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RESUMO

A fibromialgia (FM) é uma doenga cronica e idiopatica, caracterizada por dor
generalizada e além disso sintomas associados como depressdo e ansiedade. Uma
possibilidade terapéutica esta na utilizagdo da cannabis sativa, que apresenta diferentes
atividades farmacoldgicas, como analgésica, antiinflamatoéria, neuroprotetora e
imunomoduladora. Associado a isso, 0 uso de um o6leo com baixas concentragdes tetra-
hidrocanabidiol (THC) pode reduzir os efeitos adversos psicomiméticos da planta.
Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito analgésico do 6leo de
cannabis de amplo espectro com baixa concentracio de THC em um modelo
experimental de FM. Alodinia mecanica, hiperalgesia térmica, comportamento tipo-
depressivo e tipo-ansioso e atividade locomotora foram avaliados apds a administracao
de reserpina (0,25 mg/kg; injetada por via subcutanea (s.c.) uma vez ao dia por trés dias
consecutivos). Nossos resultados mostraram que a administracdo oral de o6leo de
cannabis de amplo espectro (0,1, 1 e 3 mg/kg, p.o.) em dose unica no 4° dia reduziu a
alodinia mecanica e hiperalgesia térmica induzida pela reserpina. Relevantemente, o
tratamento durante quatro dias com o6leo de cannabis de amplo espectro (0,1 mg/kg,
p.o.) reduziu a alodinia mecanica 1 h ap6s a administragdo de reserpina. O tratamento
intraplantar com 6leo de cannabis reverteu significativamente a nocicep¢ao mecanica e
térmica induzida pela injecdo de reserpina. Curiosamente, a administragdo espinhal e
supraespinal de 6leo de cannabis de amplo espectro reduziu completamente a alodinia
mecanica e a sensibilidade térmica ao calor induzida pela reserpina. A administragdo
repetida de o6leo de cannabis, administrada diariamente por 10 dias, atenuou
marcadamente a sensibilidade mecénica e térmica durante o modelo FM e seu
comportamento semelhante ao depressivo induzido pela reserpina. Em resumo, o 6leo
de cannabis de amplo espectro ¢ uma alternativa eficaz para reverter o modelo de

fibromialgia induzida por reserpina.

Palavra-chave: Reserpina, Dor Cronica, Mialgia, Sistema Endocanabinoide.



ABSTRACT

Fibromyalgia (FM) is an idiopathic disorder characterized by generalized pain and
associated symptoms such as depression and anxiety. Cannabis sativa shows different
pharmacological activities, such as analgesic, antiinflammatory, neuroprotective, and
immunomodulatory. Associated with this, the use of an oil with low concentrations of
THC can reduce the psychomimetic adverse effects of the plant. Therefore, the present
study aimed to evaluate the analgesic effect of broad-spectrum cannabis oil with low
THC concentration in an experimental model of FM. Mechanical hyperalgesia, thermal
allodynia, depressive- and anxious-related behavior, and locomotor activity were
evaluated after reserpine (0.25 mg/kg; injected subcutaneously (s.c.) once daily for three
consecutive days) administration. Our results showed that oral administration of broad-
spectrum cannabis oil (0.1, 1, and 3 mg/kg, p.o.) in a single dose on the 4th day
inhibited mechanical hyperalgesia and thermal allodynia induced by reserpine.
Relevantly, treatment during four days with broad-spectrum cannabis oil (0.1 mg/kg,
p.o.) reduced mechanical hyperalgesia 1 h after reserpine administration. Intraplantar
treatment with cannabis oil significantly reversed mechanical and heat thermal
nociception induced by reserpine injection. Interestingly, spinal and supraspinal
administration of broad-spectrum cannabis oil completely inhibited mechanical
hyperalgesia and thermal sensitivity induced by reserpine. The repeated cannabis oil
administration, given daily for 14 days, markedly mitigated the mechanical and thermal
sensitivity during the FM model, and its reduced depressive-like behavior induced by
reserpine. In summary, broad-spectrum cannabis oil is an effective alternative to reverse

the reserpine-induced fibromyalgia model.

Keywords: Reserpine, Chronic Pain, Myalgia, Endocannabinoid System.
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1 INTRODUCAO

As publicagdes cientificas relacionadas a dor aumentaram consideravelmente
nos ultimos 30 anos. Isso pode ser explicado por uma maior conscientizagao e interesse
compartilhado de varias partes interessadas, incluindo os pacientes que sofrem,
organizagdes de autoajuda de pacientes, médicos, pesquisadores e a industria
farmacéutica. Tais avangos no contexto da dor podem promover pesquisas que
esclarecam a fisiopatologia subjacente dessas doengas e, assim, melhorar as propostas
terapéuticas (PENNINX; LANGE, 2018).

Além disso, especialistas em dor e clinicos gerais tém experenciado relatos de
pacientes que descrevem dor cronica generalizada associada a uma série de outros
sintomas, incluindo sono ruim, fadiga e depressao. Este conjunto complexo de sintomas
foi reconhecido recentemente como fibromialgia (FM), mas continua sendo um conceito
desafiador por varias razdes, sendo elas 1) legitimidade e utilidade clinica do diagndstico
“FM?”, ii) a classificagdo nosologica, iii) a etiologia e fisiopatologia sugeridas, iv) as
opgoes de tratamento. Tornando assim relevantes os estudos que visam esclarecer essa

tematica (BAZZICHI et al., 2020; WRIGHT et al., 2021).

1.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor € uma experiéncia subjetiva que afeta mais de 116 milhdes de adultos nos
Estados Unidos da América (EUA), gerando altos custos econdmicos relacionados ao
manejo de doengas dolorosas (BOOKER, 2015). No Brasil, a Sociedade Brasileira para
o Estudo da Dor aponta que 30% da populagdo nacional sofre com algum tipo de dor
cronica e que 94,9% dos pacientes tém sua atividade profissional comprometida
(ATAKA; OKOSHI; ABREU, 2017; LINI et al., 2016). No entanto ela tem um papel
imprescindivel, uma vez que, ela desemprenha um mecanismo defensivo critico que
culmina com a retirada comportamental dos perigos ambientais e dos estimulos nocivos
(BARAL; UDIT; CHIU, 2019). Entretanto, embora a dor geralmente tenha um papel
adaptativo, ela pode ter efeitos adversos na fungdo e no bem-estar social e psicologico
(VADER et al., 2021).

Inicialmente a dor era conceituada com uma resposta sensorial associada aos
danos teciduais, sendo ela descrita em 1979 pela Associagdo Internacional para o

Estudo da Dor (IASP):
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“Uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”(MERSKEY,
1979).

Entretanto, essa visdo limitada da dor requeria uma atualiza¢do, uma vez que
muito avancgos nos estudos da dor demonstraram que ela ndo somente esta ligada a
potenciais danos teciduais mais também a alteracdes no processamento e percepcao da
dor sem associacdo com lesdes e danos prévios aos tecidos (VADER et al., 2021).
Tendo isso em mente, a IASP publicou em 2020 uma nova defini¢do do conceito de dor,
levando em consideragdo que a dor ¢ uma experiéncia pessoal e influenciada em graus
variados por fatores biologicos, psicoldgicos e sociais (RAJA et al., 2020). Além disso,
¢ importante ressaltar que dor e nocicep¢do sdo fendomenos diferentes, no qual a dor nao
pode ser inferida apenas pela atividade nos neurdnios sensoriais (RAJA et al., 2020). A
nocicepgao por sua vez, caracteriza-se pela ativagdo dos nociceptores, sendo definida
como “um processo neural de codificacao de estimulos nocivos” (MERSKEY, 1979).

Outro ponto a ser levado em consideragdo ¢ o fato que a descri¢ao verbal da dor,
sendo ela apenas um dos varios comportamentos para expressar dor, considerando
assim que a incapacidade de se comunicar ndo nega a possibilidade de um humano ou
animal estarem sentindo dor (RAJA et al., 2020). Logo, o novo conceito de dor revisado

e atualizado pela IASP descreve ela como sendo:

“Uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou
semelhante a uma lesdo tecidual real ou potencial” (RAJA et al., 2020).

Quando comparados os conceitos de dor e nocicepc¢ao fica evidente suas
distingdes, uma vez que a nocicepgdo refere ao processo neural que codifica os
estimulos nocivos e a dor ¢ uma experiéncia multidimensional (isto ¢, sensorial, afetiva
e cognitiva) relatada pela pessoa que a vivencia, e ndo pode ser inferida meramente a
partir da atividade dos neuronios sensoriais no processo de nocicepg¢ao (SHAHIRI et al.,
2022).

Além disso a dor ¢ uma experiéncia universal e continua a ser a razao
predominante para discussdes em cuidados de satde. Tal fato ja foi relatado pela
Academy of Pain Medicine (do inglés Academia de medicina da dor), na qual alertou
que a dor atinge mais americanos do que as doengas cronicas como o cancer, diabetes e

doengas cardiacas combinadas (ORR; SHANK, 2017).
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Segundo a IASP, a dor pode ser classificada em cronica ou aguda, e o que difere
entre elas ¢ a permanéncia temporal, sendo a crénica definida como uma dor que
persiste por tempo superior ao curso normal de uma lesdo aguda (AZIZ et al., 2015).
Diferentemente da dor aguda, a dor cronica ¢ considerada desadaptativa e patoldgica, e
possui trés aspectos relevantes para sua caracterizagdo como doenga: (i) o
comprometimento das atividades funcionais normais do individuo; (ii) a presenga de
sintomatologia especifica; (iii) etiopatogenia distinta (RAFFAELI; ARNAUDO, 2017).

Adicionalmente, ¢ possivel sugerir que a dor cronica decorra da ativacdo atipica
de multiplos mecanismos neurofisiologicos no sistema somatossensorial, resultando em
anormalidades na percep¢ao da dor (BARAL; UDIT; CHIU, 2019). Ademais, a dor
cronica pode ser subdividida segundo seus mecanismos fisiopatologicos e
neurobioldgicos em (i) dor neuropatica, (ii) dor inflamatdria, (iii) dor nociceptiva e (iv)
dor funcional ou nociplastica (Figura 1) (AZIZ et al., 2015; STENSSON et al., 2020).
Essa tltima, a “dor nociplastica” foi introduzida recentemente como uma nova entidade
de dor, apds a necessidade de incluir um grupo de condig¢des dolorosas cronica primaria
que ndo podiam ser capturadas pelas entidades de dor descritas anteriormente, tais como
as dores nociceptiva e neuropatica. Este novo descritor de dor abrange varias condigdes
de dor inexplicaveis, sem relacdo com traumas teciduais, doenca e/ou lesdes no sistema
somatossensorial que conduzam a ativagao de nociceptores periféricos, como ocorre no
caso da FM, dor lombar inespecifica e outros distirbios de dor
musculoesquelética/visceral primaria; ao todo, ndo had evidéncia clara de ativacdo de
nociceptores ou lesdo ou doenga comprovada do sistema nervoso somatossensorial
causando a dor (BIDARI; GHAVIDEL, 2022).

Logo, a IASP publicou critérios clinicos referencias para avaliacio da dor
nociplastica, sendo eles relacionados: i) condicdo de dor ndo pode ser explicada por
mecanismos nociceptivos ou neuropaticos; ii) a dor deve persistir por mais de 3 meses
e; 1ii) estiver associada a hipersensibilidade a dor (BIDARI; GHAVIDEL, 2022). Tendo
isso em vista, alguns avangos foram possiveis nos estudos e cuidados a certa das

doengas como no caso da FM.
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Figura 1 — Classificagao da dor e mecanismos envolvidos no seu desenvolvimento.

A dor cronica por sua vez, decorre de um processo desadaptativo e de acordo com o mecanismo
fisiopatologico envolvido pode ser subdividida em: (i) dor nociceptiva, quando decorre de um dano real
ou ameaca ao tecido nao neural; (ii) dor neuropatica, associada a alteragdes no sistema somatossensorial;
(iii) dor inflamatoria, derivada de ativacdo do sistema imune em resposta a trauma tecidual e/ou infeccdo;
(iv) e dor nociplastica, sem associagdo com traumas/lesdes teciduais ou doengas que afetem o sistema
somatossensorial, tal como a FM.) Fonte: Ilustragdo elaborada pela autora, a partir de (AZIZ et al., 2015;

BARAL; UDIT; CHIU, 2019; SCHMIDT-WILCKE; DIERS, 2017)

1.2 FIBROMIALGIA

A FM ¢ uma condi¢ao que tem gerado grande dilema por ndo apresentar uma
etiologia conhecida e além disso, por caracterizar uma complexa dor muscular
generalizada, com alto nivel de invalidacdo social, decorrentes de multiplas
comorbidades, como disturbios do sono, fadiga, problemas cognitivos e
hipersensibilidade a estimulos fisicos/emocionais (CORREA-RODRIGUEZ et al.,
2021). Além desses sintomas, ela também acompanha vérios outros sintomas somaticos
e psicologicos, como rigidez, disturbios cognitivos, sindrome da bexiga irritavel,
cefaleia, anedonia e depressdo (ALCIATI et al., 2021). Essa associagdo de sintomas
influencia negativamente a vida diaria, ¢ os pacientes comumente relatam grandes

mudancas nos habitos e rotinas como consequéncia da FM (OFFENBAECHER et al.,
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2021). Essa condi¢do tem gerado grande dilema ndo apenas por representar
discordancias na sua fisiopatologia mas também tem apresentado um alto nivel de
invalidacdo social, decorrentes de multiplas comorbidades apresentadas por essa
populagio (CORREA-RODRIGUEZ et al., 2021).

Os primeiros relatos histéricos compativeis com o quadro clinico da FM datam
de 1592 por Ruhman, entretanto o termo “fibromialgia” s6 foi reconhecido e citado pela
primeira vez na revisdo de Hench no ano de 1976, ap6s muito tempo a legitimacao da
FM como uma sindrome ocorreu somente em 1981 com a publicacdo do trabalho de
Yunus e colaboradores, responsdvel por caracterizar o quadro clinico da doenca
(HENCH, 1976; RUHMAN, 1940; YAKSH, 1985). Apesar disso, somente em 1994, a
FM foi reconhecida oficialmente como doenca pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), na 10? revisdo da “Classificacdo Internacional de Doengas (CID-10)”, a qual
listou a FM como uma das “doencas do sistema musculo-esquelético e tecido
conjuntivo” (AZIZ et al.,, 2015). A Figura 2 segue uma cronologia dos eventos

marcantes no historico da FM.

CONTEXTO HISTORICO DA FM

1994
OMS - Listou a FM como uma das
“doengas do sistema musculo-
esquelético e tecido conjuntive”

1976
Hench - Surge o
termo
“fibromialgia”.

4
LINHA DO TEMPO DA FIBROMIALGIA

1592
Ruhman -
Descrigao dos
primeiros relatos.

1981
Yunus et al., -
Caracterizacéo do
quadro clinico da
doenga

2010
ACR - Novos critérios
para o diagnostico,
avaliando pontos
dolorosos com sintomas !

assoclados.

Figura 2 — Cronologia historica da FM.

