0,001) em relacéo aos grupos VEC+PTX (animais
gue receberam veiculo do canabidiol, inje¢éo de paclitaxel) comparado com os grupos
LPS-RS 500ng+PTX (animais que receberam LPS-RS na dose de 500ng e injecéo de
paclitaxel) e LPS-RS 1ug+PTX (animais que receberam LPS-RS na dose de lug e
injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo. Two way ANOVA seguido do teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni. MB: medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.
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Grafico 5C- Efeito do CBD na expressao dos niveis de espinhais de TRL4 na fase aguda da
dor neuropética induzida por PTX.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos VEC+PTX (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparado com o grupo
controle (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel),
indica significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos CBD+PTX
(animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) e VEC+LPS-RS+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol, LPS-RS e injecdo de paclitaxel)
comparado com o grupo VEC+PTX (animais que receberam veiculo do canabidiol e
injecdo de paclitaxel). n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.



Grafico 5D- Efeito do CBD nos niveis espinhais de AEA.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos endocanabindides
AEA (pg/mg). ***indica diferenca estatistica (p<0,001) entre 0s grupos
CBD+VEC (animais que receberam canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel)
comparados ao grupo controle (animais que receberam veiculo do
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e “indica diferenca estatistica (p<0,001)
entre os grupos CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de
paclitaxel) e VEC+PTX (animais que receberam veiculo do canabidiol e
injecdo de paclitaxel) e o grupo VEC+LPS-RS+PTX (animais que
receberam veiculo do canabidiol, LPS-RS e injecdo de paclitaxel). n=6 por
grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparac¢des mdaltiplas de
Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 5E- Efeito do CBD nos niveis espinhais de 2-AG.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos endocanabindides
2-AG (pg/mg). ***indica diferenca estatistica (p<0,001) entre 0s grupos
CBD+VEC (animais que receberam canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel)
comparados ao grupo controle (animais que receberam veiculo do
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e “indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+PTX (animais que receberam canabidiol
e injecdo de paclitaxel) e VEC+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol e injecdo de paclitaxel) e o grupo VEC+LPS-RS+PTX (animais
que receberam veiculo do canabidiol, LPS-RS e injecéo de paclitaxel). n=6
por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes mdaltiplas
de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.6 EFEITO DO CBD SOBRE OS NIVEIS DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS NA DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR PTX

As células da glia, uma vez ativadas, liberam uma variedade de
substancias algicas que potencializam a transmissdo da dor pelos neurdnios
(SOMMER, 2004; WATKINS E MAIER, 2003). Dentre essas substancias “gliais”,

as citocinas pro-inflamatorias sdo importantes mediadores envolvidos na
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sensibilizacédo central da dor, mais precisamente a nivel espinhal, favorecendo o
desenvolvimento de alodinia e hiperalgesia (SOMMER, 2004).

Desta maneira, realizamos o ensaio de ELISA para investigar a
participagdo de citocinas pro-inflamatoérias, TNF-a e IL-13, no modelo de dor
neuropatica induzida pelo PTX e também buscamos avaliar o efeito do CBD nos
niveis dessas citocinas.

Nesse contexto, o grafico 6A e B demonstra que os niveis das citocinas
pro-inflamatérias TNF-a e IL-1B aumentaram significativamente (p<0,001,
F73,=7,360) nos animais com neuropatia induzida pelo PTX comparado a
animais do grupo controle. Esse aumento foi significativamente (p<0,001,
F722=7,360) inibido pelo CBD.

Além disso, podemos sugerir que o efeito do CBD pode ser via receptor
CB2, pois no grupo pré-tratados com AM630, os niveis dessas citocinas foram
significativamente reduzidos (p<0,01, F7 3,=7,360). Além disso, os niveis de TNF-
a e IL-1B em tecidos de medula espinhal de animais neuropaticos pré-tratados
com minociclina e fluorocitrato também reduziram significantemente (p<0,001,
F73,=7,360), reforcando o envolvimento dessas células na liberacdo dessas
proteinas (Graficos 6A e B). Em adicdo, nos animais com neuropatia induzida
pelo PTX e pré-tratados com o antagonista para o receptor TLR4, o LPS-RS, os
niveis dessas citocinas foram diminuidos (p<0,001, F73,=7,360), demonstrando

gue esse receptor também participa desse processo.
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Grafico 6- Efeito do CBD nos niveis espinhais de TNF-a e IL-1p.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis das citocinas TNF-a e IL-1
(pg/mL). Legenda: A- Efeito do CBD nos niveis medulares de TNF-a ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos controle (animais que
receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) comparado com o grupo PTX
(animais que receberam injecdo de paclitaxel), ™ indica significancia estatistica
(p<0,001) em relacdo aos grupos PTX comparado com os grupos CBD+PTX (animais
que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel), AM630+CBD+PTX (animais que
receberam AM630, canabidiol e injecdo de paclitaxel), Mino+PTX (animais que
receberam minociclina e injecdo de paclitaxel) e FC+PTX (animais que receberam
fluorocitrato e injecéo de paclitaxel). B- Efeito do CBD nos niveis medulares de IL-1(.
**ndica significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos controle (animais
que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel) comparado com o grupo
PTX (animais que receberam injecdo de paclitaxel), ## indica significancia estatistica
(p<0,001) em relacdo aos grupos PTX comparado com os grupos CBD+PTX
(canabidiol e injecdo de paclitaxel), AM630+CBD+PTX (animais que receberam
AMG630, canabidiol e injecdo de paclitaxel), Mino+PTX (animais que receberam
minociclina e injecdo de paclitaxel), FC+PTX (animais que receberam fluorocitrato e
injecdo de paclitaxel) e LPS-RS+PTX (animais que receberam LPS-RS e injecdo de
paclitaxel) n=5 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparac6es multiplas
de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.7 EFEITO DO CBD NA NOCICEPCAO INDUZIDA POR LPS

Diferentes substancias podem ativar os receptores TLR4, dentre elas
destacam-se 0os PAMPs, os quais incluem moléculas que ndo sejam proprias do
hospedeiro, como o LPS das paredes das bactérias (KAWAI & AKIRA, 2007).
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Para avaliar o efeito do LPS sobre o limar nociceptivo, inicialmente
realizamos uma curva dose-resposta (25, 50 e 100ng) de LPS administrado
intratecalmente. Assim, o grafico 7, demonstra que o LPS na dose de 25ng
promoveu alodinia mecénica a partir da 32 hora (p<0,01, F320=3,604) de sua
administracéo, perdurando por 24 horas (p<0,01, F3,0=3,604). J4, a dose de
50ng induziu alodinia mecénica a partir da 12 hora (p<0,001, F320=3,604) e esse
efeito durou 7 horas (p<0,001, F320=3,604). Do mesmo modo, na dose de 100ng,
o estado alodinico iniciou-se na 12 hora (p<0,001) permanecendo até a 242 hora
(p<0,001, F320=3,604).

Portanto, a partir desses resultados, optamos por utilizar o LPS na dose de

100ng nos proximos experimentos.

Gréfico 7- Avaliacéo de diferentes doses do LPS sobre o limiar nociceptivo.

® VEC+VEC B LPS+VEC
¥ VEC+CBD & LPS+CBD
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em rela¢do aos grupos LPS 25ng (animais que
receberam injecdo de LPS na dose de 25ng) comparado com o grupo Sal (animais que
receberam salina), “indica significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos
LPS 50ng (animais que receberam injecdo de LPS na dose de 50ng) comparado ao
grupo Sal (animais que receberam salina) e " "indica significancia estatistica (p<0,001)
em relagdo aos grupos LPS 100ng (animais que receberam injecdo de LPS na dose de
100ng) comparado ao grupo Sal (animais que receberam salina). n=6 por grupo. Two
way ANOVA seguido do teste de comparag¢bes multiplas de Bonferroni. MB: medida
basal do limiar nociceptivo.

Fonte: da autora
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4.8 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE NA
ANTINOCICEPCAO PROMOVIDA PELO CBD SOBRE A NOCICEPCAO
INDUZIDA POR LPS

Apos verificar que o LPS administrado intratecalmente induz nocicepgao
da 32 até a 962 hora (p<0,001, F320=37,96). O proximo passo do estudo foi avaliar
0 CBD nesse efeito. No grafico 8A, demonstramos que o CBD promoveu um
efeito antinociceptivo significativo (p<0,001, F320=37,96) por 96 horas sobre a
nocicepgao induzida por LPS.

Além disso, verificamos que o efeito antinociceptivo promovido pelo CBD
foi revertido significativamente (p<0,001, F74,=32,45) pelo AM630, da 32 até a
962 hora, nas doses de 4 e 8ug (Grafico 8A). Os animais que receberam os
veiculos das drogas ndo apresentaram alteracbes no limiar nociceptivo. Em
adicdo, no grafico 8B reforcamos a participacdo do receptor CB, na
antinocicepc¢ao promovida pelo CBD, no qual animais com nocicepc¢ao e tratados
com AM630 antes do tratamento com CBD tiveram uma menor (p<0,05,
F415=5,028) expressdo espinhal do receptor CB,, comparado a animais que

receberam LPS e tratados com CBD.
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Gréfico 8A- Participacé@o do receptor CB2 na antinocicepgédo produzida pelo CBD na nocicepgao
induzida por LPS.

@® VEC+VEC+VEC #& VEC+CBD+LPS
¥ AMB630 4ug+CBD+LPS € AM630 8ug+CBD+LPS
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ~ indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo ao grupo VEC+LPS (animais que
receberam o veiculo do canabidiol e injecdo de LPS) comparado com o grupo
VEC+VEC (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do LPS), *indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo ao grupo CBD+LPS (animais que
receberam canabidiol e injecdo de LPS) comparado com o grupo VEC+LPS (animais
gue receberam o veiculo do canabidiol e injecdo de LPS) e ™indica significancia
estatistica (p<0,001) em relagdo ao grupo AM630+CBD+LPS (animais que receberam
AMG630, canabidiol e injecdo de LPS) comparado com o grupo CBD+LPS (animais que
receberam canabidiol e injecdo de LPS). n=6 por grupo. Two way ANOVA seguido do
teste de comparacdes multiplas de Bonferroni. MB: medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.
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Grafico 8B- Efeito do CBD na expresséo do receptor CB2 na medula espinhal.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g),
*indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo aos grupos VEC+LPS
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de LPS) e
AM630+CBD+LPS (animais que receberam AM630, canabidiol e injecdo de
LPS) comparado ao grupo controle (animais que receberam veiculo do
canabidiol e veiculo do LPS). n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste
de comparacdes multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

Como demonstramos a participacdo de endocanabindides no efeito
antinociceptivo produzido pelo CBD na dor neuropética induzida pelo PTX, nos
também investigamos 0s niveis espinhais de AEA e 2-AG na nhocicepc¢ao
induzida pelo LPS. Desse modo, o CBD promoveu um aumento significativo nos
niveis de AEA (p<0,001, F415=16,74) e 2-AG (p<0,001 e p<0,05, F415=22,01)
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tanto em animais controle quanto em animais que receberam LPS (Gréficos 8C
e 8D). Além disso, esse aumento foi inibido em um grupo similar pré-tratado com
o AMG630, reforcando a nossa hipotese da participagdo do sistema

endocanabindide na antinocicep¢ao promovida pelo CBD frente ao PAMPLPS.

Grafico 8C- Efeito do CBD nos niveis espinhais de AEA.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos endocanabindides
AEA (pg/mg). ***indica diferenca estatistica (p<0,001) entre 0s grupos
CBD+VEC (animais que receberam canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel)
comparados ao grupo controle (animais que receberam veiculo do
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e **indica diferenca estatistica (p<0,001)
entre os grupos CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de
paclitaxel) e VEC+PTX (animais que receberam veiculo do canabidiol e
injecdo de paclitaxel) e o grupo AM630+CBD+PTX (animais que receberam
AMG630, canabidiol e injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de compara¢des multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 8D- Efeito do CBD nos niveis espinhais de 2-AG.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos
endocanabindides 2-AG (pg/mg). ***indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais que receberam
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e CBD+PTX (animais que receberam
canabidiol e inje¢cdo de paclitaxel) comparados ao grupo controle
(animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel)
e ™indica diferenca estatistica (p<0,001) entre os grupos CBD+PTX
(animais que receberam canabidiol e injec@o de paclitaxel) e VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel)
e o0 grupo AM630+CBD+PTX (animais que receberam AM630,
canabidiol e inje¢c@o de paclitaxel). n=6 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de compara¢des multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.9 EFEITO DO CBD NO ENVOLVIMENTO DA MICROGLIA ESPINHAL NA
NOCICEPCAO INDUZIDA POR LPS

As células da glia surgiram como principais contribuintes para o0s
mecanismos de dor patoldgica e cronica. Na ativacao, tanto os astrécitos quanto
a microglia, respondem e liberam varias moléculas de sinalizacdo, que tém
funcdes protetoras e/ou patoldgicas (MILLIGAN & WATKINS, 2009). Dentro

deste contexto, buscamos avaliar o envolvimento da micrdglia, a nivel espinhal,
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na nocicepc¢ao induzida por LPS, com a administragdo da minociclina. Como
podemos verificar no grafico 9A, a injecdo i.t. de minociclina na dose de 1ug
reduziu significativamente (p<0,001, F425=22,07) a alodinia mecanica induzida
pelo LPS. Ja no grupo de animais que ndo foram tratados com LPS, a minociclina
ndo promoveu nenhum efeito significativo (Grafico 9A). Os animais que
receberam veiculo ndo apresentaram alteragdo no limiar nociceptivo.

Além disso, no gréfico 9B, podemos observar que os animais tratados
com minociclina tiveram uma menor (p<0,05, F415=10,14) expressao de IBA-1.
Em adicéo, no grafico 9C e 9D, observamos que a minociclina reduziu (p<0,001,
F415=16,74) a sintese dos endocanabindéides AEA e 2AG, sugerindo a

participacdo da micréglia na nocicepcéao induzida por LPS.

Grafico 9A- Participacdo da microglia espinhal na nocicepcao induzida por LPS.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo ao grupo VEC+LPS (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de LPS) comparado com o grupo VEC+VEC
(animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do LPS) e **indica significancia
estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos MINO+LPS (animais que receberam
minociclina e injecdo de LPS) comparado com o grupo VEC+LPS (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de LPS). n=6 por grupo. Two way ANOVA
seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. MB: medida basal do limiar
nociceptivo.

Fonte: Da autora.



Grafico 9B- Efeito do CBD na expresséo dos niveis da proteina IBA-1 na medula espinhal.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g),
*indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo VEC+MINO+LPS
(animais que receberam veiculo do canabidiol, minociclina e inje¢cdo de LPS)
comparado ao grupo controle (animais que receberam veiculo do canabidiol e
veiculo do LPS). n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 9C- Efeito do CBD nos niveis espinhais de AEA.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos endocanabindides
AEA (pg/mg). ***indica diferenca estatistica (p<0,001) entre 0os grupos
CBD+VEC (animais que receberam canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel)
comparados ao grupo controle (animais que receberam veiculo do
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e *indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+PTX (animais que receberam canabidiol
e injecéo de paclitaxel) e VEC+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol e injecdo de paclitaxel) e o grupo VEC+MINO+PTX (animais
gue receberam veiculo do canabidiol, minociclina e injecéo de paclitaxel).
n=6 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 9D- Efeito do CBD nos niveis espinhais de 2-AG.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos
endocanabindides 2-AG (pg/mg). ***indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais que receberam
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e CBD+PTX (animais que receberam
canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparados ao grupo controle
(animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel)
e "indica diferenca estatistica (p<0,001) entre os grupos CBD+PTX
(animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) e VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel)
e o0 grupo VEC+MINO+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol, minociclina e injecao de paclitaxel). n=6 por grupo. One way
ANOVA seguido do teste de comparag8es multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.10 INVESTIGACAO DO ENVOLVIMENTO DE ASTROCITOS ESPINHAIS NA
NOCICEPCAO INDUZIDA POR LPS

Para finalizar o experimento da participacdo das células da glia na
nocicepc¢ao induzida por LPS, também investigamos o efeito dos astrocitos na
nocicepg¢do induzida por LPS. Diante disso, tratamos 0s animais com
fluorocitrato (1nmol, i.t.), um inibidor de astrdcitos.

Desse modo, os animais tratados com fluorocitrato, apresentaram uma

reducdo da alodinia mecénica significativa (p<0,001, F,42s=11,09) nas duas
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doses (1 e 2nmol) por 48 horas. Nos animais que nao receberam injegéo i.t. de
LPS, o fluorocitrato ndo promoveu nenhum efeito. Os animais que receberam os
veiculos ndo apresentaram alteracdes no limiar nociceptivo.

Além disso, demonstramos que o CBD ndo apresentou efeito na
expressao dos niveis de GFAP. Nos animais que receberam LPS (i.t.) ndo
tiveram aumento na expressdo de GFAP, porém, quando pré-tratados com
fluorocitrato, houve uma menor expressao (p<0,05, F415=4,047) dos niveis de
proteinas para o GFAP (grafico 10B).

Adicionalmente, o fluorocitrato reduziu (p<0,001, F415=16,74) 0s niveis
dos endocanabindides, AEA e 2-AG (Gréfico 10C e 10D). Assim, esses
resultados sugerem que os astrocitos espinhais podem estar envolvidos na

nocicepcao induzida pelo LPS.
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Gréfico 10A- Participagdo de astrécitos espinhais na nocicep¢éo induzida por LPS.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), ***indica
significancia estatistica (p<0,001) em relagdo ao grupo VEC+LPS (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de LPS) comparado com o grupo VEC+VEC
(animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do LPS) e *indica significancia
estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos FC+LPS (animais que receberam
fluorocitrato e injecdo de LPS) comparado com o grupo VEC+LPS (animais que
receberam veiculo do canabidiol e injecdo de LPS). n=6 por grupo. Two way ANOVA
seguido do teste de compara¢des multiplas de Bonferroni. MB: medida basal do limiar
nociceptivo.

Fonte: Da autora.



Grafico 10B- Efeito do CBD na expresséao dos niveis de GFAP na medula espinhal.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g),
*indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo VEC+MINO+LPS
(animais que receberam veiculo do canabidiol, fluorocitrato e injecdo de LPS)
comparado ao grupo controle (animais que receberam veiculo do canabidiol e
veiculo do LPS). n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 10C- Efeito do CBD nos niveis espinhais de AEA.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos
endocanabindides AEA (pg/mg). ***indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais que receberam
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e CBD+PTX (animais que receberam
canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparados ao grupo controle
(animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel)
e ™indica diferenca estatistica (p<0,001) entre os grupos CBD+PTX
(animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel) e VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecdo de paclitaxel)
e 0 grupo VEC+FC+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol, fluorocitrato e injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo. One
way ANOVA seguido do teste de compara¢des multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 10D- Efeito do CBD nos niveis espinhais de 2-AG.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos
endocanabindides 2-AG (pg/mg). ***indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais que receberam
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e CBD+PTX (animais que receberam
canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparados ao grupo controle
(animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel)
e ™indica diferenca estatistica (p<0,001) entre os grupos CBD+PTX
(animais que receberam canabidiol e injecédo de paclitaxel) e VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecéo de paclitaxel)
e 0 grupo VEC+FC+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol, fluorocitrato e injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo. One
way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.11 PARTICIPACAO DO RECEPTOR TRL4 E O EFEITO DO CBD NESSE
PROCESSO DURANTE A NOCICEPCAO INDUZIDA POR LPS

Uma vez verificados que a micréglia e astrocitos espinais participam da
nocicepc¢ao induzida pelo PAMP LPS, nés investigamos também o envolvimento
do TRL4 nesse efeito, visto que, esses receptores sdo expressos nessas células
e também envolvido na nocicepcdo (WANG et al., 2015). Para tal, assim como

nos experimentos com PTX, também utilizamos o LPS-RS.
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Podemos verificar que os animais tratados com LPS-RS na dose de 1ug,
tiveram uma reducéo (p<0,001, F320,=45,65) da alodinia mecénica induzida pelo
LPS, que perdurou por 24 horas quando comparado aos animais tratados com o
veiculo desta droga. J& na dose de 500 ng de LPS-RS, esse efeito durou 7 horas
(p<0,001, F320=45,65). Os animais que receberam apenas veiculo ndo tiveram
alteracOes nos limiares de retirada da pata.

Em adicdo, quando avaliada a expressao de proteinas para o TLR4 nos
da expresséo de TLR4 e esse aumento foi inibido (p<0,05) no grupo pré-tratado
com LPS-RS, enquanto que, o CBD néo apresentou nenhum efeito (Gréfico
11B). Além disso, demonstramos que o LPS-RS reduziu (p<0,001, F415=16,74)
os niveis dos endocanabinoides, AEA e 2-AG (Grafico 11C e 11D). Esses
resultados sugerem que o TLR4 pode estar envolvido na nocicepgédo induzida

pelo LPS a nivel espinhal.



Gréfico 11A- Participagdo do receptor TRL4 espinhal na nocicepc¢éo induzida por LPS.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g), " indica
significancia estatistica (p<0,001) em relagdo ao grupo VEC+LPS (animais que
receberam veiculo do canabidiol, inje¢cdo de LPS) comparado com o grupo VEC+VEC
(animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do LPS), *indica
significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos LPS-RS 500ug+LPS
(animais que receberam LPS-RS na dose de 500ug e injecdo de LPS) e LPS-RS
1lug+LPS (animais que receberam LPS-RS 1ug e injecéo de LPS) comparado com o
grupo VEC+LPS (animais que receberam veiculo do canabidiol e inje¢do de LPS).
n=6 por grupo. Two way ANOVA seguido do teste de comparagBes multiplas de
Bonferroni. MB: medida basal do limiar nociceptivo.