Ordem cronolodgica os eventos historicos marcantes relacionados a FM desde a sua primeira descri¢ao na
literatura (1592) até a incorporagdo dos novos critérios para o seu diagnostico.) Fonte: Imagem elaborada

pela autora com base em (AZIZ et al., 2015; HENCH, 1976; RUHMAN, 1940; WOLFE et al., 2010).
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Dentro desse contexto, nos ultimos 30 anos, as publicacdes cientificas acerca
da FM aumentaram consideravelmente, o que pode ser explicado em parte, pela maior
conscientizacdo e interesse da area cientifica e médica pelo assunto, mas também pelo
fato da tematica ser amplamente discutivel. As questdes ainda sdo conflitantes, sendo
elas: (i) critérios de diagndstico, (ii) etiologia, (iii) fisiopatologia e (iv) tratamento

terapéutico (ALCIATTI et al., 2021; MOORE et al., 2021; WALITT et al., 2016).

1.2.1 Epidemiologia da fibromialgia

Um importante fato estd na FM ser uma sindrome relativamente comum, de tal
forma que a sua prevaléncia na populagdo europeia atinja cerca de 4,7% (BERGER et
al., 2020; MCANALLY; BONNET; KAYE, 2020) e em torno de 0,5 a 5% da
populacdao global, acometendo principalmente mulheres (DE SANTANA; COBRA;
FIGUEIREDO, 2022). Outros estudos apontam taxas de prevaléncia mundial ainda
maiores, podendo variam de 0,2% a 6,6% na populagao geral (MARQUES et al., 2017),
ademais a prevaléncia em mulheres pode representar trés vezes maior do que em
homens (OFFENBAECHER et al., 2021).

J& no Brasil, foram relatadas taxas de prevaléncia da FM de 2% na populagdo
em geral, entretanto existem limitagdes para o acesso ao diagndstico, o plano de
tratamento e acesso a medicagdo que dificultam o progndstico dessa populagao
(SOUZA; PERISSINOTTI, 2018).

Algumas discussdes tentam esclarecer o fato da doenga ser mais prevalente em
mulheres, dentre elas estd 1) as caracteristicas sociais e culturais dos paises ocidentais,
nos quais os homens sdo menos propensos a consultar um especialista para sintomas de
dor cronica, limitando a formulagdo de um diagndstico correto para os homens; ii) a
crenga generalizada de que a FM seja uma doenga predominantemente feminina; iii) a
intensidade geralmente maior dos sintomas de dor nas mulheres em comparagdo aos
homens resulta em uma janela de tempo mais longa para formular um diagnostico para
os homens(IANNUCCELLI et al., 2022). Além disso, o género influéncia nas
manifestagdes clinicas da FM, com maior prevaléncia de dor, fadiga e outros sintomas
comuns da FM entre as mulheres, enquanto maior frequéncia de sintomas
neuropsiquiatricos entre os homens (IANNUCCELLI et al., 2022).

O preocupante na FM esta no fato da doenca promover muitos casos de licenca
por invalidez relacionada ao trabalho, com taxas de desemprego podendo atingir 80,6%

dos pacientes com a doengca (SKAER, 2014). Acarretando assim, em Onus
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socioecondmico que representam gastos substanciais em diversos paises e podem variar
de dezenas de milhares até milhdes de dolares anualmente (FORTI et al., 2019;
SKAER, 2014).

Como citado anteriormente a FM acarreta em alto impacto negativo na vida
diaria, relacionado ao nivel de incapacidade que os pacientes com FM sdo acometidos
(VERBUNT; PERNOT; SMEETS, 2008). Assim, os sintomas de longo prazo da FM
podem levar a deterioragdo da qualidade de vida relacionada a satide (CORREA-
RODRIGUEZ et al., 2021). Esse comprometimento gera altos graus de deficiéncia,
iguais aos apresentados pelos pacientes com doengas reumaticas inflamatorias cronicas
como o doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ou diabetes mellitus, levando
assim a impactos negativos na qualidade de vida (ALKHATIB, 2020).

Tendo isso em vista, um estudo transversal e observacional utilizando dados do
mundo todo, observou que em 480 pacientes com FM 33% tinham uma capacidade de
trabalho reduzida devido a doenca e apenas 34% dos pacientes tinham empregos
remunerados (OFFENBAECHER et al., 2021). Demonstrando assim que a FM
representa uma doenga incapacitante, gerando impactos negativos na qualidade de vida

dessa populagdo.

1.2.2 Diagnéstico da fibromialgia

Atualmente a FM ¢ diagnosticada com base em sintomas autorrelatados, dentre
eles sdo descritos o nimero de areas corporais doloridas a palpacgdo e a intensidade dos
sintomas associados (por exemplo, fadiga, sono, dor muscular) (WOLFE et al., 2010);
isso porque a doenca € comumente caracterizada por sintomas multidimensionais nao
somente por dor generalizada (BIDONDE et al., 2017; LEE et al., 2021; STAUD;
RODRIGUEZ, 2006).

Existem constantes esforcos para facilitar o diagnostico da FM de acordo com
os sintomas e avaliagdes clinicas dos pacientes. Os critérios modificados do American
College of Rheumatology (ACR — do inglés Colégio Americano de Reumatologia)
introduziram uma escala de desconforto polissintomatico para conceituar o espectro da
FM em vez de um diagndstico dicotomico realizado antigamente (Quadro 1) (ALCIATI
et al., 2021; WOLFE et al., 2010).

Entretanto essa abordagem através da escala quantifica a extensdo ¢ a

gravidade da dor em um conjunto limitado de sintomas e ndo se concentra na classe e
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nos atributos que a dor pode associar, avaliando a dor por meio de uma abordagem
mecanicista (ARNOLD et al., 2019).

Esses critérios baseados em sintomas identificam os pacientes com FM que
atendem a um nivel minimo de generalizacdo da dor e associando o status
polissintomatico, com um subconjunto de relatos faceis de detectar, mas dificeis de
gerenciar. Por outro lado, uma visdo mecanicista permite que os médicos diagnostiquem
0s pacientes menos sintomdaticos quando houver caracteristicas nociplésicas consistentes

(MCBETH; MULVEY, 2012).

Quadro 1 — Critérios para avaliagao e diagnostico da FM.

CRITERIO

Paciente satisfaz os critérios de diagndstico de FM se as trés condigdes a segurr forem atendidas:
1) Indice de dor generalizada (WPI) =7 e escore de gravidade de sintomas (S5) =5 ou WPI 3-6 e escore de 55 =9.
2) Os simtomas estio presentes em um nivel semelhante hi pelo menos 3 meses.
3) O paciente ndo possu distirbio que explicaria a dor.

VERIFICACAO
1) WPIL: mimero de areas nas quais o paciente teve | ( ) Ombro esquerdo
dor na ultima semana. Em quantas dreas o paciente ) Ombro diretto
teve dor? A pontuacio serd entre 0 e 19. ) Braco esquerdo
) Brago diretto
) Antebraco esquerdo
) Antebraco direito
) Quadril esquerdo (nadega e trocinter)
) Quadril direito (nadega e trocanter)
) Pema esquerda
) Perna direrta
) Panturrilha esquerda
) Panturrilha diretta
) Mandibula (lateral)
) Mandibula (centro)
) Petto
) Abdémen
) Parte superior das costas
) Pescogo
) Lombar
) Fadiga
) Distiarbios do sono
) Smtomas cognitivos
) Sintomas somaticos®
Para cada um dos trés simtomas acima, indique o nivel de gravidade da ultima semana usando a seguinte escala:
0 = sem problemas
1 = problemas leves. geralmente leves oun mternutentes
2 = problemas consideravels moderados. frequentemente presentes e/ou em nivel moderado
3 = grave: problemas generalizados, continuos e perturbadores da vida
Considerando os sintomas somdticos em geral mdique se o paciente tenu
0 = sem sintomas
1 = poucos sintomas
2 = um mimero moderado de sinfomas
3 = muitos smtomas
O escore da escala 55 é a soma da gravidade dos trés smtomas (fadiga. distirbios do sono, sintomas cogmitivos)

mais a extensdo (gravidade) dos sintomas somaticos em geral A pontuagio final é entre O e 12

*Sintomas somaticos que podem ser considerados: dor muscular, sindrome do intestino imitavel, fadiga / cansago, problems de raciocmio ou
lembranga, fraqueza muscular, dor de cabeca, dor / cdimbras no abdomen dorméncia / formigamento, tontura, msoma, depressdo,
constipagio, dor no abdome superior. ndusea, nervosismo, dor no peito, visdo turva, febre, diameia, boca seca, coceira, chiado no peito,
fendmeno de Raynand, urticana / vergdes, zumbido nos ouvidos, vomitos, azia, ilceras orais, perda de / alteracio do paladar, convulzdes,
olhos secos, falta de ar, perda de apetite, erupcdo cutinea, sensibilidade ao sol, dificuldades aunditivas, confusdes faceis. perda de cabelo,
miccdo frequente. miccio doloresa e espasmos na bexiza.

2) Escore SS:

P Ll i L s T i T R e N N e T W

Fonte: Quadro adaptado pela autora de WOLFE et al., 2010.
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Em outro estudo recente, uma nova ferramenta foi proposta para diferenciar os
pacientes com FM dos demais mecanismos de desenvolvimento de dor, chamada de
caracteristicas da FM baseada no nociplasico (NFF) que foi desenvolvida e introduzida
para a discriminagcdo de pacientes com FM entre pacientes com dor crénica nado
inflamatoria. O NFF difere dos critérios tradicionais de FM guiados por sintomas, pois
se concentra nos atributos da dor nociplastica em vez de contar os sintomas e os locais
da dor. Representando assim, uma alternativa para o diagnostico da FM (KHURSHID et
al., 2021).

1.2.3 Sintomatologia da fibromialgia

A dor nos pacientes com FM ¢ o principal sintoma, entretanto, por ser um
sintoma subjetivo, o diagnostico, € por sua vez o tratamento, representam um desafio
clinico (REZENDE et al., 2019).

Além disso, como citado anteriormente, a FM quase sempre estd associada a
comorbidades, entre as quais incluem: fadiga, nivel de atividade fisica reduzida,
depressdo, ansiedade, distarbios do sono, sindrome do intestino irritdvel e
comprometimento de algumas fungdes corporais (FAVERO et al., 2019;
SIECZKOWSKA et al., 2020; SOSA-REINA et al., 2017; STENSSON et al., 2020). Os

sintomas da FM sdao demonstrados na Figura 3.

Intestino
irritavel

| Depressdo

Disturbios

Ansiedade
do sono

Figura 3 — Sintomatologia da FM.

Os pacientes com FM ndo apresentam somente dor cronica, mas além disso também ¢é possivel observar

fadiga, nivel de atividade fisica reduzida, depressdo, ansiedade, distirbios do sono, sindrome do intestino
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irritavel que reduzem de forma negativa a qualidade de vida dessa populagdo (Ilustragdo elaborada pela
propria autora com base em (FAVERO et al., 2019; SIECZKOWSKA et al., 2020; SOSA-REINA et al.,
2017; STENSSON et al., 2020)).

Somado a isso, existe uma alta prevaléncia de distirbios psicoldgicos, tais como
os sintomas depressivos e transtornos de ansiedade, que representam respectivamente
cerca de 70% a 47% dessa populacio (ANDRADE; SIECZKOWSKA; VILARINO,
2019). Dentro dos outros sintomas, cerca de 70% dos pacientes apresentam FM
combinada com a sindrome da fadiga crdnica, tal associagdo desencadeia outras
repercussdes negativas para esses pacientes como o sedentarismo e a reclusdo social
(TATEM et al., 2014).

Outro sintoma que tem gerado bastante impactos negativos na qualidade de vida
desse pacientes sao os distirbios no sono que conduzem a uma exacerbagao dos demais
sintomas da FM impactando negativamente a qualidade de vida de cerca de 90% dos
pacientes (ANDRADE; SIECZKOWSKA; VILARINO, 2019; CHOY, 2015).

Como citado anteriormente, a FM acarreta em alto impacto negativo na vida
diaria, relacionado ao nivel de incapacidade que os pacientes com FM sdo acometidos
(ELLER-SMITH; NICOL; CHRISTIANSON, 2018). Assim, os sintomas a longo prazo
podem levar & deterioragdo da qualidade de vida (CORREA-RODRIGUEZ et al., 2021).
Esse comprometimento gera altos graus de deficiéncia iguais aos apresentados pelos
pacientes com doengas reumaticas inflamatorias cronicas como o DPOC ou diabetes
mellitus, levando assim a impactos negativos na qualidade de vida (KAUR et al., 2019).

Em pacientes com FM também foram observados que em testes sensoriais
quantitativo demonstram hipersensibilidade acentuada a um amplo espectro de
estimulos padronizados. Neste sentido os limiares de dor a pressdo contundente dos
pacientes sdo tipicamente reduzida, denominada alodinia' mecanica estatica, ou também
uma pincelada suave pode induzir dor ou alodinia mecanica dindmica, em 10-20% dos
pacientes (SHAHIRI et al., 2022).

Em relagdo a estimulos térmicos nocivos, (ou seja, estimulos que seriam
potencialmente dolorosos em condi¢des normais), pacientes com FM sdo semelhantes a

pacientes com outras doengas cronicas dolorosas, podendo relatar “pos-sensagdes”

! Alodinia - A palavra vem da jun¢do de duas palavras gregas, allo (outro) e odyne (dor).
Assim, alodinia se refere a uma alteracdo na forma com que sentimos dor. A partir dessa alteragdo, um
estimulo que ndo seria doloroso passa a causar dor. Em alguns casos, passar levemente uma pena na pele
pode gerar um grande desconforto.
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dolorosas, ou seja, sensagdes que persistem mesmo quando o estimulo cessou
(BERWICK; ANDERSSON; GOEBEL, 2022). Em pacientes com FM essa dor
persistente ao estimulo térmico podem ocorrer em até 83% dos casos apos estimulos
térmicos nocivos (por exemplo, 49,5°C - 51,5°C) e em individuos saudaveis podem
ocorrer com uma frequéncia de 20% a 37% (BERWICK; ANDERSSON; GOEBEL,
2022).

Tendo isso em vista, o diagnostico realizado antigamente através dos “tender
point” (do inglés pontos gatilhos) gera controversa uma vez que os estimulos cutaneos
podem provocar uma dor pds-estimulo de forma persistente nesses pacientes. Por esse
motivo, esses relatos confirmam que o exame dos pontos dolorosos na FM pode causar
desconforto o que justifica o diagndstico ser realizado através de questionario

atualmente (MCBETH; MULVEY, 2012; WOLFE et al., 2010).

1.2.4 Fisiopatologia da fibromialgia

Apesar da extensa pesquisa sobre FM, sua etiologia e patogénese permanecem
obscuras. A presente literatura suporta algumas hipoteses, dentre elas o
desenvolvimento de sensibilizagdo central como responsavel por disseminar o quadro
doloroso, onde had hipersensibilidade global do sistema nervoso central (BOOKER,
2015). No entanto, avangos significativos na compreensao da FM foram obtidos na
ultima década e representam a ligacdo clara entre sensibilizagdo central e

periférica(STAUD, 2012).
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Figura 4 — Hipoteses fisiopatologicas da FM.

As hipoteses fisiopatologicas da FM envolvem anormalidades no processamento da dor, podendo ocorrer

de forma periférica com alteragdes na condug@o nociceptiva de pequenas fibras. Mas, também podem
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ocorrer anormalidades no processamento nociceptivo central com superativacdo das vias ascendentes da
dor e inibicdo das vias descendentes nociceptivas. Ilustragdo adaptada pela autora com base em
(MEEUS; NIJS, 2007, NEUMEISTER; NEUMEISTER, 2020; STAUD, 2012; STAUD; RODRIGUEZ,
20006).