Fonte: Da autora.
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Grafico 11B- Efeito do CBD na expresséao dos niveis do receptor TRL4 na medula espinhal.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g),
*indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo aos grupos VEC+LPS-
RS+LPS (animais que receberam veiculo do canabidiol, LPS-RS e inje¢céo de
LPS) comparado com o grupo controle (animais que receberam veiculo do
canabidiol e veiculo do LPS). n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste
de comparag8es multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 11C- Efeito do CBD nos niveis espinhais de AEA.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos
endocanabinéides AEA (pg/mg). ***indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+VEC (animais que receberam
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e CBD+PTX (animais que receberam
canabidiol e injecdo de paclitaxel) comparados ao grupo controle
(animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do paclitaxel)
e " indica diferenca estatistica (p<0,001) entre 0os grupos CBD+PTX
(animais que receberam canabidiol e injecédo de paclitaxel) e VEC+PTX
(animais que receberam veiculo do canabidiol e injecao de paclitaxel)
e 0 grupo VEC+LPS-RS+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol, LPS-RS e injecdo de paclitaxel). n=6 por grupo. One way
ANOVA seguido do teste de comparac¢des multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Grafico 11D- Efeito do CBD nos niveis espinhais de 2-AG.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis dos endocanabinéides
2-AG (pg/mg). ***indica diferenca estatistica (p<0,001) entre os grupos
CBD+VEC (animais que receberam canabidiol e veiculo do paclitaxel) e
CBD+PTX (animais que receberam canabidiol e injecdo de paclitaxel)
comparados ao grupo controle (animais que receberam veiculo do
canabidiol e veiculo do paclitaxel) e *indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos CBD+PTX (animais que receberam canabidiol
e injecao de paclitaxel) e VEC+PTX (animais que receberam veiculo do
canabidiol e injecdo de paclitaxel) e o grupo VEC+LPS-RS+PTX (animais
que receberam veiculo do canabidiol, LPS-RS e injecéo de paclitaxel). n=6
por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes maltiplas
de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

412 EFEITO DO CBD SOBRE OS NIVEIS DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS NA NOCICEPCAO INDUZIDO POR LPS

As células da glia, durante estados dolorosos, sé@o ativadas, produzindo e
liberando substancias que facilitam a transmissdo do impulso doloroso, dentre
elas temos as citocinas (MARIANI & KIELIAN, 2010).

Assim, também foi investigado o efeito do CBD sobre os niveis das citocinas pro-

inflamatérias TNF-a e IL-1B durante a nocicep¢ao induzida pelo LPS. Os niveis
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das citocinas TNF-a e IL-18 aumentaram significativamente (p<0,001,
F73,=7,926) nos animais que receberam LPS, comparado aosanimais que
receberam veiculo (Graficos 12A e 12B). Quando avaliado o efeito do CBD nesse
processo, podemos verificar o CBD reduziu significativamente (p<0,001,
F73,=7,926) 0 aumento das citocinas no grupo que recebeu a injecéo i.t. de LPS.
Em adicdo, podemos sugerir que esse efeito prévio demonstrado pelo

CBD pode ser via receptor CB2, para a citocina TNF-a, pois nos animais tratados
com AM630, os niveis dessa citocina foram reduzidos (p<0,05, F73,=7,926)
(Grafico 12A). Além disso, confirmando a hipétese que ambos a micréoglia e
astrocitos participam da liberacédo dessas proteinas no grupo que recebeu LPS,
verificamos que a minociclina e o fluorocitrato inibiram o aumento dos niveis de
IL-1B (p<0,001, F73,=7,926). Além disso, o LPS-RS foi responsavel por diminuir
os niveis de TNF-a (p<0,001, F73,=7,926) e IL-1B (p<0,001, F73,=7,926) no
grupo que recebeu LPS, reforcando a hip6tese do presente estudo que esse
receptor pode estar envolvida na liberacdo dessas citocinas a nivel espinhal e

gue o CBD pode inibir esse efeito (Graficos 12A e 12B).
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Grafico 12- Efeito do CBD sobre os niveis medulares de TNF-a e IL-18.
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Nota: Os dados representam a média + E.P.M. dos niveis das citocinas TNF-a e IL-1 B

(pg/mL).

Legenda: A- Efeito do CBD nos niveis medulares de TNF-a. ***indica significancia estatistica

(p<0,001) em relagdo ao grupo controle (animais que receberam veiculo do canabidiol
e veiculo do LPS) comparado com o grupo LPS (animais que receberam injecao de
LPS), *indica significancia estatistica (p<0,001) em relac&o ao grupo LPS comparado
com os grupo CBD+LPS (animais que receberam canabidiol e injecéo de LPS), "indica
significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo CBD+LPS (animais que
receberam canabidiol e inje¢do de LPS) comparado com o grupo AM630+CBD+LPS
(animais que receberam AM630, canabidiol e injecdo de LPS) e *indica significancia
estatistica (p<0,01) em relagédo ao grupo LPS comparado com os grupo LPS-RS+LPS
(animais que receberam LPS-RS e inje¢do de LPS). B- Efeito do CBD nos niveis
medulares de IL-1B. ***indica significancia estatistica (p<0,001) em relacdo aos grupos
controle (animais que receberam veiculo do canabidiol e veiculo do LPS) comparado
com o grupo LPS (animais que receberam injecdo de LPS), *indica significancia
estatistica (p<0,001) em relagao aos grupos LPS comparado com os grupos CBD+LPS
(canabidiol e inje¢do de LPS), Mino+LPS (animais que receberam minociclina e injecdo
de LPS), FC+LPS (animais que receberam fluorocitrato e injecdo de LPS) e LPS-
RS+LPS (animais que receberam LPS-RS e injecdo de LPS). n=5 por grupo. One way
ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.13 EFEITO DO CBD SOBRE CO-LOCALIZACAO ESPINHAL DOS

RECEPTORES CB, E TLR4 DURANTE A NOCICEPCAO INDUZIDA
PELO PTX E LPS

Apdés os prévios resultados demonstrarem que o TLR4 participa da

nocicepcao induzida pelo PTX e LPS e que os receptores CB, entdo envolvidos

no controle dessa resposta pelo CBD, noOs realizamos um ensaio de

imunofluorescéncia para avaliar a expressao, bem com a co-localizacao desses

receptores no corno dorsal da medula espinhal. Sendo assim, o gréafico 13A



106

demonstra que nos amimais com neuropatia induzida pelo PTX houve um
aumento da expressdo de TLR4, sendo na maioria co-localizados com
receptores CB,. Além disso, nos animais com neuropatia e pré-tratados com
CBD, foi verificado um aumento da expressdo dos receptores CB, e uma
reducdo do TLR4. No caso do LPS, foi encontrado que sua administracédo
intratecal induziu um aumento da expressao de ambos receptores CB;, e TLR4,
sendo a maioria presente na mesma localizacdo e o tratamento com CBD

reduziu a expressao dos TLR4 (Grafico 13B).



Graéfico 13- Efeito do CBD sobre a co-localizacao espinhal dos receptores CB:>
e TLR4 durante a nocicepcao induzida pelo PTX E LPS.

TLR4 Merged

PTX

CBD+PTX

LPS

CBD+LPS

Legenda: Setas no grafico representativo indicam os receptores CB2 e TLR4.
Escala 200 um; n = 4. Co (grupo controle, PTX (grupo que recebeu
veiculo do canabidiol e paclitaxel), CBD+PTX (grupo que recebeu
canabidiol e injecdo de paclitaxel), LPS (grupo que recebeu LPS) e
CBD+LPS (grupo que recebeu canabidiol e injecdo de LPS).

Fonte: Da autora.
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Figura 13-Resumo dos resultados do presente estudo.
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Investigacao
Farmacologica

Dor neuropatica
induzida pelo PTX

Nocicepcdao induzida
pelo LPS

- CBD (5mg/kg) S/IE S/IE
- CBD (10mg/kg) ) )
- AM630 (dose 2ug/4ug) (-) efeito CBD

- AM630 (dose 4ug/8ug) (-) efeito CBD
- Minociclina (dose 500ng e ) )
lug)

- Fluorocitrato (dose 1nmol) ) )
- LPS-RS (dose 500ng e ) ()
1lug)

Dosagem do

endocanabindide AEA

- CBD (10 mg/kg) (+) (+)
- AM630 (4ug) () ()
- Minociclina (1ug) ) (-)
- Fluorocitrato (1nmol ) )
- LPS-RS (1ug) ) (-)
Dosagem do

endocanabindide 2-AG

- CBD (10mg/kg) (+) (+)
~ AM630 (4ug) 0 0
- Minociclina (1ug) ) (-)
- Fluorocitrato (1nmol) ) )
- LPS-RS (1ug) ) )
Expresséao de CB,

-~ CBD (10mg/kg) (+) SIE
- AM630 (4ug) ) -
Expresséo de Iba-1

- CBD (10mg/kg) () SIE
- Minociclina (1ug) - (-)
Expressao de GFAP

- CBD (10mg/kg) SIE SIE
- Fluorocitrato (1nmol) ) -)
Expresséo de TRL4

- CBD (10mg/kg) () SIE
-LPS-RS (1ug) () ()
Dosagem de TNF-a

- CBD (10mg/kg) () ()
- AM630 (4ug) () ()
- Minociclina (1ug) O] S/IE
- Fluorocitrato (1nmol) ) S/IE




109

~LPS-RS (1ug) () ()
Dosagem de IL-1B

- CBD (10mg/kg) () ()
~ AM630 (4ug) SIE ()
- Minociclina (1ug) ) ()
- Fluorocitrato (1nmol) ) ()
~LPS-RS (1ug) () ()

Legenda: (+): Aumentou;(-): reduziu/inibiu; S/E: sem efeito; CBD: cababidiol, PTX: paclitaxel,
AM630: antagonista para receptor CB2, TRL4: receptor Tool Like 4, Iba-1: proteina de

calcio ionizado, GFAP: proteina fibrilar glial 4cida.

Fonte: Da autora.




110

5 DISCUSSAO

Nossos achados demonstraram que o CBD promoveu antinocicep¢cao em
camundongos com dor neuropatica induzida por PTX. A administracéo i.p. de
PTX em camundongos foi capaz de induzir uma alodinia mecénica, reproduzindo
um quadro de dor neuropatica induzida por PTX. Estudos anteriores ja haviam
demonstrado que o PTX induz dor neuropatica (SERETNY et al., 2014;
FLATTERS et al., 2006; DUGGETT et al., 2016). Outros estudos demonstram
gue esse quimioterdpico causa inflamacao, estresse oxidativo e disfuncao
mitocondrial em nervos periféricos e ganglio da raiz dorsal, levando a neuropatia
periférica, e esse efeito € limitante da dose, ou seja, quanto maior € a dose, maior
os efeitos colaterais desta droga. Esses fatores ndo apenas desencadeiam a
resposta inflamatéria, mas também ativam as células da glia, podendo causar
dor (FLATTERS et al., 2006; DUGGETT et al., 2016; KIDD et al.,, 2002;
VENDRELL et al., 2015).

Além disso, 0 presente estudo encontrou que 0s animais com dor
neuropética tratados com CBD, apresentaram uma reducdo da alodinia, um
efeito que perdurou por 28 dias. Esse resultado corrobora ao estudo conduzido
por Ward e colaboradores (2011), que demonstraram que a dose de 1,5mg/Kg
de CBD, administrado durante 10 dias, por via i.p., em camundongos fémeas
C57 BL/6, impediu o desenvolvimento de hipersensibilidade mecéanica induzida
pelo PTX em camundongos, sendo esse efeito mantido por mais de 60 dias.

Ward e colaboradores (2014) verificaram que o CBD (10mg/kg, i.p.),
preveniu o desenvolvimento de alodinia mecanica em camundongos tratados
com PTX. Outras evidéncias clinicas mostraram a eficacia do CBD no tratamento
de sintomas de dor neuropatica, isoladamente (WADE et al., 2003) ou em
combinagdo com o tetrahidrocanabinol (KWIATKOWSKA et al., 2004;
NURMIKKO et al., 2007).