A complexidade da FM ¢ ainda demonstrada pela variacdo significativa no quadro
clinico entre os pacientes e até mesmo a variabilidade que um mesmo paciente pode
apresentar de diferentes sintomas, como demonstrado na Figura 4 (MARQUES et al.,
2017). Ademais a FM representa claramente um distlrbio relacionado ao estresse, no
qual diferentes estressores psicologicos, fisicos, metabolicos, infecciosos e/ou
autoimunes sdo motivadores frequentes da doenga (JOCA; PADOVAN; GUIMARAES,
2003).

E importante notar que nem sempre é possivel caracterizar os pacientes com FM
em categorias individuais; assim, alguns podem ter um endotipo central mais forte do
que o periférico e também alguns pacientes podem apresentar endotipos mistos
periféricos e centrais (BIDARI; GHAVIDEL, 2022). De fato, estudos observacionais
sugerem que os endotipos de pacientes podem se alterar ao longo do tempo na FM,
variando de tipos periféricos dominantes a tipos centrais dominantes (BIDARI;

GHAVIDEL, 2022).

1.2.4.1 Sensibilizacdao Central

Uma das principais hipdteses para o desenvolvimento da FM resulta
principalmente de disfuncdo do SNC, possivelmente com um envolvimento maior
quando comparado com as disfung¢des periférica (KHURSHID et al., 2021).

Um endotipo de envolvimento central na FM pode estar associada a um
componente periférico minimo, mas a um componente cognitivo ou psicossocial
dominante que levam a alteragdes estruturais decorrentes dos eventos estressantes da
vida no contexto de antecedentes genéticos (BIDARI; GHAVIDEL, 2022).
Manifestando-se como uma sensibilidade aumentada a estimulos sensoriais, além dos
padroes de dor localizados generalizados, fadiga, disturbios do sono (BIDARI;
GHAVIDEL, 2022).

Sabe-se que a FM estd fortemente relacionada a um fendmeno de sensibilizacdo

central caracterizado por disfun¢do de neurocircuitos, que se correlaciona com a



30

percep¢do, transmissdo e processamento de estimulos nociceptivos aferentes, afetando
manifestagdes prevalentes de dor no aparelho locomotor (MARTINS et al., 2022).
Primeiramente para entender a possivel fisiopatologia da FM ¢ preciso pensar além
do fato de que essa ¢ uma doenga musculoesquelética e logo ndo seria predominantemente
periférica. Pelo contrario, as investigacdes acerca do desenvolvimento da doenca tém
partido principalmente da hipdtese de um estado de dor central (ELLER-SMITH; NICOL;
CHRISTIANSON, 2018). Em concordancia, a localizagdo espacial inespecifica da dor
somada a auséncia de trauma tecidual como causa primaria de hiperalgesia® corroboram

essa hipotese (MEEUS; NIJS, 2007).

2
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Figura 5 — Sensibilizagao central na FM.
As vias nociceptivas ascendentes excitatorias (linha vermelha) e descendentes inibitorias (linha azul). Nas
vias ascendentes nociceptivas o estimulo oriundo da periferia faz comunicag@o no corno dorsal da medula
espinhal e leva informagdes para o cortex através de neurotransmissores como substancia P e glutamato.
O estimulo apoés ser processado no cortex envia informagdes inibitorias descendentes, através de
neurotransmissores como noradrenalina, serotonina, dopamina e opiodides, que retornam informagdes do

cortex para o corno dorsal da medula espinhal.) Fonte: Ilustragao adaptada pela autora de CHOY, 2015.

Tendo isso em vista, ¢ possivel pensar na FM como resultante de modificacdes
desadaptativas, as quais culminam em processamento anormal dos estimulos dolorosos
(ANDRADE; DOMINSKI; SIECZKOWSKA, 2020; CHOY, 2015). Uma vez que os
pacientes com FM apresentam aumento dos niveis de neurotransmissores na via nociceptiva

ascendente (incluindo: glutamato, substancia P e fator de crescimento do nervo) (CHOY,

2 Hiperalgesia - A hiperalgesia ¢ uma resposta aumentada a dor a partir de um estimulo que
geralmente provoca dor. Isso ¢ diferente da alodinia (dor a partir de um estimulo que geralmente ndo
causa dor).
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2015), bem como ativagdo exacerbada da matriz da dor no sistema nervoso central (SNC) o
que ocasiona reducdo do limiar doloroso e deficiéncia no sistema descendente de
modulagdo inibitéria da dor, estado caracterizado por reducdo nos niveis de
neurotransmissores, tais como: noradrenalina, serotonina, dopamina e opioides
(ANDRADE; DOMINSKI; SIECZKOWSKA, 2020; SIECZKOWSKA et al., 2020), esse
mecanismo esta ilustrado na Figura 5.

Além disso, a0 mapear a atividade cortical durante a ressondncia magnética
funcional, Thompson e colaboradores encontraram um padrdo invertido da atividade da
insula o que justifica os sintomas de anedonia recorrentemente associado a FM,
podendo assim estar relacionada ao processamento anormais do SNC (THOMPSON et
al., 2018). No entanto, o achado de anedonia na FM ndo exclui a possibilidade de
alteragdes no processamento dos sinais nas entradas de aferentes sensoriais relacionando
assim com alteragdes no sistema periférico (BERWICK; ANDERSSON; GOEBEL,
2022).

1.2.4.2 Sensibilizagdo Periférica

Além das hipoteses de alteragdes centrais também existem relatos do
desenvolvimento da FM tem como base as modificagcdes no sistema nervoso simpatico
(SNS) e portanto decorrente de um processo de sensibilizagdo periférica (KAUR et al.,
2019). Dentro desse contexto, existem estudos citando a relagdo entre as alteragdes na
microcirculagdo e no metabolismo energético muscular a modificacdes no sistema
nociceptivo levando um aumento do tonus muscular presente nos pacientes com FM
que desencadeia importantes regulacdes do fluxo sanguineo regional causando
isquemias musculares e respostas subjacentes ao acimulo de metabdlitos nos musculos
em trabalho (BHASKAR et al., 2021). Através desses fatos, os pacientes apresentarem
interagdes complicadas entre processos periféricos e centrais, o que provavelmente
predispdes ao grande numero de sintomas associados. Tais desregulagdes de multiplos
sistemas tornam a FM uma sindrome complexa e de dificil manejo (GERDLE et al.,
2022).

Cabe ressaltar que existem fortes evidéncias de anormalidades periféricas,
incluindo patologia de pequenas fibras com func¢do nociceptora alterada e inervacgdes
periféricas termorregulatorias anormais (BERWICK; ANDERSSON; GOEBEL, 2022).
Nessa hipotese de sensibilidade periférica alterada além das alteragdes no

processamento de pequenas fibras ¢ possivel observar um quadro inflamatorio
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exacerbado demonstrando ser essencial para a indugdo e perpetuacdo da hiperalgesia,
podendo ser observado na Figura 6 (ANTUNES et al., 2016). Atualmente, a bidpsia de
pele e a microscopia confocal da cornea podem definir objetivamente a presenca de
patologia de pequenas fibras nervosas em individuos com FM (FERRO MOURA
FRANCO et al., 2020).

Entretanto, esse perfil de endotipo periférico parece se manifestar como dor
localizada resistente a tratamentos direcionados perifericamente, diferentemente como
ocorre nos casos cujo o mecanismo de lesdo ocorra perifericamente (como em tiro ou
queimaduras). Levando a acreditar que nesses casos podem se referir a neuropatia de
pequenas fibras subjacente, com 49% dos pacientes com FM apresentando uma
anormalidade estrutural das pequenas fibras nervosas (BERWICK; ANDERSSON;
GOEBEL, 2022).

Embora possa haver um componente de sensibilizacdo cognitivo-emocional a
dor nesse tipo, os agressores periféricos sao fundamentais para o desenvolvimento da
FM nesse subgrupo de pacientes. Além disso, deve-se notar que categorizar a dor como
sendo confinada a um grupo mecanicista (neuropatia ou dor nociplastica) ¢ uma
simplificagdo excessiva, € muitos ou mesmo a maioria dos estados de dor representam
um quadro de dor mista com sobreposicdo mecanicista substancial (BIDARI;
GHAVIDEL, 2022).

No entanto, o papel da neuroinflamagao e da autoimunidade na patogénese da
FM foi recentemente destacado. Nas quais as interagdes de mediadores inflamatérios
com nociceptores especificos ou neurdnios da medula espinhal ou do cérebro podem
levar a varios processos bioldgicos que podem ocasionar as alteracdes na excitabilidade,
condutividade e transmissibilidade das vias de processamento da dor, levando a
amplificacdo da dor (ELLER-SMITH; NICOL; CHRISTIANSON, 2018).

E importante ressaltar também que alteragdes em biomarcadores,
particularmente citocinas inflamatorias, foram descritas no desenvolvimento e
manuten¢dao da FM, apoiando a hipdtese de que as citocinas podem desempenhar um
papel em suas caracteristicas clinicas (DA SILVA SANTOS; GALDINO, 2018;
STAUD; RODRIGUEZ, 2006) Uma meta-analise mostrou que os pacientes com FM
tinham niveis plasmaticos de IL-6 mais elevados em comparagdo com os controles
(SANTOS et al., 2020). Os niveis mais elevados de citocinas encontrados em pacientes
com FM sugerem a preseng¢a de um sistema de resposta inflamatoria e destacam um

paralelo entre os sintomas clinicos e os dados bioquimicos (LORENA et al., 2016).
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Outro mecanismo associado a FM decorre de diferentes estressores que
induzem profundas mudancas fenotipicas nos ganglios da raiz dorsal (DRG). Pode ser
postulado que, as alteragdes moleculares de DRG evocadas por estresse tornam-se
antigénicas (CORREA-RODRIGUEZ et al., 2021). Nas quais, essa resposta localizada
dos anticorpos leva a inflamagdo do nervo sensorial, hiperexcitabilidade e desnervacao
periférica (CORREA-RODRIGUEZ et al., 2021; MARTINEZ-LAVIN, 2021). As
alteragdes fenotipicas do DRG também podem explicar os sintomas relacionados a FM,
incluindo fadiga crénica e intestino irritavel (MARTINEZ-LAVIN, 2013; MARTINEZ-
LAVIN, 2021).
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Figura 6 — Sensibilizacdo periférica na FM.

Uma das hipoteses fisiopatologicas da FM ocorre através do aumento da ativagdo do sistema nervoso
auténomo que repercute em maiores tonus musculares e consequentemente no aumento de metabolitos e
de fluxo sanguineo local. Tais alteragdoes levam a liberacao de citocinas pro-inflamatorias, as quais
sensibilizam as vias nociceptivas conduzindo ao quadro de hiperalgesia. Fonte: Ilustracdo adaptada pela

autora de (LANGFORD et al., 2010; MARTINEZ-LAVIN, 2013; REZENDE et al., 2019).

1.2.5 Tratamentos para a Fibromialgia

Dentro da complexidade que a FM representa, o controle ¢ manejo da dor ¢é
conhecido por ser dificil de gerenciar de forma eficaz, com apenas uma minoria de
pacientes que se beneficiam através de uma intervencdo individual; portanto, uma
abordagem multidisciplinar, incluindo medicina convencional, complementar e
alternativa se faz necessaria (WALITT et al., 2016). Neste quesito, os medicamentos

convencionais incluindo duloxetina, pregabalina e milnaciprano foram aprovados pelos
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Estados Unidos pela Food and Drug Administration (FDA — do inglés Administra¢do
de drogas e medicamentos) para tratamento da FM. A pregabalina, nesse sentido, ¢ um
medicamento da familia dos gabapentinoides que atua na subunidade alfa2delta dos
canais de célcio dependentes de voltagem no SNC, reduzindo assim a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios e assim atuando na inibicao da via ascendente da dor
(MCANALLY; BONNET; KAYE, 2020). J& a duloxetina e o milnacipran atua
impedindo a recaptacdo de serotonina e noradrenalina, importantes neurotransmissores
no cérebro e atuam na via descendente inibitéria da dor aumentando a disponibilidade
da serotonina e noradrenalina na fenda sinaptica (GUPTA et al., 2021).

No entanto, a maioria dos pacientes com FM nao respondem adequadamente e/ou
apresentam eventos adversos indesejaveis (HERNANDO-GARIJO et al., 2021). Devido
a essas limitagdes na farmacoterapia, uma abordagem adjuvante envolvendo educagio
do paciente e modificagdes no estilo de vida em conjunto com terapias alternativas ¢
recomendada para maximizar o controle sintomatico da FM e minimizar os efeitos
adversos (ARNOLD et al., 2019).

Neste ambito, o gerenciamento de pacientes com FM inclui avaliagdo abrangente,
definicdo de metas, tratamento multimodal, incluindo terapias farmacolégicas e nao
farmacoldgicas, como atividade fisica, terapia comportamental, higiene do sono,
aconselhamento dietético, educagcdo sobre a doenga e abordagens de tratamento
(ARNOLD et al., 2019; HERNANDO-GARIJO et al., 2021).

Tentando gerenciar os sintomas, um ponto de partida para o manejo dentro na FM
estd no controle da inflamagdo e do estresse oxidativo, que sdo as principais vias
fisiopatologicas da dor crdnica e, portanto, um programa de tratamento pode incluir
protocolos nutricionais para reduzir o estado pro-inflamatério e, assim, aliviar a dor
(SIRACUSA et al., 2021). Neste sentido, a baixa ingestdo de certos micronutrientes,
incluindo fosforo, ferro, zinco, vitamina B1, vitamina B6, acido folico ¢ vitamina C se
correlacionou com pontuagdes mais altas em questionarios que demonstram os impactos
negativos na qualidade de vida, além de uma baixa ingestdo de vitamina B6 também se
correlacionou com maior relato de dor em escalar analogicas de dor (SIRACUSA et al.,
2021).

Visando controlar as hipoteses fisiopatologicas ja descritas neste trabalho, a terapia
farmacologica atual engloba drogas neuropaticas, anticonvulsivantes e antidepressivas,
focando predominantemente na sintomatologia (BAZZICHI et al., 2020), como

demonstrado no Quadro 2. Dentre os medicamentos amplamente citados na literatura
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estdo: amitriptilina, pregabalina / gabapentina, ciclobenzaprina, duloxetina / milnacipran

e tramadol (OLIVEIRA JUNIOR; ALMEIDA, 2018).

Quadro 2 — Lista de medicamentos recomendados pela EULAR, do inglés European

League against Rheumatism, para o tratamento da FM.

Medicamentos recomendados para o tratamento da FM pela European League against Rheumatism (EULAR)

Nome Classe da substancia Mecanismo de acao Daose Grau de
Recomendada recomendacio®
Amitriptilina Antidepressivos Inibicdo do transportador pré-sinaptico 10-50 Fraco
triciclicos de serotonina ¢ noradrenalina; me/dia
Antagonista de receptores 5-HT 2A. 5- )
HT 2C. 5-HT 6. 5-HT 7
Ciclobenzaprina  Relaxante muscular, Inibi¢do do transportador pré-sindptico  10-40 mg/dia Fraco
derivado de serotonina e
antidepressivo noradrenalina; Antagonista do
triciclico receptor 5-HT ;4
Duloxetina Inibidor da recaptacio Inibicdo seletiva da recaptacio de 20-120 Fraco
de catecolaminas serotonina ¢ noradrenalina me/dia
Milnacipran Inibidor da recaptacio Inibigdo seletiva da recaptacio de 100=200 Fraco
de catecolaminas serotonina e noradrenalina me/dia
Pregabalina Anticonvulsivante Modulagdo da subunidade o,6 do canal 300-450 Fraco
de calcio pré-sinaptico mg/dia
Gabapentina Anticonvulsivante Modulagio da subunidade a5 dos 1200 mg/dia Fraco
canais de calcio pré-sindpticos: aumento
do GABA
Tramadol Opidide fraco Agonista fraco do reeeptor 1, inibigdo da 150 mg/dia Fraco

recaptacio de noradrenalina

* Segundo recomendagdes europetas - Enropean League against Rheumatism (EULAR). 5-HT = serotomuna. GABA = acido y-aminobutirico.

Fonte: Quadro adaptada pela autora de SCHMIDT-WILCKE: DIERS. 2017.

Entretanto, cerca de 90% dos pacientes precisam recorrer a terapias alternativas

para controlar os sintomas, muito decorre da atuacdo dessas drogas serem especificas
para alguns sistemas (SIRACUSA et al., 2021). Nesse sentido, estudos pré-clinicos sdo
de grande relevancia para esclarecer a fisiopatologia da FM e desenvolver novos alvos
terapéuticos visando promover novas opgdes de tratamento, considerando as limitagdes
de eficacia das alternativas terapéuticas atuais (SIRACUSA et al., 2021).
1.3 CANNABIS SATIVA E SISTEMA ENDOCANABINOIDE

Dentro dessa tematica, um potencial tratamento para a FM ¢ o derivados
cannabinodides que demostraram ter beneficios para uma série de condi¢des clinicas,
incluindo dor, inflamacao, epilepsia, disturbios do sono, sintomas de esclerose multipla,
anorexia, esquizofrenia e outras condi¢cdes. A transformag¢do de cannabindides de
preparagdes em medicamentos

a base de plantas de prescricao altamente

regulamentados est4, portanto, progredindo rapidamente (BRUNI et al., 2018). Os casos
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de dores cronicas patologicas, como a dor neuropatica e a FM, sdo consideradas um dos
principais problemas de satide em todo o mundo, pois perduram além da resolugdo da
fonte da dor e podem afetar profundamente a qualidade de vida (SKAER, 2014).

Neste sentido o potencial terapéutico da cannabis (Cannabis sativa) vem sendo
explorado. Essa planta didica pertencente a familia Cannabaceae (Magnoliopsida,
Urticales) e possui propriedades médicas e psicoativas descritas desde 4000 aC.
Ademais, existe uma variabilidade genética e quimica dentro da Cannabis sativa, nas
quais produzem compostos ativos, mas cada variedade produz esses compostos em
diferentes concentracdes e propor¢cdes, que ndo dependem apenas do historico
gendmico, mas também das condigdes de crescimento e clima, o que significa que
podem ser chamadas de variedades quimicas, em vez de cepa (BRUNI et al., 2018).

A Cannabis sativa tem um papel muito importante na regulagdo de diversos
sistemas fisiolégicos porque atua de forma direta e indireta com o sistema
endocanabinoide (SEC) para a regulagdo de uma variedade de processos, podendo fazer
da modulacao farmacolégica fitocanabinoide de estratégia terapéutica promissora para
muitas areas médicas, incluindo os estudos de atividade analgésica, neuroprotetora, anti-
inflamatoria e antibacteriana (BRUNI et al., 2018; PISANTI et al., 2017).

E importante ressaltar que o SEC desempenha um papel crucial dentro do
sistema nervoso em desenvolvimento e no sistema nervoso maduro, onde modula a
atividade neuronal e a fung¢do da rede. O SEC ¢ um sistema complexo e completo,
composto por canabinoides enddgenos (endocanabinoides), receptores de canabinoides
e as proteinas que transportam, sintetizam e degradam endocanabinoides. Além disso, a
maioria dos componentes do SEC sdo multifuncionais. Assim, em vez de ser um
sistema discreto e isolado, o SEC influencia e ¢ influenciado por muitas outras vias de
sinalizacdo. Isso ¢ especialmente importante a ser considerado ao avaliar os efeitos dos
medicamentos direcionados a SEC (LU; MACKIE, 2021).

Embora a cannabis contenha muitos compostos bioativos, a maioria dos efeitos
psicoativos advém de uma das suas substancias chamada de tetrahidrocanabidiol (THC)
ou A9-THC (BERGER et al., 2020), que atua como agonista dos receptores
endocanabinoides e reduz a neurotransmissdo. No entanto, a cannabis também apresenta
outros fitocanabinoides de ocorréncia natural, por exemplo, o canabidiol (CBD), que
nao possui as propriedades psicomiméticas induzidas pelo THC (EBBERT; SCHAREF;
HURT, 2018).
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1.3.1 Receptores canabinoides

O complexo SEC conta com diversos componentes, nele existem dois subtipos
de receptores canabinoides chamados de CB1 e CB2, sendo os receptores CB1 mais
abundantes no SNC, enquanto os receptores CB2 estdo presentes principalmente em
tecidos periféricos com fungdes imunes (HUANG; CHEN; ZHANG, 2016), os
receptores CB1 e CB2 sao demonstrados na Figura 7. No SNC, os receptores CB1 estdao
distribuidos densamente nas regides motoras e limbicas, em &reas envolvidas na
transmissdo e modulacdo da dor (por exemplo, substincia cinzenta periaquedutal,
medula ventromedial rostral e corno dorsal da medula espinhal), entretanto também sdo
encontrados na periferia (HUANG; CHEN; ZHANG, 2016). Os receptores CB1 ¢ CB2
sdo receptores acoplados a proteina G do subtipo Gi/Go e mediam a inibicdo da
liberagdo de neurotransmissores (HUANG; CHEN; ZHANG, 2016) atuando assim em
diferentes sistemas dentro do SNC, como demonstrado na Figura 7. Eles inibem a
Adenil ciclase e certos canais de cdalcio sensiveis a voltagem, estimulam proteinas
quinases ativadas por mitogenos (MAP quinases) e canais de potdssio retificadores
internos (GIRKSs) e recrutam beta- arrestinas, entre outras agdes (LU; MACKIE, 2021).

A distribui¢cdo dos receptores CB1 s3o particularmente enriquecidos no sistema
nervoso, mas também estdo presentes em diversos 6rgaos, encontrados no figado, tecido
adiposo, pele, dentre outros. No SNC maduro o CBI podem ser encontrados em
neurdénios, sendo mais abundante em certos interneurénios GABAérgicos
(MCANALLY; BONNET; KAYE, 2020). O CBI1 também possui atuacdo em uma
ampla gama de neurdnios, incluindo glutamatérgicos, colinérgicos, glicinérgicos,
serotoninérgicos, podendo ser encontrados em todo o cérebro (SHAHBAZI et al.,
2020). E importante ressaltar que nos neurdnios, os receptores CB1 sdo numericamente
abundantes nos terminais sinapticos, refletindo seu papel principal na modulagdo da
transmissdo sindptica, mas também sdo expressos em no soma e dendritos neuronais,
além de se apresentar em algumas mitocondrias (KENDALL; YUDOWSKI, 2017). Ja
em células gliais, os receptores CB1 funcionais sdo expressos por alguns astrocitos, em
oligodendrocitos, precursores de oligodendrocitos € na microglia (SHAHBAZI et al.,
2020).

Diferentemente dos receptores CB1, os receptores CB2 s3o expressos
principalmente em células de origem imune incluindo microglia, embora também

possam ser expressos em neuronios, particularmente em estados patologicos (CHAVES
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et al., 2021). A ativagdo do receptor microglial CB2 ¢ geralmente associada a atividade

anti-inflamatoria (SHAHBAZI et al., 2020).

TRPV l‘{

)

MeAdD
il
Wiy

YW

v Regulagéo da v Modulagdo da v Modulagéo da
temperatura transmiss&do nocicepgao
corporal sinaptica ¥ Neuroinflamaca
v' Detecta v Psicoatividade o
estimulos v Controle de
ambientais dependéncia
nocivos quimica

Figura 7 — Receptores endocanabinoides.
Fungdo dos receptores endocanabinoides CB1 (modulagdo sinaptica e atividade psicoativa) ¢ CB2
(modulagdo nociceptiva, neuroinflamagao e controla de dependéncia quimica) e a atividade do receptor
TRPV1(Regulagdo da temperatura corporal, detecta estimulos ambientais nocivos) Fonte: Ilustragdo

adaptada pela autora de (HASENOEHRL; STORR; SCHICHO, 2017).

Os fitocanabinoides e os endocanabinoides interagem com os receptores CB1 e
CB2 em seus locais ortostéricos. Isso ¢ facilitado pelo fato do tamanho dos receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs), que apresentam uma conformagdo grande oferece
ampla oportunidade para locais onde outras moléculas podem se ligar e, sob condi¢des
favoraveis, modular a funcdo do receptor (MARSICANO; PIAZZA, 2014). Cabe
ressaltar que pouco se sabe sobre a modulagdao alostérica dos receptores CB2, mas
varios moduladores alostéricos positivos e negativos dos receptores CB1 foram
descritos (BUSQUETS-GARCIA et al., 2017). Neste sentido um modulador alostérico
pode afetar a sinalizagdo de um agonista ortostérico especifico, assim um modulador
alostérico pode alterar a sinalizagdo do THC, mas nao a sinalizagdo canabinoide
endogena(BUSQUETS-GARCIA et al., 2017).

Além disso, um segundo modulador alostérico negativo de receptores CB1 ¢ o
CBD, que atenua a ativagdo de CB1 por THC e canabinoides enddgenos em varios
ensaios in vitro (LAPRAIRIE; BAGHER; KELLY, 2015; STRAIKER et al., 2018). A
modulagdo alostérica negativa de CB1 pelo CBD pode explicar por que alguns, mas ndo
todos os estudos (HANEY et al., 2016; SOLOWIIJ et al., 2019), descobriram que cepas
de cannabis contendo CBD (ou coadministragdo de CBD com THC) podem produzir
psicoatividade menos extrema e por que o consumo frequente de cannabis com alto teor
de CBD pode ser menos prejudicial do que o consumo semelhante de cannabis com

baixo teor de CBD (LU; MACKIE, 2021) .
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1.3.2 Neurotransmissores canabinoides

O SEC possui canabinoides endégenos que sao lipidios sinalizados e ativam os
receptores  canabinoides. Os mais conhecidos sdo chamados de N-
araquidonoiletanolamina (anandamida — AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG),
derivados do &cido araquidonico e com propriedades canabinomiméticas (YASAR;
REDHI; GOLDBERG, 2011). Entretanto, outros lipidios estruturalmente relacionados
também envolvem receptores canabinoides como por exemplo o N-araquidonoil

dopamina (SHAHBAZI et al., 2020).

Neurdnio Pré-Sinaptico

A7-Tetrahidrocannabinol (THC)

n —=
OH”V - -
Anandamida (AEA)

[]

\ \

' o]

2-Araquidonoilglicerol (2-AG)

Neurdnio Pos-Sindptico

Figura 8§ — Mecanismo de sintese dos endocanabinoides.

A anandamida e 2-AG sdo entdo metabolizados por uma hidrolase de amida de acidos graxos (FAAH) e
monoacilglicerol lipase (MGL), respectivamente, altamente expressas no tecido cerebral. Fonte:

Tlustracdo adaptada pela propria autora de (DE GODOY-MATOS et al., 2006)

2-AG e AEA tém o potencial de ativar uma ampla gama de GPCRs, receptores
nucleares ou canais i6nicos (YASAR; REDHI; GOLDBERG, 2011). Além disso, o 2-
AG ¢ um importante intermediario no metabolismo lipidico, particularmente como fonte
de acido araquidonico para a sintese de prostaglandinas (LEWEKE, 2012). Apesar de
sua semelhanga estrutural, o 2-AG e o AEA sao sintetizados e degradados por diferentes

vias e tém fungdes fisiologicas distintas, esses mecanismos estdo ilustrados na Figura 8

(LEWEKE, 2012).
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Isso contrasta com os neurotransmissores cldssicos que sdo sintetizados e
armazenados em vesiculas. Os endocanabinoides sdo sintetizados “sob demanda”, neste
sentido o principio para que essa sintese sob demanda ocorra estd no fato dos
endocanabinoides usarem como precursor os lipidios da membrana e sdo liberados pela
ativacdo de algumas enzimas especificas, tipicamente lipases, que sdo desencadeadas
por um sinal especifico (por exemplo, proteinas G ou elevagdo do célcio intracelular
(STRAIKER et al., 2018).

Esse recurso de sintese “sob demanda” dos endocanabinoides possibilita que
sejam langados de maneira temporal e espacial muito precisa. Os fitocanabinoides por
sua vez, levam maior tempo para ativagao desse sistema, logo essa ¢ uma motivagao que
estimula a pesquisa de medicamentos que visam a melhor sinalizagdo e produzam efeito

por um tempo satisfatorio (LU; MACKIE, 2021).

1.3.3 Fungao do sistema endocanabinoide na sinalizagao retrograda

O SEC possui uma particularidade interessante, uma das suas fungdes no sistema
nervoso maduro ¢ atuar como um mensageiro retrogrado mediando varias formas de
plasticidade sindptica. Neste caso, os endocanabinoides sintetizados pela célula pos-
sindptica viajam retrogradamente através da sinapse para ativar os receptores
canabinoides pré-sinapticos, suprimindo a neurotransmissdao dos terminais que
expressam CB1(ROBBE et al., 2002).

Perante essa premissa, existem formas transitorias e duradouras de plasticidade
sinaptica mediada por endocanabinoides. Ambas as formas envolvem estimulagdo do
neurdnio pos-sinaptico (por despolarizagao e influxo de célcio ou ativagao de um GPCR
ligado a Gq). As formas transitorias sdao denotadas por supressio de excitagdo
estimulada por despolarizacdo (DSE, se a transmissdo excitatéria for suprimida) ou
supressdo de inibi¢do estimulada por despolarizacao (DSI, se a transmissao inibitdria for
suprimida) e supressdo de excitagdo estimulada por metabotropico (MSE, se
transmissdo excitatéria ¢ suprimida) ou supressdo da inibicdo estimulada por
metabotropicos (MSI, se a transmissdo inibitoria for suprimida (ROBBE et al., 2002;
WILSON; NICOLL, 2001).

Além da atuacdo dos endocanabinoides na sinalizagdo retrograda ele também
realiza modificagdes na excitabilidade neuronal de outras maneiras, na (i) modulagao
direta de canais i0nicos, (ii) ativagdo de canais de canais de potassio retificadores

internos (GIRK) e (iii) aprimoramento de canais de cations ativados por
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hiperpolarizagdo. Os endocanabinoides também modulam vdarios canais i06nicos
importantes, incluindo serotonina (SHT3), TRPV1, GABA-A, glicina ¢ muitos outros
(LU; MACKIE, 2021).
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Figura 9 — Sinalizacdo retrograda dos endocanabinoides.