ApoOs verificarmos uma significativa antinocicepcao induzida pelo CBD,
comparamos esse efeito a morfina, um eficaz analgésico opiéide muito utilizado
para o controle da dor oncoldgica (XIAO et al., 2013). Assim, foi verificado que a
antinocicepcado promovida pelo CBD foi semelhante a da morfina até o 7° dia.

ApOs esse periodo, a morfina que foi também administrada por 6 dias, ndo
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produziu mais efeito, sugerindo uma possivel inducéo de tolerancia dessa droga.
Além disso, um estudo demonstrou que a morfina administrada por via i.t. duas
vezes ao dia durante sete dias consecutivos induziu tolerancia em ratos com dor
0ssea induzida por cancer (GUO et al.,, 2018). Os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nesse fendmeno sao complexos e podem envolver
dessensibilizacdo e endocitose de receptores, hiperatividade da sinalizacao
intracelular, ativacdo secundaria de receptores de aminoacidos excitatorios, e
subsequentes cascatas intracelulares, bem como ativacéo glial e liberacao de
mediadores pro-inflamatoérios (MAYER et al., 1999; WATKINS et al., 2005).

Em particular, ha boas evidéncias de que os mediadores pro-inflamatorios
derivados da glia, como IL- 1B, TNF- a e IL- 6, possam estar envolvidos na
tolerancia as propriedades antinociceptivas da morfina. As células gliais também

sdo consideradas fontes cruciais de NO, responsaveis pela tolerancia & morfina
(MAYER et al., 1999; CHEN & SOMMER, 2009). O tratamento repetido com
morfina pode ativar a glia e, portanto, regular positivamente esses Varios
mediadores (RAGHAVENDRA et al., 2002; 2004; JOHNSTON et al., 2004 ;
WATKINS et al., 2005) através da via p38 MAPK, que é responsavel pela cascata
de sinalizacédo intracelular que leva ao desenvolvimento de tolerancia a morfina
(MAYER et al., 1999; WATKINS et al., 2001; RAGHAVENDRA et al., 2002; 2004;
GALEOTTI et al., 2006; CUNHA et al., 2010).

A morfina sistémica, libera um metabdlito, a morfina-3-glucoronida
(M3G). Esse metabdlito ativa os receptores TRL4 presentes na micréglia
espinhal, liberando substancias que aumentam a dor, incluindo a interleucina -1
(IL-1) (LEWIS et al., 2011).

Diante destes achados, sugerimos a utilizacgdo do CBD como alvo
terapéutico para o alivio da dor, principalmente a neuropéatica, devido ao seu
potente efeito analgésico, sem induzir tolerancia.

Os mecanismos responsaveis pelo efeito antinociceptivo do CBD ainda
ndo estdo muito bem elucidados. Estudos tém demonstrado que esse
canabindide pode ativar mediadores enddgenos, tais como a glicina e a
serotonina, envolvidos no controle da dor (WARD et al., 2011; XIONG et al.,
2012). Diante dessas poucas evidéncias, o presente estudo sugere que o CBD
pode controlar a dor neuropética agindo a nivel medular, principalmente pela

inibicdo da atividade das células da glia e pela ativacéo do sistema
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endocanabindide, principalmente pela ativacdo de receptores CB,, 0s quais uma
vez ativados podem inibir essas células (KOZELA et al., 2017).

Neste contexto, buscamos inicialmente avaliar a participacdo dos
receptores CB,, administrando intratecalmente o antagonista AM630. Assim,
nossos resultados demonstraram que o AM630 bloqueou a antinocicepgao
promovida pelo CBD em camundongos. Entretanto, Deng e colaboradores
(2012), demonstraram em um modelo de dor neuropatica induzida por PTX, em
ratos, que o CBD 15mg/kg, por via i.p. promoveu antinocicepc¢ao, a qual foi
revertida pela pré-administracéo i.p. de AM630 na dose de 3mg/kg.

Estudos tém demonstrado o envolvimento do receptor CB, no controle da
dor. Pascual e colaboradores (2005) demonstraram que o agonista WIN55,212-
2 (Imgl/kg, i.p.), para receptor canabinodide, suprimiu a dor neuropatica induzida
por PTX em ratos. JA Zhang e colaboradores (2014), demonstraram que a
administracdo de outro agonista para o receptor CB,, o LY3038404 HCI,
10mg/kg, por 7 dias, por via oral, atenuou o comportamento de dor, aumentando
consequentemente o limiar nociceptivo de retirada de pata no teste de Von frey
filamentos e reduzindo a sensibilidade térmica no teste da placa quente em ratos
com pancreatite crénica.

Além disso, Deng e colaboradores (2015) demonstraram que a pre-
administragao, por viai.p., do AM1710, um agonista seletivo de CB,, aboliu a dor
neuropatica induzida por PTX em ratos. Sabe-se também que as propriedades
anti-inflamatoérias e analgésicas dos agonistas dos receptores canabindides séo
expressas também apdés a ativacdo de receptores CB, (ROMERO-SANDOVAL
et al., 2009).

Estudos encontraram que agonistas para os receptores CB, sdo capazes
de reduzir a producéo de citocinas pelas células microgliais em modelos in vitro
(MERIGHI et al., 2012). Em adicdo um estudo encontrou que o agonista de CB,,
o JWH-015, administrado por via i.t. reduziu a ativacdo microglial e astrocitica
em medula espinhal, induzida pela incisdo da pata, sendo esse efeito revertido
pelo AM630 (ROMERO-SANDOVAL & EISENACH, 2007).

Portanto, nosso estudo foi o primeiro a demonstrar a participacdo do
receptor CB, na antinocicepc¢ao induzida pelo CBD, pela administracéo i.t. do

AM630 em camundongos.
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Assim, sugerimos que o receptor CB,, parece estar envolvido no controle
da dor neuropéatica induzida pelo PTX promovido pelo CBD.

Nés também demonstramos que os endocanabindides, AEA e 2-AG,
estdo envolvidos no controle da dor neuropética promovido pelo CBD, a nivel
espinhal. Estudos tém demonstrado que o CBD pode aumentar as
concentracdes plasméticas de AEA agindo principalmente como um inibidor da
enzima amida hidrolase de &cidos graxos (do inglés FAAH) (WATANABE et al.,
1996; BISOGNO et al., 2001), resultando em antinocicep¢do. Embora o CBD,
tenha pouca afinidade para os receptores CB,, e verificamos que tais receptores
estdo envolvidos em seu efeito antinociceptivo, uma hipoétese seria pela inibigdo
da FAAH e monoacilglicerol lipase (MGL), enzimas responsaveis pela
degradacéo de AEA e 2-AG, respectivamente.

Nesse contexto, estudos encontraram que a administracdo subcutanea
dos inibidores de FAAH e MGL, o URB597 e o URB602, reduziu a alodinia
mecanica e hiperalgesia térmica, em um modelo de dor neuropatica induzida por
PTX em camundongos (DESROCHES et al., 2014). Além disso, a administragao
dos inibidores da MGL, o JZL184 e MJN110, também reverteu a alodinia
mecanica induzida pelo PTX em ratos e reduziu marcadores pré-inflamataorios,
proteina quimioatrativa de mondocitos-1, na medula espinal e MAPK p-p38
(proteina cinase ativada por mitogenos fosforilada p-38) no ganglio da raiz dorsal
em camundongos (CURRY et al.,, 2018). Esses achados suportam a nossa
hip6tese de um efeito indireto do CBD na ativacdo dos receptores CB,, pelo
aumento de endocanabindides, que ira resultar em antinocicepcéo. Entretanto,
mais estudos necessitam ser realizados.

Estudos in vivo e in vitro demonstram que o receptor CB2 encontra-se
expresso em células gliais sob condi¢des patoldgicas, como a dor (BIE et al.,
2018). Diante disso, 0 presente estudo investigou o envolvimento destas células
na geracao e manutenc¢ao da dor neuropatica induzida por PTX, por meio da pré-
administracdo de minociclina e o fluorocitrato, drogas inibidoras da microglia e
de astrocitos, respectivamente, bem como o efeito do CBD nesse processo.

Assim, nossos resultados demonstraram que a minociclina bloqueou a dor
neuropética induzida pelo PTX, tanto em uma fase aguda quando crénica de sua

génese.
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A dor neuropatica é uma consequéncia de um processo neuro-
inflamatorio que se caracteriza pela ativacdo de microglia e astrocitos, ativagédo
da cascata inflamatoéria e producédo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias
no corno dorsal da medula espinhal (NAGUIB et al., 2012; XU et al., 2014). Esse
processo resulta em um mecanismo descrito como “sensibilizagado central”,
caracterizado por uma facilitagdo dos impulsos nociceptivos ao nivel espinhal,
com um comportamento persistente da dor (KAWASAKI et al., 2008). O PTX
parece induzir alteracdes no SNC (LETOURNEAU & RESSLER, 1984), que pode
levar a alteracbes na expressdo e nos fendtipos dos genes da microglia
(GOSSELIN et al., 2017). A micréglia pode se apresentar em varios estados
fenotipicos distintos. Nos distUrbios neuro-inflamatérios, o fenotipo pro-
inflamatério (M1) € predominante e, eventualmente, resulta em dano neuronal.
Em contraste, em condicdes fisioldégicas saudaveis, o fenétipo anti-inflamatério
(M2) mantém a integridade neuronal e a plasticidade sinaptica (NIMMERJAHN
et al., 2005; PANATIER & ROBITAILLE, 2012). A transicdo entre os dois
fenotipos foi denominada “polarizagdo microglial” (LAN et al., 2017). Os
mediadores liberados pela microglia sédo especificos para cada fenoétipo, por
exemplo, a liberacao de citocinas pro-inflamatérias (por exemplo, IL-6 e IL-1B) é
caracteristico do fenétipo M1 reativo (KAWASAKI et al., 2008), enquanto que,
de citocinas anti-inflamatorias (por exemplo, IL-10 e IL-4Ra) é uma caracteristica
do fendtipo M2 (LAN et al., 2017).

Um estudo demonstrou que a minociclina administrada i.t., produziu
antinocicepc¢ao por meio da inibicdo da enzima p38, uma enzima importante na
cascata de sinalizacao intracelular e na sintese de citocinas pro-inflamatorias,
em animais com lesdes teciduais e com dor induzidas por inflamacéo periférica
(HUA et al., 2005). Recentemente, os efeitos da minociclina como diminuigéo de
alodinia e hiperalgesia, tém sido demonstrados em modelos de artrite,
transeccéo do nervo espinal e neurite inflamatoria do isquiatico (LEDEBOER et
al., 2005; RAGHAVENDRA et al., 2003). Entretanto, nenhum estudo demonstrou
a participacao da microglia espinhal na dor neuropatica induzida por PTX.

Em adicdo, demonstramos que o PTX promoveu um aumento nha
expressao de IBA-1 e esse aumento foi abolido pela minociclina e pelo CBD,
corroborando com o estudo de Kosela e colaboradores (2011) que, em
contrapartida, demonstraram que o CBD (5mg/kg, i.p.) reduziu a expressao de
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IBA-1 em um modelo de encefalomielite autoimune experimental em
camundongos.

Silva e colaboradores (2020), em um modelo de esquizofrenia,
demonstraram que o CBD (15mg/kg, i.p. por sete dias) reduziu a expresséo de
IBA-1 em camundongos.

Além disso, demonstramos que a minociclina inibiu o0 aumento de AEA e
2-AG espinhais, promovido pelo CBD, nao visto antes na literatura.