A sinalizag@o endocanabinoide pode ocorrer de formas diferentes na sinapse como na (A) Sinalizagdo
endocannabinoide retrograda, os endocanabinoides (eCB) sdo mobilizados a partir de neurdnios pos-
sinapticos e receptores pré-sinapticos de canabinoides tipo 1 (CB1) para suprimir a liberagdo do
neurotransmissor. Nos casos de (B) sinalizagdo normal os endocanabinoides produzidos em neurdnios
pos-sinapticos ativam os receptores CB1 pds-sindpticos ou também podem ativar canais TRPV1. No
terceiro caso, a (C) sinalizagdo de neurdnios e astrocitos os endocanabinoides liberados a partir de
neur6nios pos-sinapticos estimulam os receptores CB1 nos astrocitos. Fonte: Ilustragdo adaptada pela

autora de (CASTILLO et al., 2012).

1.3.4 Sistema endocanabinoide e dor

Apds a descoberta da via de sinalizagdo sindptica retrograda mediada por
endocanabinoides abriu-se uma nova era para a pesquisa de canabinoides, incluindo
avaliagdes de seu uso terapéutico. Dentro desta temadtica, os agonistas seletivos de CB2
mostraram eficiéncia consideravel em uma variedade de modelos pré-clinicos de dor
neuropatica, além de proporcionar beneficios para pacientes com dor cronica e doengas
inflamatorias cronicas como a artrite (OHNO-SHOSAKU; KANO, 2014). Associados a
isso, os receptores CB2 também sdo particularmente importantes nos circuitos neuronais
centrais da dor, pois a atividade agonista induz a liberagdo de dopamina nas areas do

mesencéfalo, contribuindo para o controle descendente da dor (SHANG; TANG, 2016).
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A distribui¢@o fronto-limbica dos receptores canabinoides no cérebro sugere que
a cannabis pode interferir nas qualidades afetivas da dor (LEE et al., 2013). Nao
somente isso, a também cannabis demonstrou melhorar a dor neuropatica reduzindo a
inflamagao de baixo grau consistente na patologia (BRUNI et al., 2018).

No entanto, a terapéutica baseada nos canabinoides apresenta como desafio uma
série de eventos adversos (particularmente sonoléncia ou sedagdo, confusao, psicose)
que pode limitar suas aplicagdes clinicas. Tendo isso em vista, algumas diretrizes
clinicas consideram os medicamentos a base de cannabis como terapias de terceira ou
quarta linha para sindromes de dor neuropatica cronica, como alternativas terapéuticas
as terapias ja estabelecidas (por exemplo, anticonvulsivantes, antidepressivos)(BARON

et al., 2018; BHASKAR et al., 2021; MOULIN et al., 2014).

1.4  SISTEMA ENDOCANABINOIDE E FIBROMIALGIA

Primeiramente ¢ importante destacar que os pacientes com FM apresentam um
perfil inflamatério de baixo grau, demonstrado pelo estudo de Stensson e colaboradores,
nele foi possivel observar niveis elevados de lipidios circulantes, além disso foram
encontradas altas concentragdes de endocanabinoides, como AEA, que sugerem que
esses lipidios desempenham um papel na fisiopatologia complexa da FM e podem ser
sinais de inflamagdo de baixo grau em curso na FM (STENSSON; GHAFOURI;
ERNBERG, 2018).

Além da caracterizac¢do inicial dos endocanabinoides plasmaticos em pacientes
com FM, Stensson e colaboradores também (2020) investigaram os niveis de N —
aciletanolaminas (atuam em atuam em receptores ¢ enzimas do sistema
endocanabinoide) e citocinas em 17 mulheres com dor cronica generalizada. Os niveis
plasmaticos de N -oleoiletanolamina e N - palmitoiletanolamina foram
significativamente maiores em pacientes com dor cronica generalizada em comparagao
com controles saudaveis. No entanto ndo foram observadas alteragdes nos niveis de
citocinas e nao foi encontrada correlagdo entre os niveis de lipidios e citocinas. Além
disso, as concentragdes de 2-AG foram significativamente maiores em pacientes com
FM em comparagao com controles (STENSSON et al., 2020).

Nesse sentido, evidéncias recentes trouxeram a tona o uso de canabinoides como
tratamento alternativo para a FM (KHURSHID et al., 2021; MATHUR, 2018). Embora
as evidéncias que apoiam o uso de cannabis em condigdes de dor cronica sejam

abundantes ¢ bem estabelecidas, a aplicabilidade clinica e a seguranga nio foram
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devidamente relatadas na FM (BERGER et al., 2020; WALITT et al., 2016). Por
exemplo, o uso de cannabis estd associado a alguns riscos significativos, por exemplo,
desenvolvimento de dependéncia e defici€éncias psiquiatricas e cognitivas (BERGER et
al., 2020).

Ademais, poucos estudos pré-clinicos investigaram drogas a base de
canabinoides em modelos animais de FM, além de ser dificil recomendar ou interpretar
uma dosagem especifica uma vez que cada cepa e extrato apresenta uma formulacao
diferente. Outra dificuldade na prescri¢do dos derivados canabinoides esta na variedade
do produto de cannabis e as possiveis vias de administragdo que fornega a terapia mais

eficaz para sintomas relacionados a FM (BOURKE et al., 2022).

1.4.1 Via de administracao do canabidiol

Sabendo que o canabidiol representa uma Otima opgdo terapéutica para o
tratamento das dores cronicas, diferentes formas de administracdo e entrega foram
testadas para seu uso terapéutico, entretanto ndo existe um consenso com relagdo a isso
(BRUNI et al., 2018).As via mais estudas sdo a oral e a inalatoria/fumo, entretanto
outras vias também sdo indicadas, como por exemplo a tdpica/transdérmica e a retal
(PANLILIO et al., 2016). Além disso, a biodisponibilidade oral do CBD ¢ de cerca de
6%, enquanto a administragdo através de tabagismo fornece cerca de 2% a 56%. Ja a
inalag¢do por vaporizador tem um efeito terap€utico rapido, enquanto a ingestdo oral tem
um efeito mais lento e mais sustentado (JAIN; MOORTHY, 2022).

Tendo isso em vista, a farmacocinética e a dindmica dos canabinoides variam em
funcdo da via de administragdo, com a absor¢do apresentando uma maior variabilidade
das principais etapas farmacocinéticas. A absorcao ¢ afetada tanto pela lipofilicidade
intrinseca do produto quanto pelas diferencas inerentes aos tecidos dos 6rgdos (isto €,
alveolar, dérmica versus gastrica)(GROTENHERMEN, 2003). Uma variedade de
fatores, como alimentagdo recente (por via oral) profundidade da inala¢do, quanto
tempo a respiragao ¢ mantida e temperatura do vaporizador (para inalacdo) afetam a
absor¢do de canabinoides, que pode variar de 20-30% para administragdo oral e até 10-
60% para inalagdo (GROTENHERMEN, 2003).

Perante esse problema a combinagdo de formulagdes pode proporcionar uma
oportunidade de produzir efeitos sistémicos rapidos e resultados de longo prazo (como
por exemplo uma analgesia mais prolongada). Isso pode ser alcancado com a utilizacao

de sprays de canabinoides intranasais, ou adesivos que proporcionam rapida absor¢do e
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efeitos sistémicos, como também através da administragdo transdérmica associada a
terpenos potencializam a penetragdo de CBD e THC. Todas essas possibilidades
terapéuticas destacam a importidncia que recentes desenvolvimentos nas ciéncias
farmacoldgicas, farmacéuticas e tecnoldgicas resultem em novas estratégias terapéuticas
usando tanto canabinoides conhecidos para novas estratégias terapéuticas quanto

derivados sintéticos de canabinoides (BRUNI et al., 2018).

1.4.2 Efeito entourage do extrato de cannabis

Um aspecto importante relacionado com os derivados do cannabis esta no efeito
entourage que esses componentes apresentam. O conceito foi inicialmente descrito pelo
grupo de Mechoulam para explicar seus achados experimentais, com base em estudos
de canabinoides enddgenos sintetizados em varios tecidos do corpo (FRIDE et al.,
2003).

Dentro desta premissa foi possivel observar que, existia uma "sinergia" que
indicavam a atuacao de dois ou mais compostos ativos podendo produzir um efeito
aditivo. Compostos funcionalmente inativos podem exercer seu 'efeito entourage' por
diferentes mecanismos, como prevenir a degradacdo do ingrediente ativo ou afetar sua
ligacdo a um receptor (ANAND et al., 2021).

Entretanto muito ainda precisa ser desvendado quanto aos efeitos dos
canabinoides ¢ outros receptores na mediacdo da atividade entourage, podendo
provavelmente ser complexo. Perante esses argumentos alguns estudos pré-clinicos
identificaram crosstalk entre agonistas canabinoides e o receptor de dor nociva TRPV1,
que ¢ dessensibilizado ap6s a ativagdo, mostrando assim que os efeitos antinociceptivos
podem ter influencias mais complexas (CHUNG; JUNG; OH, 2011; JARDIN et al.,
2017). Além disso os endocanabinoide anandamida foi relatado como um agonista total
do TRPVI1, e a amida de acido graxo relacionada, palmitoil etanolamida (PEA),
potencializou os efeitos mediados pelo TRPV1 de anandamida e capsaicina, do influxo
de Ca 2+ nas células (ANAND et al., 2021).

Essa sinergia entre os compostos do cannabis pode ser comprovada em um
estudo com modelo de dor neuropéatica em ratos, no qual foi realizado o tratamento oral
com um extrato controlado de cannabis, contendo varios canabinoides, como
canabigerol, canabichromene, cannabidivarina, acido canabididlico e outros
componentes menores que incluiam terpenos, esterois, triglicerideos, alcanos,

esqualeno, tocoferol e carotendides, quando administrado em uma propor¢do definida,
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proporcionou maior eficicia antinociceptiva do que o Unico canabinoide administrado
sozinho (JANG et al., 2008).

Com isso em mente e dentro do contexto da FM, desenvolvimentos
biotecnologicos e técnicas de extragdo permitiram a producdo de extratos e Oleos de
cannabis quase desprovidos de influéncia psicomimética devido ao isolamento das
substancias psicoativas (BERGER et al., 2020). Tendo isso em vista a Associagdo
Brasileira de Apoio Cannabis Esperanga (ABRACE) desenvolveu em 6leo de cannabis
de amplo espectro quase livre de A9-THC demonstrando uma relagdo CBD:THC de
11:1, mas contém todos os fitoquimicos encontrados na planta, incluindo terpenos,
flavonoides e outros fitocanabinoides, como CBD (ASSIS et al., 2021). Assim, o
presente 6leo poderia modular o sistema endocanabinoide podendo reduzir de efeitos
potentes na  neurotransmissdo  nociceptiva, neuroenddcrinos € Processos
inflamatorios(ASSIS et al., 2021; WALITT et al., 2016). Nesse contexto, o presente
estudo buscou determinar os efeitos do 6leo de cannabis de amplo espectro na FM
induzida por reserpina em camundongos, avaliando seus efeitos analgésicos usando

diferentes vias de administracao.

1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE FIBROMIALGIA

Tendo em vista a importancia de novos alvos terapéuticos para doengas com a
FM, uma importante ferramenta consiste na utilizagdo de modelos animais. Porém,
diferentemente dos modelos animais para dor nociceptiva e neuropdtica, os quais sao
amplamente reproduzidos na literatura, os modelos animais de FM ainda ndo possui um
modelo considerado padrdo ouro para mimetizagdo das caracteristicas fisiopatologicas
da doenca em animais (NAGAKURA et al., 2009).

Entretanto a literatura aponta diversos modelos experimentais, dentre eles: dor
induzida por solucdo salina acida, dor muscular aumentada por fadiga, deple¢dao de
aminas biogénicas, assim como estresse induzido pelo frio e pelo som. Esses modelos
produzem hiperalgesia cronica e generalizada, sem danos associados ao tecido
periférico, mimetizando os sinais clinicos da doenca em humanos (NAGAKURA et al.,
2012).

Um dos modelos que mais se assemelha as possiveis fisiopatologias encontradas
na FM ¢ o modelo mialgia induzida por reserpina (RIM), além de desenvolver um quadro

doloroso também mimetiza algumas das caracteristicas clinicas relacionadas a doenga, tais
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como comportamento tipo-depressivo e tipo-ansioso (FAVERO et al., 2019; NAGAKURA
etal., 2009).

Outra caracteristica que o modelo RIM demonstra ¢ a sua correspondéncia com
o perfil farmacologico presentes nos pacientes com FM, para tal foram observados que a
alodinia mecanica associada ao modelo pode ser revertida com a administracdo de
anticonvulsivantes e antidepressivos, bem como nao respondem aos anti-inflamatérios
nao esteroidais (ARNOLD et al., 2019; FERRARINI et al., 2021).

Tudo isso € possivel porque através da reserpina (droga utilizada para indugao) ¢
possivel se ligar irreversivelmente ao transportador de amina vesicular, sendo capaz de
conduzir & diminui¢do de aminas biogénicas no local sindptico. Além disso, acredita-se
que esse modelo promova aumento do catabolismo oxidativo dependente da
monoamina oxidase e dos niveis de dopamina e serotonina citosolicos, caracterizando
assim um modelo de dor cronica por aminas biogénicas disfuncionais (KAUR et al.,
2019). Neste sentido, os efeitos e mecanismos dos medicamentos dentro do contexto da
FM podem se beneficiar com a utilizacdo dos modelos experimentais, entretanto
existem poucos estudos publicados que investigando o papel do sistema

endocanabinoide em modelos animais de FM (BOURKE et al., 2022).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente existe uma constante busca em novas opgdes terapéuticas que
minimizem o impacto da FM na qualidade de vida dos pacientes, principalmente no que
se refere ao controle do quadro algico (FERRARINI et al., 2021). Dentro desta
tematica, o sistema endocanabinoide desempenha um papel importante na mediacdo da
interacao entre estresse, dor e imunidade (ELLER-SMITH; NICOL; CHRISTIANSON,
2018). Além disso, os endocanabinoides apresentam efeito analgésico mediado pela
estimulacdo dos receptores periféricos e centrais (DA SILVA SANTOS; GALDINO,
2018). Portanto, fazem-se necessarios estudos mais aprofundados acerca do efeito
analgésico do cannabis e derivados, elucidando os mecanismos subjacentes a essa
propriedade e que podem estar relacionados a modulagao da dor no contexto da FM.

Embora os efeitos analgésicos dos derivados canabinoides ja estejam bem
estabelecidos, seu uso na FM ainda carece de maiores esclarecimentos, principalmente
devido a escassez de boas opg¢des de tratamento, sendo o exercicio fisico o Unico
tratamento avaliado como fortemente comprovado para FM (BERGER et al., 2020;
FERRARINI et al., 2021). Nesse sentido, esfor¢os recentes tém sido feitos para elucidar
mais op¢des terapéuticas para esses pacientes (SIRACUSA et al., 2021). Além disso,
como citado anteriormente a FM ¢ uma doenca de etiologia desconhecida, que afeta
componentes do sistema nervoso central e periférico (NEUMEISTER; NEUMEISTER,
2020).Perante isso e as evidencias na literatura a FM poderia ser uma sindrome
relacionada a “deficiéncia clinica de endocanabinoides”, uma vez que os niveis de
endocanabinoides sdo mais baixos em pacientes com FM, o que pode contribuir para a
manifestagdo de sintomas clinicos associados a doenca (RUSSO, 2016). No entanto,
existem poucos estudos publicados que apoiem essa hipdtese (BOEHNKE et al., 2022).

Um aspecto importante relacionado com a utilizagdo dos derivados da canabis ¢
seu potencial entourage, que descreve a atividade sinérgica entre os compostos presente
na planta, no qual os compostos ativos podem produzir um efeito aditivo ou maior que
os efeitos individuais dos compostos separados. Podendo assim, potencializar o efeito
bioldgico de um composto, tal mecanismo leva o nome de "efeito entourage"(ANAND
et al., 2021). Neste sentido, se faz necessario uma abordagem farmacéutica moderna
para a administracdo com a cannabis, que podem apresentar uma ampla aplicabilidade
para o uso médico e, em seguida, passar para o desenvolvimento de extratos de
qualidade controlada, a avaliacdo completa de seus perfis analiticos e estudos para

avaliar a entrega da dosagem correta para efeito terapéutico ideal (KAUR et al., 2019).
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De acordo com um estudo recente, poucos ensaios clinicos investigaram os
efeitos da cannabis, extratos de cannabis, canabinoides sintéticos e drogas moduladoras
de endocanabinoides para o tratamento da FM (BOURKE et al., 2022). Além disso,
devido a disparidade e inconsisténcia nas metodologias e desenhos de estudo, ha
evidéncias limitadas de eficacia, tolerabilidade e seguranga com o tratamento com
canabinoides (BOURKE et al., 2022). Para isso, sao necessarios estudos que visem as
posologias e vias de administragdo utilizadas que representem potenciais efeitos e ainda
mantenham a segurabilidade do tratamento(BOURKE et al., 2022). Com isso em mente,
nosso principal objetivo foi avaliar os efeitos do 6leo contendo uma alta concentragdo
de CBD em um modelo FM, empregando diferentes vias de administragdo que
pudessem diferenciar entre possiveis efeitos centrais e periféricos (MAFFEIL 2020).
Pode-se supor que tal metodologia contribuiria para futuros estudos clinicos e pré-

clinicos visando um tratamento mais eficaz e personalizado para os pacientes com FM.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo determinar os efeitos antinociceptivos do
6leo de cannabis de amplo espectro no modelo experimental de FM induzida por
reserpina em camundongos, avaliando seus efeitos analgésicos em diferentes vias de

administracao.

3.2 Objetivos Especificos

1-Avaliar os efeitos do 6leo de cannabis de amplo espectro na alodinia
mecanica e sensibilidade térmica induzida pelo modelo de FM;

2-Definir melhor dose resposta para os efeitos analgésicos do 6leo de cannabis
de amplo espectro entre 0.1, 1 ou 3 mg/kg;

3-Determinar os efeitos analgésicos do 6leo de cannabis de amplo espectro
administrado via oral de forma aguda ou crénica no modelo experimental de FM;

4-Estudar a administragdo i.c.v., i.pl. e i.t. do dleo de cannabis de amplo
espectro no contexto da alodinia mecanica e hiperalgesia térmica ao calor e frio no
modelo de FM;

5-Investigar os efeitos da administra¢do do 6leo de cannabis de amplo espectro
durante 10 dias por via oral e estudar seus efeitos no comportamento tipo-ansioso, tipo-

depressivo e locomotor no modelo de indugdo de FM.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Drogas e reagentes

A reserpina foi adquirida da Sigma Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO,
EUA); Lyrica® (pregabalina) foi adquirido da Pfizer (Nova York, NY, EUA). A
reserpina foi diluida em 0,5% tween 80 (v/v em solucdo tamponada com fosfato; PBS) e
a pregabalina em solucdo salina (0,9% NaCl). O 6leo de cannabis de amplo espectro foi

diluido com 6leo de triglicerideos de cadeia média (MCT).

4.2. Oleo de cannabis de amplo espectro

O dleo de cannabis de amplo espectro foi produzido e disponibilizado pela
Associacdo Brasileira de Apoio Cannabis Esperanca, Paraiba — Brasil/Cadastro
Nacional de Pessoas Juridicas — CNPJ sob o nimero 23.877.015/0001-38. A analise
cromatografica foi realizada e publicada em um estudo anterior e relatou uma propor¢ao
de CBD: A9-THC de 11:1 e canabinoides totais de 40,2% (15 mg de CBD em 1 ml de
0leo) (ASSIS et al., 2021). Em relagao a avaliagao microbioldgica, o 6leo estava dentro

dos parametros de qualidade vigentes (ASSIS et al., 2021).

4.3. Animais

Os experimentos foram realizados em camundongos Swiss fémeas uma vez que
a doenga ¢ mais prevalente em mulheres, pesando entre 30—40 g, com idade de 60 a 120
dias, ao todo foram utilizados um total de 120 animais. Os animais foram obtidos do
biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram alojados
em gaiolas coletivas de plastico (maximo 15 animais/gaiola, dimensdes 49 x 34 x 16 cm ou
maximo 05 animais/gaiola dimensdes 32 x 20 x 21), localizadas no biotério setorial BIO
ARA de camundongos do Departamento de Ciéncias da Saude/CTS/ARA/UFSC, que
possui ambiente climatizado — ar condicionado split — ajustado para 22 + 2° e ciclo
claro/escuro de 12 horas (07h00min/19h00min). A agua potavel e ragcdo comercial foram
oferecidas ad libitum. Foi utilizada maravalha fornecida pelo Biotério Central da UFSC. Os
procedimentos empregados no presente estudo tiveram aprovacio do Comité de Etica no
Uso de Animais/UFSC (CEUA n° 2572210218 — Anexo I). O nimero de animais utilizados
e a intensidade dos estimulos nocivos foram os minimos necessarios para demonstrar a
instalacdo dos processos algicos. Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos
conforme a normatizagdo atual do CONCEA e da CEUA/UFSC, assim como esta embasado

no principio dos 3Rs (substituicdo, reducdo e refinamento). Os experimentos foram



51

conduzidos sempre nos mesmos horarios (entre 7:00 da manhda e 17:00 da tarde) para
redugdo do estresse e ambientagdo dos animais aos protocolos propostos. Os procedimentos
seguiram as diretrizes de manejo animal “Laboratory Guidelines for Animal Care”
(COUTO; CATES, 2019). A pontuagao da condicao corporal de camundongos (ULLMAN-
CULLERE; FOLTZ, 1999) e o Grimace Scale (MILLER; LEACH, 2016) foram utilizados

para o controle do bem-estar animal, assim como avaliagdo de dor espontanea.

4.4. Modelo de deplecao de amina biogénica

A indu¢do da FM foi realizada utilizando o modelo proposto por Nagakura e
colaboradores de deplecdo de aminas biogénicas em camundongos. Para isso, 0,25
mg/kg de reserpina, entretanto a reserpira foi dissolvida em 0,5% de tween 80 (agua
destilada e 0,5% de tween 80) diferentemente do método proposto por Nagakura, esse
método ja foi estabelecido em estudos anteriores (FERRARINI et al., 2021; MARTINS
et al., 2022). A reserpina foi injetada por via subcutanea (s.c.) uma vez ao dia durante
trés dias consecutivos em um volume de 10 ml/kg conforme relatado por Nagakura et
al. (2009) e posteriormente adaptado para camundongos (BORTALANZA et al., 2002;
FERRARINI et al., 2021).

4.5. Design experimental

Primeiramente, foi avaliada os efeitos da administragdo oral (p.o.) com 6leo de
cannabis de amplo espectro em camundongos reserpinizados para a indugdo da FM,
neste sentido foi realizado um tratamento com o 6leo em uma unica administra¢ao
comparando trés doses diferentes de 0,1, 1 e 3 mg/kg, no final da indugdo. Além disso,
foi realizado um controle positivo com pregabalina 30 mg/kg, p.o., também em uma
unica administragdo, a pregabalina ¢ uma medicacdo amplamente utilizada no
tratamento da FM e em estudos anteriores foram utilizadas em camundongo com
modelo de RIM(FERRARINI et al., 2021; MARTINS et al., 2022). Além de um grupo
que recebeu administracdio de veiculo contendo MCT. A alodinia mecanica e a
hiperalgesia térmica ao frio foram avaliadas antes da indu¢ao (linha de base), antes do
tratamento (0 h) e ap6s 30 min, 1, 2, 3 ¢ 4 h apos a administragdo do tratamento (no dia
seguinte ao final da indugdo — dia quatro). A hiperalgesia térmica ao calor também foi
avaliada no basal, 0 h, e apds duas horas de tratamento (Figura 10 — A).

Em segundo lugar, foi avaliada a administragdo oral de 6leo de cannabis de

amplo espectro por quatro dias consecutivos (1, 2 e 3° dia de indugdo e no 4° dia) na



52

dose de 0,1 mg/kg, foi avaliada a alodinia mecénica basal, 0 h, e ap6s 30 min, 1,2,3 e 4
h de tratamento. Além disso, a hiperalgesia térmica ao frio e ao calor também foi
analisada no basal, 0 h, e ap6s duas horas de tratamento (Figura 10 — B).

Posteriormente, trés experimentos independentes foram realizados para avaliar a
administragdo de 6leo de cannabis de amplo espectro (ou veiculo) por via intraplantar
(i.pl.) — 100 pg/i.pl. (Figura 10 — C), intratecal (i.t.) — 1 pg/i.t. (Figura 10 — D), ou
intracerebroventricular (i.c.v) — 2 pg/i.c.v. (Figura 10 — E). Uma dose unica de 6leo de
cannabis de amplo espectro foi administrada no quarto dia apdés a primeira
administragao de reserpina e, apds isso, a alodinia mecanica foi avaliada no basal, 0 h, e
ap6s 30 min, 1, 2, 3 e 4 h de tratamento. Além disso, a hiperalgesia térmica ao frio e ao
calor foi analisada no basal, 0 h e apds duas horas de tratamento.

Por fim, foi realizado um protocolo para avaliar os efeitos da administragdo
cronica de 6leo de cannabis de amplo espectro (1 mg/kg, p.o., diariamente). O grupo
controle ndo tratado recebeu veiculo (p.o., diariamente), ou o grupo controle positivo
recebeu pregabalina 30 mg/kg, p.o., todos os dias. O tratamento comegou no quarto dia
(apos a primeira administragdo de reserpina) e continuou por dez dias consecutivos. As
avaliacdes dos testes comportamentais foram realizadas em todos os grupos antes do dia
0 para obter os limiares tateis e térmicos da linha de base. Posteriormente, nos dias 0, 3
(antes do tratamento), 4, 5, 6, 9, 11, 13 e 14 pds-indugdo com reserpina, os animais
foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: (i) hipersensibilidade mecanica
/ Von Frey — dias 0, 3, 4, 9 e 14; (i) estimulag@o térmica ao frio / instilagdo plantar de
acetona — dias 0, 3, 4, 9 e 14; (iii) estimulacao térmica ao calor / fail flick— dias 0, 3,4, 9
e 14; (iv) comportamentos passivos de enfrentamento do estresse no teste de suspensao
de cauda — dias 6 e 13; (v) comportamento anedonico no teste do labirinto em cruz
elevado — dias 5 e 12; (vi) comportamento aneddnico no splash teste — dias 5 e 12; e
(vil) comportamento exploratorio no teste de campo aberto — dias 4 e 14 (Figura 10 —

E).
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Figura 10 — Desenho experimental.
Desenho experimental - (A) O tratamento com 6leo de cannabis de amplo espectro foi realizado durante
quatro dias em doses de 0,1, 1 e 3 mg/kg, uma vez ao dia, p.o. por 4 dias. (B) O tratamento com 6leo de

cannabis de amplo espectro foi realizado em doses de 0,1 mg/kg, uma vez ao dia, p.o. (C) O tratamento
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com oleo de cannabis de amplo espectro foi realizado, uma vez ao dia, 100 pg/i.pl. (D) O tratamento com
6leo de cannabis de amplo espectro foi realizado, uma vez ao dia, 1 pg/i.t. (E) O tratamento com 6leo de
cannabis de amplo espectro foi realizado, uma vez ao dia, 2 pg/i.c.v. (F) Tratamento crénico com 6leo de

cannabis de amplo espectro por 10 dias, 1 mg/kg diariamente p.o.

4.6. Testes comportamentais
4.6.1. Teste de Von Frey

A avaliagdo da hipersensibilidade mecanica consistiu na utilizagdo dos
filamentos de Von-Frey, no qual o limiar nociceptivo das patas traseiras foi mensurado.
Para isso, os animais foram colocados em gaiolas de teste com um piso aramado e
foram mantidos nesse local para habituagdo durante pelo menos 30 minutos. Foram
utilizados os filamentos de Von Frey (avaliadores sensoriais Touch-Test®, NC12775-
99, North Coast Medical Inc, San Jose, CA, EUA) de 0,4g na pata traseira esquerda. A
avalia¢do consistiu no método de frequéncia de retirada, no qual, sdo realizados dez
estimulos na pata do animal (com 3 segundos de intervalo entre eles) gerando valor
percentual de retirada da pata (BORTALANZA et al., 2002; FERRARINI et al., 2021),

a avaliacao ocorreu em diferentes momentos (0, 3, 4, 9 e 14 dias p6s-indugao).

4.6.2. Teste de acetona

O teste de acetona avaliou hiperalgesia ao frio. Usando uma seringa plana,
aplicamos 20 ul de acetona na superficie plantar da pata traseira de cada camundongo
através do piso de malha metalica e observamos suas respostas. As respostas foram
monitoradas por 20 segundos ap6s a aplicagdo de acetona e pontuadas em uma escala de
quatro pontos, conforme descrito anteriormente (FLATTERS; BENNETT, 2004). Por
exemplo, 0 = sem resposta; 1 = retirada rapida, movimento ou batida da pata; 2 =
retirada prolongada ou sacudidelas repetidas da pata; 3 = sacudidelas repetidas da pata
com lambidas persistentes direcionadas para o lado ventral da pata. As pontuagdes
cumulativas foram entdo obtidas calculando as trés pontuacdes de cada camundongo e
dividindo por cinco, que era o numero de ensaios (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER,
2017).

4.6.3. Tail Flick
O teste consiste em uma breve imersao da cauda em agua quente (48 = 1 C)

para medir a laténcia do limiar térmico, a ponta da cauda do animal era submersa na
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agua e o tempo ao qual o animal demorava para vocalizar ou responder era
cronometrado (MARTINS et al., 2022). A laténcia da linha de base de 10 segundos foi
determinada antes do teste e as laténcias de retirada foram medidas manualmente com

auxilio de um crondmetro.

4.6.4. Splash test

Este teste ¢ baseado na avaliagdo do comportamento de autolimpeza, e assim
avalia a capacidade de autocuidado dos animais que podem desenvolveram sintomas do
tipo-depressivo e anedonico gastaram menos tempo com a limpeza e ficaram mais
imoéveis. Resumidamente, a solucdo de sacarose (200 pl de 10%) foi esguichada na
pelagem dorsal de cada camundongo, induzindo o comportamento de limpeza. O tempo
e o numero de grooming foram registrados por 5 minutos como a propor¢do de
autocuidado e comportamentos motivacionais (DA SILVA SANTOS; GALDINO,
2018; DE SOUZA et al., 2021).