Com isso, sugerimos que a micréglia participa da dor neuropéatica induzida

pelo PTX, bem como, que o CBD pode inibir esse mecanismo.
Em adicdo a micrdglia, nosso estudo também foi o primeiro que encontrou o
envolvimento de astrécitos na dor neuropética induzida pelo PTX, a nivel
espinhal em camundongos e sua inativacédo pelo CBD e pelo fluorocitrato, um
inibidor metabdlico de astrocitos. Além disso, o presente estudo encontrou uma
reducdo na expressdo do GFAP e dos niveis de AEA e 2-AG pelo fluorocitrato.

Entretanto, um estudo realizado em ratos, demonstrou que o tratamento
com fluorocitrato inibiu a ativacdo de astrécitos e reverteu as alteragbes na
expressdo de transportador de glutamato (GLT-1), um neurotransmissor
excitatorio, a fosforilagdo da MAPK, ERK1, além de reduzir a alodinia mecanica
em um modelo de neuropatia induzida por PTX (XU et al., 2016).

As células da glia modulam a atividade neuronal durante a dor, pois
guando ativadas por condicdes fisiopatoldgicas, elas liberam substancias que
modificam a sinalizacdo entre os neurdnios (FIELDS & STEVENS-GRAHAM,
2002; MARCHAND et al., 2005). Dentre essas substancias incluem o NO, o ATP
e citocinas proé-inflamatérias (MARCHAND et al., 2005). Em modelos animais,
estudos tém demonstrado que quando a glia € inibida, a dor € atenuada e os
niveis dessas substancias sao reduzidos (MILLIGAN et al., 2003; CHACUR et
al., 2004).

Com relagcdo a grande quantidade de receptores expressos nas células
da glia envolvidos na génese da dor neuropética, estudos tém demonstrado que
os receptores TRL4 também desempenham papel crucial na ativacdo destas
células, contribuindo para a inducdo e manutencdo da dor (LAN et al., 2010;
WANG et al., 2015).

Estudos demonstram que a administracdo do LPS-RS, antagonista do

receptor TRL4, reduziu a expresséo de IL-1, TNF- a e a alodinia mecanica em
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ratos com dor neuropética (LIU & FASSBENDER, 2018). Além disso, outro
estudo também demonstrou que a administragdo deste antagonista de TLR4
atenuou a dor e aumentou a analgesia induzida pela buprenorfina em ratos com
dor neuropatica induzida por CCI do nervo ciatico (JURGA et al., 2016).

Diante disso, o CBD inibe o aumento da expressao do receptor TRL4, a
nivel espinhal, presente na micrdglia, durante a dor neuropética induzida por
PTX, sugerindo a participacéo do receptor nesse modelo de nocicepc¢ao.

Nossos achados demonstraram que o CBD reduz os niveis das citocinas
pro-inflamatorias, TNF-a e IL-1B3, pela inibicdo das células da glia. Entretanto,
Vuolo e colaboradores (2015), demonstraram que o CBD reduz os niveis de
citocinas pro-inflamatérias em um modelo inflamatério de asma em
camundongos.

Li e colaboradores (2018) demonstraram que o CBD reduz os niveis de
TNF-a em camundongos com lesdo medular.

Assim, demonstramos que o CBD reduz os niveis de citocinas pro-
inflamatorias, secretadas pelas células da glia, apos a sua ativacao pelo receptor
TRLA4.

E importante ressaltar que diferentes substancias podem ativar os
receptores TLR4, além dos DAMPs (padrbes moleculares associados aos
danos), eles também podem ser ativados por padrées moleculares associados
aos patégenos (PAMPS), os quais incluem moléculas que ndo sejam préprias do
hospedeiro, como os lipopolissacarideos (LPS) das paredes das bactérias
(KAWAI & AKIRA, 2007).

Assim, o presente estudo investigou o efeito do CBD, a nivel espinhal,
sobre a nocicepcdao induzida pelo LPS, onde foi verificado que o CBD promoveu
antinocicepgao nos animais tratados com LPS.

Sendo o CBD, um agonista do receptor CB,, o presente estudo investigou
se a antinocicep¢ao promovida por esse sobre a nocicepcéo induzida pelo LPS
€ via este receptor.

O LPS é uma endotoxina presente na membrana externa de bactérias
gram-negativas, amplamente utilizado para desencadear a resposta imune em
modelos experimentais (LIU & BING, 2011). O LPS se liga a receptores
especificos nas células hospedeiras promovendo assim sua estimulacdo onde

ocorre a liberagéo de citocinas e outros mediadores inflamatorios (KUWATA et
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al., 2003). Ele ativa os receptores TLR4, os quais estdo amplamente expressos
nas células da glia (SANCHEZ-GUAJARDO et al., 2013). Interessantemente,
diversos estudos (in vitro e in vivo) tém mostrado que o LPS promove a ativacao
da glia (GAO et al., 2002; LIU, 2006), produzindo elevados niveis de citocinas
pro-inflamatorias (WU et al., 2007). Malfait e colaboradores (2000), demonstram
gue o CBD reduz a alodinia mecéanica em camundongos com artrite por inibir a
producédo de IFN-y, um importante agente inflamatario.

Dos-Santos-Pereira (2020) verificou que o CBD inibe a neuro-inflamagao
mcroglial induzida por LPS por reduzir a atividade da via NF-kB.

Gay e colaboradores (2007) demonstraram que a sinalizagcdo do LPS
através do TLR4 ativa varias vias intracelulares e induz amplas alteracdes na
expressao génica, eventualmente induzindo a liberacédo de varias citocinas pro-
inflamatorias.

Watkins e colaboradores (1995) demonstraram que o LPS estimula a glia,
que sdo células imunes residentes do cérebro e da medula espinhal. Assim,
estudos demonstram que a minociclina preveniu a ativagdo da micréglia induzida
por LPS e ativacdo de macrofagos em resposta a citocinas, na medula espinhal
e no ganglio da raiz dorsal em ratos (YOON et al., 2012).

Henry e colaboradores, demonstraram que a minociclina reduziu a
ativacao microglial, por bloquear a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias apos
estimulacao por LPS.

Bressam e colaboradores (2012), demonstraram que a administracao
intratecal de fluorocitrato e minociclina atenuou a nocicepcéo articular e a
inflamac&o induzida por LPS em ratos.

No presente estudo, o fluorocitrato na dose de 1nmol, reduziu os niveis
de AEA e 2-AG e a expressdo de GFAP. Contudo, Meller e colaboradores (1994)
demonstraram que a inibicédo seletiva do metabolismo da glia com administracao
I.t. de fluorocitrato na dose de 1nmol, resultou em uma acentuada atenuacéo da
hiperalgesia térmica e mecanica persistente produzida pelo zimosan intraplantar
na dose de 5mg.

As células da glia expressam diversos receptores, dentre eles, o TRL4. O
TLR4 é bem conhecido por sua resposta ao LPS (TRUDLER et al., 2010). O
reconhecimento do LPS pelo TLR4 conduz a oligomerizacdo de TLR e

recrutamento de proteinas adaptadoras e cinases para os seus dominios de
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sinalizacao intracelular de receptores de interleucina-1 (TIR). Esses processos
desencadeiam a ativagédo de fatores de transcricdo e expressao de citocinas,
bem como a ades&o de moléculas co-estimulatorias através de duas vias
principais de sinalizacdo (MEDVEDEYV et al., 2007).

Nossos resultados demonstraram que o LPS promove o aumento nos
niveis espinhais de TNF-a. Lembrando que, o TNF-a € responsavel pela génese
e manutencéo da dor por ativar a microglia a sintetizar e liberar novas citocinas
(WATKINS et al., 2005). Esse achado corrobora com os estudos de Mondeveanu
e colaboradores (2001), qgue demonstram que apos leséo, os niveis de TNF-a
ficam aumentados, iniciando um processo de sensibilizac&o local. Essa citocina
€ também responsavel por induzir a expressdo de moléculas de adesdo na
superficie das células endoteliais, promovendo, assim, a migracdo de leucdcitos
para os locais de inflamacgédo, com liberacdo de mediadores algicos, substancia
P, NO, bradicinina (MONDEVEANU et al., 2001). Além disso, o TNF-a ativa o
fator-nuclear kB (NFkB), um complexo proteico responsavel por regular a
resposta imune, que conduz a ativacdo de diferentes genes para a transcricéo
de mediadores inflamatérios, levando a ativacdo microglial, com liberacdo de
mais citocinas pro-inflamatérias, resultado em dor (MARCHAND et al., 2005).
Outra importante citocina pro-inflamatoria presente durante a dor é a IL-13. O
mecanismo de acdo da IL-138 na génese da dor envolve a ativagdo da adenilato
ciclase, provocando aumento do monofosfato ciclico de adenosina (AMPCc)
celular, com consequente ativacdo da proteina quinase A e fosforilagdo de
proteinas intracelulares (RANG & URBAN, 1995).

Outros estudos demonstraram que IL-1B e TNF-a sio regulados
positivamente, ou seja, aumentados na medula espinhal e cérebro em modelo
de nocicepcdo inflamatéria por meio da administracdo de CFA (RAGHAVENDRA
et al., 2004).

Quando a microglia é ativada por LPS ocorre um processo de fagocitose
associado a liberacao de diversos mediadores proé-inflamatérios (PRINZ et al.,
2002). Na fase de resolucdo da infeccdo, durante a remocdo de restos
apoptoticos de células envolvidas na resposta imune, a microglia libera fatores
anti-inflamatoérios (CHAN et al., 2001). Dentre os diversos fatores a micréglia sdo
capazes de produzir temos a IL-1B3, TNF-a, IL-6, IL-10, dentre outros (HANISCH,
2002).
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Apéds o tratamento com o CBD, os niveis de TNF-a e IL-1B foram
reduzidos. Rajan e colaboradores (2016) demonstraram que o CBD reduz
citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e IL-1 em macréfagos estimulados por LPS.
Kozela e colaboradores (2010) demonstraram que o CBD reduz a atividade da
via do NF-kB, a qual regula a expressao de genes pro-inflamatoérios, como as
citocinas. Além disso, Ribeiro e colaboradores (2015) demonstraram que uma
Unica dose de CBD administrada antes da inducéo de lesdo pulmonar por LPS,
reduziu a producéo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 em ratos.

Assim, sugerimos que o CBD regula o sistema imune, com redug&o nos
niveis de citocinas pré-inflamatérias, ativacéo do receptor CB,, com aumento dos
niveis de AEA e 2-AG, assim, temos a inibicdo do receptor TRL4 presente nas

células da glia.



6 CONCLUSAO

|

120

por PTX

Nocicepcio induzida

C |

I Geragao e manutencio da dor I

& -y L Y

TRLA4

Liberag3o de citocinas pré-
inflamatorias TNF-a e IL-18




121

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKIRA, S. et al. Pathogen recognition and innate immunity. Cell. v. 124, p. 783-
801, 2006.

AUSTIN, P. J.; MOALEM-TAYLOR, G. Pathophysiology of neuropathic pain:
inflammatory mediators. Neuropathic Pain. v. 7, p. 77-89, 2013.

BEGGS, S.; SALTER, M. W. Stereological and somatotopic analysis of the
spinal microglial response to peripheral nerve injury. Brain Behav Immun. v.
21, p. 624-633, 2007.

BETTONI, I. et al. Glial TLR4 receptor as new target to treat neuropathic pain:
efficacy of a new receptor antagonist in a model of peripheral nerve injury in
mice. Glia. v. 56, p. 1312-1319, 2008.

BIESMANS, S. et al. Systemic immune activation leads to neuroinflammation
and sickness behavior in mice. Mediators Inflamm. v. 2013, p. 271359, 2013.

BISOGNO, T. et al. Molecular targets for cannabidiol and its synthetic
analogues: effect on vanilloid VR1 receptors and on the cellular uptake and
enzymatic hydrolysis of anandamide. Br J Pharmacol. v. 134, p. 845-852,
2001.

BRESSAN, E. et al. Evidence that LPS-reactive arthritis in rats depends on the
glial activity and the fractalkine-TNF-a signaling in the spinal cord.
Neuropharmacology. v. 62, p. 947-958, 2012.

CARRIER, E. J. et al. Cultured rat microglial cells synthesize the
endocannabinoid 2-arachidonylglycerol, which increases proliferation via a CB2
receptor-dependent mechanism. Mol Pharmacol. v. 65, p. 999-1007, 2004.

CHACUR, M. et al. Snake venom components enhance pain upon
subcutaneous injection: an initial examination of spinal cord mediators. Pain, v.
1, p. 65-76, 2004.

CHAN, A. et al. Phagocytosis of apoptotic inflammatory cells by microglia and
modulation by different cytokines: MICROGLIAL PHAGOCYTOSIS OF
APOPTOTIC CELLS 241 mechanism for removal of apoptotic cells in the
inflamed nervous system. Glia. v. 33, p. 87-95, 2001.

CHEN, K. et al. Break Dancer: An algorithm for high-resolution mapping of
genomic structural variation. Nat Methods. v. 6, p. 677-681, 2009.

CLARK, A. K. et al. Inhibition of spinal microglial cathepsin S for the reversal of
neuropathic pain. Proc Natl Acad Sci USA, 2007.

COLBURN, R. W. et al. Attenuated cold sensitivity in TRPM8 null
mice. Neuron. v. 54, p. 379-386, 2007.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akira%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16497588
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16497588
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bettoni%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18615568
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biesmans%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23935246
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BIESMANS%2C%2Bet%2Bal.%2C%2B2013%2Bastrocytos
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bisogno%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11606325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11606325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bressan%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22001426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bressam%2B2012%2Bminociclyne
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chacur%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15327810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15327810

122

COSTA, B. et al. The non-psychoactive cannabis constituent cannabidiol is an
orally effective therapeutic agent in rat chronic inflammatory and neuropathic
pain. Eur J Pharmacol. v. 556, p. 75-83, 2007.

COYLE, D.E. Partial peripheral nerve injury leads to activation of astroglia and
microglia which parallels the development of allodynic behavior. Glia, v.23,
p.75-83, 1998

DE GREGORIO, D. et al. Cannabidiol modulates serotonergic transmission and
reverses both allodynia and anxiety-like behavior in a model of neuropathic
pain. Pain. v. 160, p.136-150, 2019.

DENG, L. et al. The maintenance of cisplatin- and paclitaxel-induced
mechanical and cold allodynia is suppressed by cannabinoid CB, receptor
activation and independent of CXCR4 signaling in models of chemotherapy-
induced peripheral neuropathy. Mol Pain. v. 8, p. 71-82, 2012.

DENG, L. et al. Prophylactic treatment with the tricyclic antidepressant
desipramine prevents development of paclitaxel-induced neuropathic pain
through activation of endogenous analgesic systems. Pharmacol Res. v. 114,
p. 114-175, 2016.

DESROCHES, J. et al. Endocannabinoids decrease neuropathic pain-related
behavior in mice through the activation of one or both peripheral CB; and CB,
receptors. Neuropharmacol. v. 77, p. 441-452, 2014.

DI MARZO, V. et al. The endocannabinoid system and its therapeutic
exploitation. Nat Rev Drug Discov. v. 9, p. 771-784, 2004.

DONG, Y.; BENVENISTE, E. N. Immune function of astrocytes. Glia. v.36,
p.180-90, 2001.

DOUGHERTY, P. M. et al. Taxol-induced sensory disturbance is characterized

by preferential impairment of myelinated fiber function in cancer patients.
Pain. v. 109, p. 132-142, 2004.

DUGGETT, N. A. et al. Oxidative stress in the development, maintenance and
resolution of paclitaxel-induced painful neuropathy. Neuroscience. v. 333, p.
13-26, 2016.

ERIKSON, N. P. et al. A quantitative analysis of the microglial cell reaction in
central primary sensory projection territories following peripheral nerve injury
in the adult rat. Exp Brain Res. v. 96, p. 19-27, 1993.

FIELDS, R. D.; STEVENS-GRAHAM, B. New Insights into Neuron-Glia
Communication. Science. v. 298, p. 556-562, 2002.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30157131
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deng%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27773824
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27773824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24148808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24148808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24148808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15340387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15340387
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dougherty%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15082135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15082135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duggett%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27393249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27393249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8243580
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fields%20RD%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stevens-Graham%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=12386325

123

FLATTERS, S. J. L.; BENNETT, G. J. Studies of peripheral sensory nerves in
paclitaxel-induced painful peripheral neuropathy: evidence for mitochondrial
dysfunction. Pain. v. 122, p. 245-257, 2006.

MEDVEDEV, A. E. et al. Role of TLR4 tyrosine phosphorylation in signal
transduction and endotoxin tolerance. J Biol Chem. v. 282, p. 16043-16053,
2007.

FERNANDEZ-RUIZ, J. et al. Cannabinoid CB2 receptor: a new target for
controlling neural cell survival? Trends Pharmacol Sci. v. 28, p. 39-44, 2007.

GAO, H. M. et al. Microglial activation-mediated delayed and progressive
degeneration of rat nigral dopaminergic neurons: relevance to Parkinson's
disease. J Neurochem. v. 81, n. 6, p. 1285-97, 2002.

GARCIA-ARENCIBIA, M. et al. Evaluation of the neuroprotective effect of
cannabinoids in a rat model of Parkinson's disease: importance of antioxidant
and cannabinoid receptor-independent properties. Brain Res. v. 1134, p. 162-
170, 2007.

GARRISON, C. J. et al. Staining of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in
lumbar spinal cord increases following a sciatic nerve constriction injury. Brain
Res.v. 1, p. 1-7, 1991.

GOSSELIN, D. et al. An environment-dependent transcriptional network
specifies human microglia identity. Science. v. 23, p. 356, 2016.

GUO, G. et al. Envolvimento da quimiocina CXCL11 no desenvolvimento
de tolerancia a morfina em ratos com dor éssea induzida por cancer. J
Neurochem. v. 141, p. 553-564, 2017.

GUTIERREZ-GUTIERREZ, et al. Chemotherapy-induced peripheral
neuropathy: clinical features, diagnosis, prevention and treatment strategies.
Clin Transl Oncol. v. 2, p. 81-91, 2010.

HANISCH, U. K. et al. Microglia as a source and target of cytokines. Glia. v. 40,
p. 140-155, 2002.

HANSSON, E.; RONNBACK, L. Glial neuronal signaling in the central nervous
system. FASEB. v. 17, p. 341-348, 2003.

HASHIMOTO C. et al. The Toll gene of Drosophila, required for dorsal-ventral
embryonic polarity, appears to encode a transmembrane protein. Cell. v. 52, p.
269-279, 1988.

HAYDON, P G. Glia: listening and talking to the synapse. Nat Rev Neurosci. v.
2, p. 83-91, 2001.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medvedev%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17392283
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17392283
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa-Arencibia%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17196181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17196181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gosselin%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28546318
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28546318
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guo%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27926984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27926984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27926984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanisch%20UK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12379902
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashimoto%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2449285
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2449285
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashimoto%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2449285
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashimoto%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2449285

124

HENRY, C. J. et al. Minocycline attenuates lipopolysaccharide (LPS)- induced
neuroinflammation, sickness behavior, and anhedonia. J Neuroinflam. v. 5, p.
15, 2008.

HERKENHAM, M. et al. Characterization and localization of cannabinoid
receptors in rat brain: a quantitative in vitro autoradiographic study. Journal of
Neuroscience. v. 11, p. 563-83, 1991.

HU. P.; MCLACHLAN, E. M. Macrophage and lymphocyte invasion of dorsal
root ganglia after peripheral nerve lesions in the rat. Neuroscience. v. 112, p.
23-38, 2002.

HUA X. Y. et al. Intrathecal minocycline attenuates peripheral inflammation-
induced hyperalgesia by inhibiting p38 MAPK in spinal microglia. Eur J
Neurosci. v. 22, p. 2431-2440, 2005.

HYLDEN, J. L. K.; WILCOX, G. L. Intrathecal morphine in mice: a new
technique. Eur J Pharmacol. v. 67, p.313-316, 1980.

1IZZO, A. A. et al. Non-psychotropic plant cannabinoids: new therapeutic
opportunities from an ancient herb. Trends Pharmacol Sci. v. 30, p. 515-527,
2009.

JANEWAY, C. A. JR.; MEDZHITOV, R. Innate immune recognition. Annu Rev
Immunol. v. 20, p. 197-216, 2002.

JOHNSON, J. R. et al. Multicenter, double-blind, randomized, placebo-controlled,
parallel-group study of the efficacy, safety, and tolerability of THC: CBD extract
and THC extract in patients with intractable cancer-related pain. J Pain
Symptom Manage. v. 39, p. 167-179, 2010.

JULIUS, D.; BASBAUM, A. |. Molecular mechanisms of nociception. Nature. v.
43, p. 203-210, 2001.

JURGA, A. M. et al. Blockade of Toll-Like Receptors (TLR2, TLR4) Attenuates
Pain and Potentiates Buprenorphine Analgesia in a Rat Neuropathic Pain
Model. Neural Plast. v. 2016, p. 523-573, 2016.

KAWAI, T.; AKIRA, S. The role of pattern-recognition receptors in innate
immunity: update on Toll-like receptors. Nat Immunol. v.11, p. 373-384, 2010.

KIDD, J. F. et al. Paclitaxel affects cytosolic calcium signals by opening the
mitochondrial permeability transition pore. J Biol Chem. v. 277, p. 6504—-6510,
2002.

KILMELBERG, H. K. Primary astrocyte cultures- a key to astrocyte function.
Cell Mol neurobiol. v. 1, p. 1-16, 1983.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Izzo%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19729208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19729208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janeway%20CA%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11861602
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medzhitov%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11861602
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11861602
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11861602
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jurga%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26962463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26962463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawai%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20404851
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akira%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20404851
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20404851

125

KINSEY, S. G. et al. The CB, cannabinoid receptor-selective agonist O-3223
reduces pain and inflammation without apparent cannabinoid behavioral effects.
Neuropharmacology. v. 20, p. 244-251, 2011.

KIM, D. S. et al. A critical role of tool-like receptor 2 in nerve injury-induced
spinal cord glial cell activation and pain hypersensitivity. J Biol Chem. v. 282, p.
14975-14983, 2009.

KIM, J. H. et al. O Bacterial endotoxin induces the release of high mobility group
box 1 via the IFN-beta signaling pathway. J. Immunol. v.182, p. 2458-2466,
20009.

KOZELA, E. et al. Modulation of Astrocyte Activity by Cannabidiol, a
Nonpsychoactive Cannabinoid. Int J Mol Sci. v. 18, p. e1669, 2017.

KUWATA, H. et al. IL-10-inducible Bcl-3 negatively regulates LPS-induced TNF-
alpha production in macrophages. Blood. v. 102, p. 4123- 4129, 2003.