4.6.5. Teste de suspensao de cauda

Os comportamentos/estratégias de enfrentamento a um estresse agudo e
inescapavel foram avaliados usando o teste de suspensdo da cauda (TST). Cada
camundongo foi suspenso 50 cm acima do chao, e um pequeno pedago de fita adesiva
em um bastdo de madeira proximo ao final da cauda dos camundongos cerca de 2 cm, e
uma barreira cercava a visao dos camundongos. O teste durou 6 minutos o tempo total
de imobilidade e o nimero de imobilidades foram avaliados. Os camundongos foram
considerados imoveis quando mostraram desapego em escapar da situagdo adversa, que
os camundongos pararam de lutar para superar a posi¢ao anormal e ficaram quase
imoéveis ou completamente imoveis apds um periodo de atividade de luta (SHAKIBA et

al., 2019).

4.6.6. Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi executado de acordo com o protocolo
descrito em trabalhos anteriores(ASSIS et al., 2021). Neste teste sdo avaliados os
comportamentos tipo ansioso e o enfrentamento ao estresse. O aparato consistia em dois
bracos abertos (35 cm x 5 cm) e dois bragos fechados (35 cm x 5 cm x 15 cm) que se
estendiam de uma plataforma central (6 cm x 6 cm). Todo o labirinto foi elevado a uma

altura de 50 cm acima do chdo. Os camundongos foram alocados individualmente em
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um brago aberto voltado para o centro do labirinto, e o nimero de entradas e o tempo
gasto em ambos os bragos foram registrados por 5 min. O aumento do percentual de
entradas e a redugdo do tempo gasto nos bragos abertos foram considerados perfis
ansioliticos. O aparato foi limpo ap6s a avaliagdo de cada animal com solucao de etanol

a 10% (ASSIS et al., 2021).

4.6.7. Teste de campo aberto

Para descartar a influéncia do tratamento com oOleo de cannabis de amplo
espectro desenvolver efeitos relaxantes musculares e sedativos inespecificos durante o
modelo FM que pudessem interferir na atividade locomotora, usamos aparelhos de
campo aberto (40 cm x 60 cm % 50 cm). Esse aparato consiste em uma caixa na qual o
animal poderia percorrer livremente e no chdo do aparelho continha quadrantes
demarcados para facilitagdo da contagem de quadrantes percorridos. O tempo no qual o
animal andava pelo aparato e explorava o ambiente foram contados manualmente e o
numero de quadrantes percorridos foram avaliados por 5 minutos (DA SILVA
SANTOS; GALDINO, 2018). O aparato foi limpo apds cada animal ser avaliado com
solucdo de etanol a 10% (FERRARINI et al., 2021).

4.7. Analise estatistica

Os resultados s3o expressos como a média + erro padrao da média (SEM). Os
resultados foram analisados por um modelo misto ANOVA de uma via ou de duas vias.
A normalidade e a homogeneidade foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. Analise de variancia (ANOVA) unidirecional (taxa de
inibicdo e teste comportamental) e bidirecional (avaliagdo da dor) seguida de post-hoc
de Bonferroni foram realizadas para analisar as diferengcas entre os grupos
experimentais e comparadas com o grupo controle. Valores de p < 0,05 < 0,01 e < 0,001
foram considerados estatisticamente significantes. Os dados foram analisados usando o

software GraphPad Prism versao 9.4.0 para Windows (San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS
5.1. Efeitos da administracdo de dose oral de 6leo de cannabis de amplo espectro
na nocicep¢io evocada por reserpina

Primeiro, para avaliar o efeito terapéutico da administracao oral de 6leo de
cannabis de amplo espectro na nocicep¢ao de animais injetados com reserpina, o limiar
tatil foi medido usando o teste de Von Frey. Neste estudo, a administracao de reserpina
(0,25 mg/kg, s.c.) induziu uma pronunciada hipersensibilidade mecanica apds quatro
dias. Nesse sentido, a administragdo oral de 6leo de cannabis de amplo espectro (0,1, 1 e
3 mg/kg, p.o.) em dose Unica no 4° dia inibiu a alodinia mecanica ap6s duas horas de
tratamento (ANOVA de duas vias [F (4, 25) = 8,87, p < 0,01]) (Figura 11 - A), com
inibi¢des (area sob a curva) de 45%, 42% e 39% para doses de 0,1, 1 e 3 mg/kg,
respectivamente (ANOVA de uma via e efeito do tratamento [F (4, 85) = 4,47, ***p <
0,001] (Figura 11 - B). Além disso, tratamento durante quatro dias com o6leo de
cannabis de amplo espectro (0,1 mg/kg, p.o.) reduziu a alodinia mecénica induzida por
reserpina 1 h apos a sua administracdo (ANOVA de duas vias [F (12, 147) = 2,55, p <
0,05]) (Figura 12 - A) - inibig¢ao de 23% (ANOVA de uma via tamanho do efeito[F (2,
12) = 147,7, ***p < 0,001]) (Figura. 12 - B). Curiosamente, uma unica administra¢do de
6leo de cannabis de amplo espectro (0,1 mg/kg, p.o.) reverteu os efeitos nociceptivos
causados pela reserpina na hiperalgesia térmica fria ap6s duas horas de tratamento
(ANOVA de duas vias [F (4, 25)=5,3 9, ***p <0,01]) (Figura 11 - C e D). No entanto,
ndo foram observados efeitos significativos na hiperalgesia térmica ao calor com 6leo
de cannabis de amplo espectro (Figura 11 e Figura 12 - E). Além disso, o tratamento
oral de quatro dias com o 6leo ndo demonstrou efeitos significativos na hiperalgesia ao

frio (Figura 12 — C e D).
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Figura 11 — Efeitos da administracdo oral com tratamento por 4 dias com 6leo de
cannabis de amplo espectro no modelo de FM
Efeitos anti-hiperalgésicos do dleo de cannabis oral de amplo espectro durante o modelo de reserpina -
Tratamento oral com 6leo de cannabis de amplo espectro em doses de 0,1, 1 e 3 mg/kg por quatro dias.
(A) Teste de Von Frey, (B) area sob a curva de teste de Von Frey, (C) Teste de acetona, (D) Estdo sob a
curva de teste de acetona ¢ (E) Tail Flick. Cada linha/coluna representa a média = SEM de cinco e oito
camundongos/grupo e sdo representativos de dois experimentos independentes. *p < 0,05, **p < 0,01 e
***p < 0,001 vs. grupo reserpina (analise de varidncia ANOVA unidirecional e bidirecional seguida pelo

teste post hoc de Bonferroni). AUC: area sob a curva.
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Figura 12 — Efeitos da administracdo oral com tratamento dose unica do 6leo de

cannabis de amplo espectro no modelo de FM

Tratamento de dose unica no dia quatro por via oral com 6leo de cannabis de amplo espectro na dose de

0,1 mg/kg (A) teste de Von Frey, (B) Area sob a curva do teste de von Frey, (C) teste de acetona, (D)

Area sob a curva de teste de acetona e (E) teste de retirada da cauda. Cada linha/coluna representa a

média = SEM de cinco e oito camundongos/grupo e sdo representativos de dois experimentos

independentes. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs. grupo reserpina (analise de variancia ANOVA

unidirecional e bidirecional seguida pelo teste post hoc de Bonferroni). AUC: area sob a curva.
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5.2. Efeitos do tratamento intraplantar com 6leo de cannabis de amplo espectro na
nocicep¢ao induzida pela administracio de reserpina

A administragdo de reserpina induziu uma diminui¢do significativa no limiar
nociceptivo mecanico e térmico em comparagdo com o grupo tratado com veiculo.
Portanto, a fim de investigar os efeitos da administragdo intraplantar de 6leo de cannabis
de amplo espectro (100 pg) sobre os efeitos nociceptivos de animais injetados com

reserpina, o tratamento foi realizado no quarto dia (Figura 13).
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-A- + Oleo de cannabis de amplo espectro (100 pg, i.pl.)
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Figura 13 — Efeitos do tratamento intraplantar com 6leo de cannabis de amplo espectro

no modelo de FM induzido por reserpina

Efeitos anti-hiperalgésicos do 6leo de cannabis de amplo espectro intraplantar durante o modelo de
reserpina - Tratamento de dose tinica no quarto dia de 6leo de cannabis de amplo espectro a uma dose de
100 g, (A) teste de Von Frey, (B) area sob a curva de teste de Von Frey, (C) teste de acetona e (D) Tail
Flick. Cada linha/coluna representa a média + SEM de oito camundongos/grupo e ¢ representativa de dois

experimentos independentes. * p < 0,05, * * p < 0,01 e * ** p < 0,001 vs. grupo reserpina (ANOVA



61

unidirecional e bidirecional da variancia da analise seguida pelo teste post hoc de Bonferroni). AUC: area

sob a curva.

O tratamento intraplantar com 6leo de cannabis de amplo espectro reverteu
significativamente a nocicep¢ao mecanica induzida pela inje¢do de reserpina apos 1 e 2
h de tratamento (ANOVA de duas vias; [F (5, 84) = 37,15, p < 0,01], Figura 13 - A),
com inibi¢do de 61% (ANOVA de uma via do efeito do tratamento; [F (2, 2) = 1,00, p <
0,001], Figura 13 — B). Também foi possivel observar que o 6leo via intraplantar
proporcionou reversao dos efeitos nociceptivos da reserpina na hiperalgesia térmica ao
calor (ANOVA de duas vias; [F (2, 42) = 5,91, p < 0,05], Figura 13 — D), embora o
mesmo efeito ndo possa ser observado no limiar nociceptivo térmico ao frio (Figura 13

~ Q).

5.3. Efeitos da administracao intratecal e intracerebroventricular de odleo de
cannabis de amplo espectro durante o modelo FM

Posteriormente, para avaliar os efeitos da administracdo direta do 6leo no SNC,
duas vias de administragdo foram avaliadas neste modelo de reserpina, administracao
intratecal e intracerebroventricular, nas doses de 1 pg e 2 pg do 6leo, respectivamente.
Foi possivel avaliar que a administracdo i.t. reverteu os efeitos nociceptivos mecanicos
causados pela reserpina apds 30 min de administragdo de 6leo de cannabis de amplo
espectro (ANOVA de duas vias, [F (1, 10) = 9,96, p < 0,001], Figura 14 — A). Este fato
pode ser confirmado com a analise da area sob a curva que mostrou inibi¢ao da alodinia
em 27% (ANOVA de um fator do efeito do tratamento [F (3, 3) = 15,40, p < 0,01],
Figura 14 — B). Outro aspecto importante foi que o 6leo via i.t. também mostrou efeitos
moduladores nas vias nociceptivas calor-térmicas (ANOVA de duas vias, [F (2, 20) =

53,89, p <0,05], Figura 14 - D), mas ndo nas vias frio-térmicas (Figura 14 - C).
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Figura 14 - Efeitos da administracao intratecal do 6leo de cannabis de amplo espectro
durante o modelo FM

Efeitos anti-hiperalgésicos da administra¢do intratecal do 6leo de cannabis de amplo espectro durante o
modelo de reserpina - Tratamento de dose tinica no quarto dia de 6leo de cannabis de amplo espectro. Os
efeitos da injegdo intratecal em (A) teste de Von Frey, (B) area sob a curva do teste de Von Frey, (C) teste
de acetona e (D) Tail Flick. Cada linha/coluna representa a média + SEM de oito camundongos/grupo e é
representativa de dois experimentos independentes. **p < 0,05, **p < 0,01 ¢ ***p < 0,001 vs. grupo

reserpina (andlise de varidncia ANOVA unidirecional e bidirecional seguida pelo teste post hoc de

Bonferroni). AUC: area sob a curva.

Curiosamente, a administracdo i.c.v. sO teve efeitos analgésicos apos 3 h de
tratamento com 6leo (ANOVA de duas vias; [F (6, 72) = 28,96, p < 0,001], Figura 15 -
A), mostrando uma taxa de inibi¢do de 43% (ANOVA de uma via efeito do tratamento,
[F (2, 69) = 0,68, p <0,001], Figura 15 — B), além disso, nao foram observados efeitos

desta administragdo nas vias nociceptivas térmicas (Figura 15 — C e D).
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<O Reserpina (0.25 mg/kg, s.c.)
-A- + Oleo de cannabis de amplo espectro (2 pg, i.c.v)
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Figura 15 - Efeitos da administracdo intracerebroventricular de 6leo de cannabis de

amplo espectro durante o modelo FM
Efeitos anti-hiperalgésicos da administragdo intracerebroventricular do 6leo de cannabis de amplo
espectro durante o modelo de reserpina - Tratamento de dose unica no quarto dia de 6leo de cannabis de
amplo espectro. Os efeitos da injec@o intracerebroventricular em (A) teste de Von Frey, (B) area sob a
curva do teste de Von Frey, (C) teste de acetona e (D) Tail Flick. Cada linha/coluna representa a média +
SEM de oito camundongos/grupo ¢ é representativa de dois experimentos independentes. **p < 0,05, **p

< 0,01 e ***p < 0,001 vs. grupo reserpina (analise de varidancia ANOVA unidirecional e bidirecional

seguida pelo teste post hoc de Bonferroni). AUC: area sob a curva.

5.4. Efeitos do tratamento cronico com 6leo de cannabis de amplo espectro na
nocicepcao e distirbios comportamentais apdés a administracio de reserpina

Por fim, foram avaliados os efeitos da administra¢ao oral de 6leo de cannabis de
amplo espectro por dez dias consecutivos e sua acgdo sobre possiveis alteragdes
nociceptivas e disturbios comportamentais relacionados a inducao de fibromialgia pela
reserpina. O teste de Von Frey demonstrou que apoés um dia de tratamento o 6leo
promoveu analgesia mecanica (ANOVA de duas vias; [F (2, 21) = 72,03, p < 0,001],
Figura 16 — A), relacionando uma taxa de inibicdo de 45 % (ANOVA de uma via
tamanho do efeito, [F (2, 69) = 0,68, p < 0,001], Figura 16 - B), no entanto, nao
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demonstrou efeitos significativos a longo prazo nas alteragdes nociceptivas térmicas

(Figura 16 — C e D).
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Figura 16 - Efeito analgésico do tratamento cronico com 6leo de cannabis de amplo

espectro apos a administragdo de reserpina

Efeitos anti-hiperalgésicos da administracao oral de 6leo de cannabis de amplo espectro durante o modelo

de reserpina por 10 dias - Os efeitos da administrag@o do oral crénico em (A) teste de Von Frey, (B) area

sob a curva de teste de Von Frey , (C) Teste de acetona, (D) Tail Flick. Cada linha/coluna representa a

média + SEM de oito camundongos/grupo e ¢é representativa de dois experimentos independentes. **p <

0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 0,001 vs. grupo reserpina (analise de variancia ANOVA unidirecional e

bidirecional seguida pelo teste post hoc de Bonferroni ¢ ANOVA unidirecional). AUC: area sob a curva.