KWIATKOSKI, M. et al. Cannabidiol- treated rats exhibited higher motor
score after cryogenic spinal cord injury. Neurotox Res. v. 21, p. 271-280,
2012.

KWIATKOWSKA M. et al. A comparative analysis of the potential of cannabinoids
and ondansetron to suppress cisplatin-induced emesis in the Suncus
murinus (house musk shrew). Psychopharmacology. v. 174, p. 254-259, 2004.

LALANI, I. et al. Interleukin-10: biology, role in inflammation and autoimmunity.
Ann Allergy Asthma Immunol. v. 79, p. 469-483, 1997.

LAN, L. S. et al. Down-regulation of Toll-like receptor 4 gene expression by
short interfering RNA attenuates bone cancer pain in a rat model. Mol Pain. v.
6, p. 2, 2010.

LAN, X. et al. Modulators of microglial activation and polarization after
intracerebral haemorrhage. Nat Rev Neurol. v. 13, p. 420-433, 2017.

LEDEBOER, A. et al. Minocycline attenuates mechanical allodynia and
proinflammatory cytokine expression in rat models of pain facilitation. Pain. v. 1,
p. 71-83, 2005.

LEE, J. J.; SWAIN, S. M. Peripheral neuropathy induced by microtubule-
stabilizing agents. J Clin Oncol. v. 10, p. 1633-1642, 2006.

LEHNARDT, S. The toll-like receptor TLR4 is necessary for lipopolysaccharide-
induced oligodendrocyte injury in the CNS. J Neurosci. v. 22, p. 2478-2486,
2002.

LETOUMEAU, P. C.; RESSLER, A. H. Inhibition of neurite initiation and growth
by taxol. J. Cell Biol. v. 98, p. 1355-1362, 1984.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kinsey%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20849866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20849866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kozela%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28788104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuwata%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12907458
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lalani%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9433360
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9433360
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lan%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20089147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=LAN%2Bet%2Bal.%2C%2B2010%2BTRL4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lan%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28524175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28524175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ledeboer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15836971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15836971
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16575015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swain%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16575015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16575015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lehnardt%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11923412
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11923412/

126

LI, Y. et al. Toll-like receptor 4 signaling contributes to Paclitaxel-induced
peripheral neuropathy. J Pain. v. 15, p. 712-725, 2014.

LI, Y. et al. MAPK signaling downstream to TLR4 contributes to paclitaxel-
induced peripheral neuropathy. Brain Behav Immun. v. 49, p. 255-266, 2015.

LIU, B. Modulation of microglial pro-inflammatory and neurotoxic activity for the
treatment of Parkinson's disease. AAPS J. v. 8, p. E606-21, 2006.

LIU, M.; BING, G. Lipopolysaccharide animal models for Parkinson's disease.
Parkinsons Dis. v. 2011, p. 327089, 2011.

LIU, Y.; FASSBENDER, K. Deficiency of TLR4 ameliorates hypoperfusion-
induced brain pathology. Theranostics. v. 8, p. 6355-6356, 2018.

LUONGO, L. et al. 1-(2',4'-dichlorophenyl)-6-methyl-N-cyclohexylamine-1,4-
dihydroindeno[1,2-c]pyrazole-3-carboxamide, a novel CB2 agonist, alleviates
neuropathic pain through functional microglial changes in mice. Neurobiol
Dis. v. 37, p. 177-185, 2010.

MAIONE, S. et al. 2011. Non-psychoactive cannabinoids modulate the
descending pathway of antinociception in anaesthetized rats through several
mechanisms of action. Br J Pharmacol. v. 162, p. 584-596, 2011.

MALFAIT, A. M. et al. The nonpsychoactive cannabis constituent cannabidiol is
an oral anti-arthritic therapeutic in murine collagen-induced arthritis. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. v. 97, p. 9561-9566, 2000.

MARCHAND, F. et al. Role of the immune system in chronic pain. Nat Rev
Neurosci. v. 7, p. 521-532, 2005.

MC DONALD, E. S. et al. Cisplatin preferentially binds to DNA in dorsal root
ganglion neurons in vitro and in vivo: A potential mechanism for neurotoxicity.
Neurobiology of diseases, Amsterda. v. 18, p. 305-313, 2005.

MCMAHON, E. J. et al. Epitope spreading initiates in the CNS in two mouse
models of multiple sclerosis. Nat Med. v. 11, p. 335-339, 2005.

MECHOULAM, R.; SHVO, Y. The structure of cannabidiol. Tetrahedron. v. 19,
p. 2073-2078, 1963.

MEDVEDEV, A. E. et al. Role of TLR4 tyrosine phosphorylation in signal
transduction and endotoxin tolerance. J Biol Chem. v. 282, p. 16042-16053,
2007.

MELLER, S. T. et al. The possible role of glia in nociceptive processing and
hyperalgesia in the spinal cord of the rat. Neuropharmacology. v. 33, p. 1471-
1480, 1994.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bing%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21603177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21603177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30613303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fassbender%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30613303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luongo%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19804829
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19804829
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19804829
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meller%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7532831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7532831

127

MERIGHI, S. et al. Cannabinoid CB, receptor attenuates morphine-induced
inflammatory responses in activated microglial cells. Br J Pharmacol. v. 8, p.
2371-2385, 2012.

MERSKEY H, BOGDUK N. Classification of chronic pain. 2nd ed. Seattle: IASP
Press. p. 1, 1994.

MILLIGAN, E. D. et al. The potential role of fractalkine, a neural chemokine, in
creating spinally mediated exaggerated pain states. J Pain Suppl. v. 2, p. 30,
2002.

MILLIGAN, E. D.; WATKINS, L. R. Pathological and protective roles of glia in
chronic pain. Nat Rev Neurosci. v. 10, p. 23-36, 2009.

MOLDOVEANU, A. I. et al. The Cytokine Response to Physical Activity and
Training. Sports Med. v. 31, p. 115-144, 2001.

NAGUIB, M. et al. MDA7: a novel selective agonist for CB2 receptors that
prevents allodynia in rat neuropathic pain models. Br J Pharmacol. v. 155, p.
1104-1016, 2008.

NAGUIB, M. et al. Prevention of paclitaxel-induced neuropathy through
activation of the central cannabinoid type 2 receptor system. Anesth Analg. v.
114, p. 1104-1120, 2012.

NIMMERJAHN, A. et al. Resting microglial cells are highly dynamic surveillants
of brain parenchyma in vivo. Science. v. 308, p. 1314-1318, 2005.

NODA, M. et al. Multifunctional effects of bradykinin on glial cells in relation to
potential anti-inflammatory effects. Neurochem Int. 2007.

NURMIKKO T.J. et al. 2007. Sativex successfully treats neuropathic pain
characterised by allodynia: a randomised, double-blind, placebo-controlled
clinical trial. Pain. v. 133, p. 210-220, 2007.

PANATIER, A., ROBITAILLE, R. The soothing touch: microglial contact
influences neuronal excitability. Dev Cell. v.23, p. 1125-1126, 2012.

PASCUAL, D. et al. A cannabinoid agonist, WIN 55,212-2, reduces neuropathic
nociception induced by paclitaxel in rats. Pain. v. 118, p. 23—34, 2005.

PEAKE, J. et al. Characterization of inflammatory responses to eccentric
exercise in humans. Exerc Immunol Rev. v. 11, p. 64-85, 2005.

PEREZ, M. et al. Neuroprotection and reduction of glial reaction by cannabidiol
treatment after sciatic nerve transection in neonatal rats. Eur J Neurosci. v. 38,
p. 3424-3434, 2013.

PERTWEE, R. G. Cannabinoid receptors and pain. Prog Neurobiol. v. 5, p.
569-611, 2001.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Milligan%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19096368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watkins%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19096368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19096368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naguib%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18846037
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18846037
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naguib%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22392969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22392969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nimmerjahn%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15831717
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23981015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23981015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pertwee%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11164622

128

PERTWEE, R. G. Cannabinoids and multiple sclerosis. Pharmacol Ther. v. 95,
p. 165-174, 2002.

PETERS, C. M. et al. Intravenous paclitaxel administration in the rat induces a
peripheral sensory neuropathy characterized by macrophage infiltration and
Injury to sensory neurons and their supporting cells. Exp Neurol. v. 203, p. 42-
54, 2007.

POLOMANDO, R. et al. A painful peripheral neuropathy in rat produced by the
chemotherapeutic drug, paclitaxel. Pain. v. 94, p. 293-304, 2001.

PRINZ M.; PRILLER J. Microglia and brain macrophages in the molecular age:
from origin to neuropsychiatric disease. Nat Rev Neurosci. v. 15, p. 300-312,
2014.

QUASTHOFF, S.; HARTUNG, H. P. Chemotherapy-induced peripheral
neuropathy. J Neurol. v. 249, p. 9-17, 2002.

RADHAKRISHNAN, R. et al. Unilateral carrageenan injection into muscle or
joint induces chronic bilateral hyperalgesia in rats. Pain. v. 3, p. 567-577, 2003.

RAGHAVENDRA, V. et al. Inhibition of microglial activation attenuates the
development but not existing hypersensitivity in a rat model of neuropathy. J
Pharmacol Exp Ther. v. 306, n. 2, p. 624-630, 2003.

RAGHAVENDRA, V. et al. Complete Freunds adjuvant-induced peripheral
inflammation evokes glial activation and proinflammatory cytokine expression in
the CNS. Eur J Neurosci. v. 2, p. 467-473, 2004.

RAJAN, T. S. et al. Anti-inflammatory and antioxidant effects of a combination
of cannabidiol and moringin in LPS-stimulated macrophages. Fitoterapia. v.
112, p. 104-115, 2016.

RANG, H. P.; URBAN, L. New molecules in analgesia. Br J Anaesth. v. 75, p.
145-156, 1995.

REEVES, P. R. et al. Bacterial polysaccharide synthesis and gene
nomenclature. Trends Microbiol. v. 4, p. 495-503, 1996.

REN, K.; DUBNER, R. Neuron-glia crosstalk gets serious: role in pain
hypersensitivity. Curr Opin Anaesthesiol. v. 21, p. 570-579, 2008.

RIBEIRO, A. et al. Cannabidiol improves lung function and inflammation in mice
submitted to LPS-induced acute lung injury. Immunopharmacol
Immunotoxicol. v. 37, p. 35-51, 2015.

ROMERO-SANDOVAL, A.; EISENACH, J. C. Spinal cannabinoid receptor type
2 activation reduces hypersensitivity and spinal cord glial activation after paw
incision. Anesthesiol. v. 106, p. 787-794, 2007.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raghavendra%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15233755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15233755
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajan%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27215129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27215129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25356537
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25356537
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25356537

129

ROMERO-SANDOVAL, M.D. et al. A Comparison of Spinal Ibal and GFAP
expression in Rodent Models of Acute and Chronic Pain. Brain Res. v. 1219, p.
116-126, 2008.

ROMERO-SANDOVAL, E. A. et al. Cannabinoid receptor type 2 activation
induces a microglial anti-inflammatory phenotype and reduces migration via
MKP induction and ERK dephosphorylation. Mol Pain. v. 5, p. 25, 2009.

ROWINSKY, E. K. et al. Clinical toxicities encountered with paclitaxel
(Taxol). Semin Oncol. v. 20, p. 1-15, 1993.

SAAD-HOSSNE, R. Intrapleural and intraperitoneal anesthesia in guinea-pigs.
Acta Cir Bras. v. 12, 1997.

SAITO O. et al. Spinal glial TLR4-mediated nociception and production of
prostaglandin E (2) and TNF. Br J Pharmacol. v. 160, p. 1754-1764, 2010.

SANCHEZ-GUAJARDO, V. et al. Neuroimmunological processes in Parkinson's
disease and their relation to a-synuclein: microglia as the referee between
neuronal processes and peripheral immunity. ASN Neuro. v. 5, p. 113-119,
2013.

SAWADA H. et al. Neuroprotective and neurotoxic phenotypes of activated
microglia in neonatal mice with respective MPTP and ethanol-induced brain
injury. Neurodegener Dis. v. 7, p. 64-67, 2010.

SELTZER, Z. et al. A novel behavioral model of neuropathic pain disorders
produced in rats by partial sciatic nerve injury. Pain. v. 43, p. 205-218, 1990.

SERETNY, M. et al. Incidence, prevalence, and predictors of chemotherapy-
induced peripheral neuropathy: A systematic review and meta-analysis. Pain. v.
155, p. 2461-247, 2014.

SCHOLZ, J.; WOOLF, C. J; The neuropathic pain triad: neurons, immune cells
and glia. Nat Neurosci, v. 10, p. 1361-1368, 2007.

SOFRONIEW, M. V.; VINTERS, H. V. Astrocytes: biology and pathology. Acta
Neuropathologica. v.119, p.7-35, 2010.

SOMMER, C.; KRESS, M. Recent findings on how proinflammatory cytokines
cause pain: Peripheral mechanisms in inflammatory and neuropathic
hyperalgesia. Neuroscien Letters. v. 361, p. 184-187, 2004.

SRIVASTAVA, M. D. et al. Delta9 tetrahydrocannabinol and cannabidiol alter
cytokine production by human immune cells. Immunopharmacology. v. 40, p.
179-185, 1998.

STREIT, W. J. et al. Functional plasticity of microglia: a review. Glia. v. 5, p.
301-307, 1988.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romero-Sandoval%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romero-Sandoval%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19476641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19476641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saito%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20649577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20649577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanchez-Guajardo%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23506036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23506036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&doptcmdl=Citation&defaultField=Title%2BWord&term=A%2Bnovel%2Bbehavioral%2Bmodel%2Bof%2Bneuropathic%2Bpain%2Bdisorders%2Bproduced%2Bin%2Brats%2Bby%2Bpartial%2Bsciatic%2Bnerve%2Binjury
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&doptcmdl=Citation&defaultField=Title%2BWord&term=A%2Bnovel%2Bbehavioral%2Bmodel%2Bof%2Bneuropathic%2Bpain%2Bdisorders%2Bproduced%2Bin%2Brats%2Bby%2Bpartial%2Bsciatic%2Bnerve%2Binjury

130

TAKEUCHI, O.; AKIRA, S. Pattern recognition receptors and inflammation. Cell.
v. 140, p. 805-820, 2010.

TANGA, F. Y. et al. Quantitative real-time RT-PCR assessment of spinal
microglial and astrocytic activation markers in a rat model of neuropathic pain.
Neurochem. Int. v. 45, p. 397-407, 2004.

TANGA, F. Y. et al. The CNS role of Toll-like receptor 4 in innate neuroimmunity
and painful neuropathy. Proc Natl Acad Sci USA. v. 102, p. 5856-5861, 2005.

TAWEFIK, V. L. et al. Efficacy of propentofylline, a glial modulating agent, on
existing mechanical allodynia following peripheral nerve injury. Brain Behav
Immun. v. 21, p. 238-246, 2007.

TERAYAMA, R. et al. Activation of microglia and p38 mitogen- activated
protein kinase in the dorsal column nucleus contributes to tactile allodynia
following peripheral nerve injury. Neuroscience. v.153, p. 1245-1255, 2008.

TOTH, C. C. et. al. Cannabinoid-mediated modulation of neuropathic pain and
microglial accumulation in a model of murine type | diabetic peripheral
neuropathic pain. Mol Pain. v. 6, p. 16, 2010.

TRANG, T. et al. Purinoceptors in microglia and neuropathic pain. Pflugers
Arch. v. 452, p. 645-652, 2006.

TRUDLER, D. et al. Toll-Like Receptors Expression and Signaling in Glia Cells
in Neuro-Amyloidogenic Diseases: Towards Future Therapeutic Application.
Mediators Inflamm. v. 2010, p. 12, 2010.

TSUDA, M. et al. Neuropathic pain and spinal microglia: A big problem from
molecules in “small” glia. Trends Neurosci. v. 28, p. 101-107, 2005.

VABULAS, R. M. et al. Heat shock proteins as ligands of toll-like
receptors. Curr Top Microbiol Immunol. v. 270, p. 169-184, 2002.

VANDERAH, T. W. Pathophysiology of pain. Med Clin North Am. v. 1, p. 1-12,
2007.

VAN HECKE, O. et al. Chronic pain epidemiology and its clinical relevance. Br J
Anaesth. v. 111, p. 13-18, 2013.

VARGAS, M. E.; BARRES, B. A. Why is Wallerian degeneration in the CNS so
slow? Annu Rev Neurosci. v. 30, p. 153-79, 2007.

VENEREAU. E. et al. DAMPs from Cell Death to New Life. Front Immunol. v.
6, p. 422, 2015.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takeuchi%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20303872
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akira%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20303872
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20303872
https://www.hindawi.com/72689124/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BIESMANS%2C%2Bet%2Bal.%2C%2B2013%2Bastrocytos
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanderah%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17164100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17164100
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vargas%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17506644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barres%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17506644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17506644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=V%26%23x000e9%3Bn%26%23x000e9%3Breau%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26347745
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4539554/

131

WADE, D. T. et al. A preliminary controlled study to determine whether whole-
plant cannabis extracts can improve intractable neurogenic symptoms. Clin
Rehabil. v. 17, p. 18-26, 2003.

WANG, C. X. et al. Baincalein alleviates early brain injury after experimental
subarachnoid hemorrhage in rats: possible involvement of TLR4/NF- B-
mediated inflammatory pathway. Brain Res. v. 1594, p. 245-55, 2015.

WARWICK, R. A.; HANANI, M. The contribution of satellite glial cells to
chemotherapy-induced neuropathic pain. Eur J Pain. v. 4, p. 571-580, 2013.

WARD, S. J. et al. Cannabidiol prevents the development of cold and
mechanical allodynia in paclitaxel-treated female C57BI6 mice. Anesth
Analg. v. 113, p. 947-950, 2011.

WARD, S. J. et al. Cannabidiol inhibits paclitaxel-induced neuropathic pain
through 5-HT1areceptors without diminishing nervous system function or
chemotherapy efficacy. Br J Pharmacol. v. 171, p. 636-645, 2014.

WATANABE, K. et al. Inhibition of anandamide amidase activity in mouse brain
microsomes by cannabinoids. Biol. Pharm. Bull. v. 19, p. 1109-1111, 1996.

WATKINS, L. R. et al. Immune activation: the role of pro-inflammatory cytokines
in inflammation, illness responses and pathological pain states. Pain. v. 63, p.
289-302, 1995.

WATKINS, L. R. et al. Implications of immune-to-brain communication for
sickness and pain. Proc Natl Acad Sci USA. v. 14, p. 7710-7713, 1999.

WATKINS, L. R.; MAIER, S. F. The pain of being sick: implications of immune-
to-brain communication for understanding pain. Annu Rev Psychol. v. 51, p.
29-57, 2000.

WATKINS, L. R.; MILLIGAN, E. D.; MAIER, S. F. Glial activation: a driving force
for pathological pain. Trends Neurosci. v. 24, p. 450-5, 2001.

WATKINS, L. R.; MAIER, S. F. Beyond neurons: evidence that immune and
glial cells contribute to pathological pain states. Physiol Rev. v. 4, p. 981-1011,
2002.

WATKINS, L. R.; MAIER, S. F. Glia: a novel drug discovery target for clinical
pain. Nat Rev Drug Discov. v. 12, p. 973-985, 2003.

WATKINS, L. R. et al. Glia: novel counter-regulators of opioid analgesia.
Trends Neurosci. v. 28, p. 661-669, 2005.

WIESELER-FRANK, J. et al. Central proinflammatory cytokines and pain
enhancement. Neurosignals. v. 4, p. 166-174, 2004.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Warwick%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23065831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ward%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24117398
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3969077/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watkins%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8719529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watkins%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10751964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maier%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10751964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10751964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watkins%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12270950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maier%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12270950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12270950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watkins%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14654796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maier%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14654796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14654796
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watkins%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16246435
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16246435

132

WINDEBANK, A. J.; GRISOLD, W. Chemotherapy-induced neuropathy. J
Peripher Nerv Syst. v. 13, p. 27-46, 2008.

WOLF, S. et al. Chemotherapy-induced peripheral neuropathy: prevention and
treatment strategies. Eur J Cancer. v. 11, p. 1507-1515, 2008.

WU, C. W et al. Treadmill exercise counteracts the suppressive effects of
peripheral lipopolysaccharide on hippocampal neurogenesis and learning and
memory. J Neurochem. v. 103, p. 2471-2481, 2007.

XIAO, W.F. et al. MicroRNA-93-5p may participate in the formation of morphine
tolerance in bone cancer pain mouse model by targeting Smad5. Oncotarget.
v. 32, p. 52104-52114, 2016.

XIONG, W. et al. Cannabinoids suppress inflammatory and neuropathic pain by
targeting a3 glycine receptors. J Exp Med. v. 209, p. 1121-1134, 2012.

XU, J. et al. Role of glycogenolysis in stimulation of ATP release from cultured
mouse astrocytes by transmitters and high K+ concentrations. ASN Neuro. v. 6,
p. e00132, 2014.

YAN, X. et al. Interleukin-1beta released by microglia initiates the enhanced
glutamatergic activity in the spinal dorsal horn during paclitaxel-associated
acute pain syndrome. Glia. v. 67, p. 482-497, 2018.

YOON, W. J. et al. Anti-inflammatory effect of sargachromanol G isolated from
Sargassum siliquastrum in RAW 264.7 cells. Arch Pharm Res. v. 35, p. 1421-
1430, 2012.

ZHANG, R. L. Stroke induces ependymal cell transformation into radial glia in
the subventricular zone of the adult rodent brain. J Cereb Blood Flow
Metab. v. 6, p. 1201-1212, 2007.

ZHANG, L. et al. Cannabinoid receptor 2 agonist attenuates pain related
behavior in rats with chronic alcohol/high fat diet induced pancreatitis. Mol Pain.
v. 10, p. 66, 2014.

ZIMMERMANN, M. Ethical guidelines for investigations of experimental pain in
conscious animals. (Guest Editorial). Pain. v. 16, p. 109-110, 1983.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolf%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18571399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18571399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xiong%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22585736
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22585736
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30578561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30578561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30578561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17200679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17200679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17200679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25403433
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25403433

ANEXO

Unlversidade Federal de Alfenas. Unifal-MG
R Grocel Movsm dy Sibs 200 ArenazdiG CEP AT13C.000

MINISTERIO DA EDUCAGAQ :

Tawe (33 32251000 Fay (33 3556 -4ied

‘ V]
Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUAJUNIFAL L!'J!.fg,!,,

CERTIFICADO

Certificames que a proposta intitulaga " Investigagdo do efeito protatar do

canabidiol na ativacdo do receptor tol-like 4 durantz a dor ncuropética induzida
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