Curiosamente, o tratamento de amplo espectro com 6leo de cannabis demonstrou

efeitos significativos no comportamento anedonico no segundo dia de tratamento,

aumentando o tempo e o numero de grooming (ANOVA de uma via tamanho do efeito

[F (5,42)=0,67 e F (5, 42) = 0,19 respectivamente, p < 0,05], Figura 17 — A e B), além

de diminuir o comportamento do tipo depressivo pela reducao do tempo de imobilidade
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no TSC (ANOVA de uma via tamanho do efeito [ F (5, 42) = 6,90, p < 0,05], Figura 17

— D). No entanto, nao foi possivel observar os efeitos do 6leo nas demais avaliagcdes

(Figura 17 — C).
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Figura 17 — Efeito do tratamento cronico com 6leo de cannabis de amplo espectro apos

a administracdo de reserpina no comportamento anedonico e tipo-depressivo.
Efeitos comportamentais anedonico e tipo-depressivo da administragdo oral de 6leo de cannabis de amplo
espectro durante o modelo de reserpina por 10 dias - Os efeitos da administragdo do oral crénico em (A e
B) Comportamento anedonico em niimero ¢ tempo de grooming, (C e D) Teste de suspensdo de cauda e
seus efeitos sobre o numero de imobilidade e no tempo imdvel. Cada linha/coluna representa a média +
SEM de oito camundongos/grupo ¢ é representativa de dois experimentos independentes. **p < 0,05, **p
< 0,01 e ***p < 0,001 0,001 vs. grupo reserpina (andlise de variancia ANOVA unidirecional e

bidirecional seguida pelo teste post hoc de Bonferroni e ANOVA unidirecional). AUC: 4rea sob a curva.

Ademais, ndo foi possivel observar efeitos significativos da administracdo do
6leo no comportamento do tipo ansioso (Figura 18 — A e B e C). Além disso, também
foi possivel esclarecer que a administragdo de Oleo ndo interferiu nas atividades

locomotoras (Figura 18 — D).
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Figura 18 - Efeito do tratamento cronico com 6leo de cannabis de amplo espectro nas

alteragcdes comportamentais apos a administragao de reserpina.

Efeitos comportamentais da administragdo oral de 6leo de cannabis de amplo espectro durante o modelo
de reserpina por 10 dias no comportamento tipo-ansioso e na atividade locomotora (A, B e C) - Labirinto
Cruzado Elevado, porcentagem de tempo e porcentagem de entradas de bragos abertos, ¢ nimero de vezes
em bracos fechados e, (D) Numeros de cruzamentos de teste de campo aberto. Cada linha/coluna
representa a média £ SEM de oito camundongos/grupo e ¢ representativa de dois experimentos
independentes. **p < 0,05, **p < 0,01 ¢ ***p < 0,001 0,001 vs. grupo reserpina (analise de variancia
ANOVA unidirecional e bidirecional seguida pelo teste post hoc de Bonferroni e ANOVA unidirecional).

AUC: area sob a curva.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos do 6leo de cannabis de amplo espectro no
modelo de FM induzida por reserpina em camundongos. Um dos resultados notaveis
obtidos aqui ¢ que o 0leo de cannabis de amplo espectro, independentemente da via de
administracdo, foi eficaz na reversdo da alodinia mecanica induzida pela reserpina em
camundongos. Além disso, a administragcdo cronica de 6leo reverteu o comportamento
nociceptivo mecanico e térmico (calor) induzido pela reserpina e atenuou o
comportamento passivo de enfrentamento do estresse induzido pela reserpina e o
comportamento de menor autocuidado em camundongos.

Primeiramente, demonstramos que as injecoes de reserpina induzem
comportamentos nociceptivos mecanicos e térmicos e do tipo depressivo em
camundongos fémeas. Nesse sentido, a reserpina mimetiza uma condi¢do complexa
encontrada em pacientes com FM, que envolve disfuncdo e deplecio de aminas
biogénicas no SNC (FERRARINI et al., 2021; MARTINS et al., 2022). Vale ressaltar
que multiplos polimorfismos genéticos afetam a transmissdo e o processamento da dor
por meio de mecanismos serotoninérgicos, catecolaminérgicos ¢ dopaminérgicos que
podem desempenhar um papel importante na etiologia da FM (MARTINS et al., 2022;
SIRACUSA et al., 2021). Além disso, o presente estudo observou que camundongos
injetados com reserpina apresentaram alodinia mecanica, condi¢cao predominantemente
observada em pacientes “fibromialgicos”. Pacientes com FM apresentam uma condic¢ao
chamada de sensibilizagdo central e modulacdo anormal da dor, que parece ser o
principal mecanismo que causa hipersensibilidade a estimulos dolorosos e reducdo da
inibi¢do da dor descendente (STAUD; RODRIGUEZ, 2006). Aqui, demonstramos que
0 Oleo de cannabis de amplo espectro atenuou a alodinia mecanica induzida pela
reserpina. De encontro com nossos achados, Gregorio e colaboradores (GREGORIO et
al., 2019) demonstraram que a administragdo de CBD por via intravenosa (0,1-1 mg/kg)
e subcutanea (5 mg/kg/dia por 7 dias) induziu analgesia mecanica em modelos de dor
neuropatica. Vale ressaltar que os autores demonstraram evidéncias de que tais efeitos
ocorreram por meio da ativacdo do TRPV1 e pela potencializagdo da neurotransmissao
serotoninérgica. Além disso, os pacientes com FM podem ter o processamento da dor
potencialmente prejudicado devido a alteragdes na conectividade e nos niveis funcionais
das concentracdes de neurotransmissores inibitorios e excitatorios nas regides de
processamento da dor do cérebro (SCHMIDT-WILCKE; DIERS, 2017). Assim, os

pacientes com FM sdo mais sensiveis a estimulos, como calor e frio e pressao mecanica.
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Esses estimulos provocam uma resposta dolorosa que de outra forma ndo seria
desencadeada em individuos saudaveis (BERGER et al., 2020).

O tratamento com o controle positivo demonstrou reducdo do quadro algico,
entretanto ndo demonstrou efeitos significativos no controle das alteracdes
comportamentais observadas no splash test, no teste de suspencdo pela cauda e no
labirinto em cruz elevado. Tais resultados vao de acordo aos dados publicados na
literatura, que demonstram o exercicio fisico apresentando resultados superiores que a
pregabalina (30 mg/Kg durante 8 semanas por via oral) no teste se suspensdo pela cauda
no mesmo modelo (FERRARINI et al., 2021). Além disso, clinicamente a pregabalina
demonstra ter 86,8% de resposta em reduzir o quadro algico dos pacientes com FM e
resultados limitados para controle dos sintomas depressivos (FARAG et al., 2022). Tal
fato pode estar associado ao mecanismo de acdo desse medicamento, a pregabalina ¢
estruturalmente semelhante ao neurotransmissor inibitério dcido gama-aminobutirico
(GABA) e atua especificamente nesse sistema (SKAER, 2014), podendo assim nao
apresentar efeitos significativos nos sintomas de depressao e ansiedade. Além da
pregabalina apresentar limitagdes terapéuticas frente as diferentes manifestagdes
clinicas apresentadas pela FM, alguns efeitos adversos também sdo relatados e
dificultam sua aplicabilidade tais como sonoléncia, tontura, boca seca e edema
periférico (MIGLIORINI; COLAROSSI, 2022). Demonstrando assim, a importancia de
estudos com outros alvos terapéuticos como os derivados canabinoides que podem
apresentar tratamentos mais eficazes para esses pacientes.

Uma das vias que apresentou efeitos analgésicos e comportamentais promissores
no presente estudo foi a oral. Tendo isso em mente, umas das principais vantagens
apresentadas pela administracdo oral de canabinoides incluem a existéncia de
compostos de grau farmacéutico, concentragdes/doses padronizadas e uma via de
administracdo nao complicada. Além disso, os 6leos e capsulas presentes no mercado
atualmente permitem uma dosagem mais conveniente e precisa do que sucos ou chas da
planta crua. Entretanto, a absorcdo ¢ lenta, erratica e varidvel. As concentragdes
plasmaticas méximas geralmente sdo alcancadas ap6s 60 a 120 minutos, embora isso
possa demorar ainda mais (até 6 horas) e pode ser atrasado. Além disso, o metabolismo
produz metabolitos psicoativos (BRUNI et al., 2018).

Além dos mecanismos citados acima, acredita-se que exista uma associagao
entre a hiperalgesia encontrada em pacientes com FM e a presenga de hipofuncdo

endocanabinoide central na medula espinhal (BERGER et al., 2020). Nesse sentido, um
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relato recente abordou o envolvimento do SEC em modelos de FM. Por exemplo,
ASP8477, um inibidor seletivo de acido graxo amida hidrolase (FAAH, uma enzima
catabdlica primaria para anandamida) restaurou os limiares de pressao muscular durante
o modelo de fibromialgia induzida por reserpina em ratos, representando assim um alvo
farmacoldgico promissor para a FM (KISO et al., 2018). Assim, pode-se postular que o
0leo de cannabis de amplo espectro pode interagir com o sistema endocanabinoide e,
assim, modular as vias nociceptivas, resultando nos efeitos analgésicos observados aqui.
Um possivel alvo terapéutico associado ao 6leo utilizado ¢ o potencial do CBD para
regular os niveis de anandamida, que por sua vez atua como mensageiro intracelular,
amplificando o influxo de calcio pelos canais TRPV1, controlando assim a liberagdo de
neurotransmissores € modulando o sinal nociceptivo (STENSSON et al., 2020).

Um fato importante neste estudo € a constituicdo do 6leo estudado, que contem
maior concentracdo de CBD em detrimento das concentragdes de THC, evitando assim
possiveis efeitos colaterais relacionados a este composto. Como mencionado
anteriormente, o THC, o principal constituinte psicoativo da cannabis, ativa os
receptores CB1 e CB2, consequentemente induzindo a atividade neuronal central e
periférica, e ¢ responsavel pelos efeitos analgésicos e psicomiméticos da cannabis
(ROMERO-SANDOVAL et al., 2018). Por mais que o THC tenha grandes efeitos
clinicos, um estudo mostrou que, infelizmente, a maioria dos pacientes que fizeram uso
do THC (2,5-15 mg diarios por trés meses) como forma terapéutica desistiu
precocemente devido aos efeitos colaterais do THC, mas aqueles que completaram
tiveram redugdes marcantes nas escalas analdgicas visuais (VAS) de dor subjetiva
(WALITT et al., 2016). O 6leo de cannabis de amplo espectro estudado aqui tem baixos
niveis de THC e niveis mais altos de CBD (ASSIS et al., 2021), o principal constituinte
ndo intoxicante da cannabis (ROMERO-SANDOVAL et al., 2018). O CBD, por ter
baixa afinidade pelo CBIR, ndo representa os efeitos psicomiméticos encontrados pela
acdo do THC. Portanto, pode potencializar os efeitos analgésicos (ROMERO-
SANDOVAL et al., 2018). Além disso, recentemente nosso grupo nao mostrou efeitos
do oleo de cannabis de amplo espectro no comportamento da tétrade — um ensaio muito
util para caracterizar potenciais efeitos psicomiméticos dos canabinoides (ASSIS et al.,
2021), confirmando pardmetros analiticos, de acordo com as informagdes do fabricante
(propor¢ao CBD:A9-THC de 11:1 e canabinoides totais de 40,2%).

Como citado anteriormente o CBD demonstra uma vantagem em seus efeitos

terapéuticos por ndo apresentar propriedade psicoativas em termos de inducdo de
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euforia, e além disso proporciona aumenta a tolerabilidade e da janela terapéutica do
THC, podendo assim potencializar seus efeitos benéficos (ANAND et al., 2021). Além
disso, o contetdo de CBD nas preparagdes ideais de fitocanabinoides com uma
propor¢ao equilibrada de CBD:THC pode aliviar os sintomas psicoticos associados ao
THC, em comparagdo com preparacdes com baixas propor¢des de CBD:
THC(SCHUBART et al.,, 2011). O extrato aqui estudado representa uma opg¢ao
teraputica segura, uma vez que sua propor¢do CBD:THC apresentam mais
disponibilidade de CBD. Além disso, cabe ressaltar que o CBD por si s6 foi identificado
como tendo efeitos anti-inflamatorios em uma distribui¢do de resposta a dose em forma
de sino em um modelo de dor inflamatoria em ratos (ANAND et al., 2021). Este efeito
foi significativamente melhorado pela inje¢do intraperitoneal de todo o extrato da planta
geneticamente modificada de Cannabis sativa com alto teor de CBD, para fornecer uma
resposta de dose correlativa com maiores efeitos de analgesia e inchago reduzido em
comparagdo com o tratamento com CBD puro (GALLILY; YEKHTIN; HANUS, 2015).
Tais resultados podem ser comprovados pelo presente estudo, no qual um extrato de
cannabis sativa com alto teor de CBD também demonstrou efeitos analgésicos.

No presente estudo, avaliamos diferentes vias de administracao, sendo eles oral,
intraplantar, intratecal e intracerebroventricular. Comparando as vias aqui estudadas,
pode-se observar que para a alodinia mecanica, as administragdes orais ¢ intratecal
mostraram controle da alodinia nos primeiros 30 minutos apds o tratamento. Nos
estudos de Kiso et al., efeitos semelhantes foram demonstrados, porém, com uma tUnica
administracao oral de ASP8477 (0,3, 1 e 3 mg/kg), um inibidor da FAAH, demonstrou
eficacia na reversdo da alodinia mecénica nas doses de 1 e 3 mg/kg no modelo RIM
(KISO; WATABIKI; SEKIZAWA, 2020). Isso corrobora para estabelecer a via oral
como alvo terapéutico positivo na sensibilidade mecanica neste modelo. Na hiperalgesia
ao calor, as vias de administragdo que apresentaram efeitos significativos foram a
intraplantar e a intratecal, e as demais vias ndo representaram efeitos antinociceptivos.
Ainda hda muito a ser esclarecido sobre os efeitos analgésicos térmicos de alvos
terapéuticos canabinoides em vias periféricas e centrais, principalmente relacionados a
modelos de dor cronica como a FM. Nesse sentido, outros estudos utilizando modelos
de dor neuropatica e dor inflamatoria investigaram possiveis mecanismos utilizando
microinjecdes de antagonistas CBIR, TRPV1 e PPARa antes de uma microinjecao de
URBS597 no coértex insular, uma importante regido cerebral envolvida no processamento

da dor e emogdo no cérebro. Foi possivel observar que o bloqueio de CBIR ¢ PPARa,
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mas ndo de TRPVI, reverteu os efeitos antinociceptivos do URB597 (KIM; KIM;
WORDS, 2018; KWILASZ et al., 2014). Assim, demonstrando que, possivelmente, os
efeitos analgésicos do 6leo estudado podem estar correlacionados com a regulacdo
inflamatéria e com a ativagdo do sistema endocanabinoide, mas dificilmente com o
controle da sensibilidade ao calor. Curiosamente, apenas a administragcdo oral de 0,1
mg/kg (dose tUnica) mostrou reparo na hiperalgesia ao frio apds duas horas de
tratamento. Tal resultado também pode ser observado com a administracdo
intraperitoneal de um inibidor da FAAH — URB597, enquanto os autores correlacionam
os efeitos antinociceptivos com o aumento dos niveis de endocanabinoides como
anandamida e 2-araquidonoil glicerol (LOMAZZO et al., 2015). Além disso, observou-
se que o 6leo administrado por via intratecal apresentou efeito apds meia hora de
tratamento na analgesia mecanica. Este fato pode estar relacionado as alteragcdes que a
reserpina causa em nivel espinhal, uma vez que o modelo de mialgia induzido pela
reserpina induz area de edema intersticial na medula espinhal, e reducao da area de
motoneurdénios no corno ventral da medula espinhal (FERRARINI et al., 2021).
Clinicamente, os canabinoides sdo mais comumente prescritos para administragdo oral
ou inalatéria, mas essas diferentes vias de administra¢dao tém diversos efeitos colaterais.
Estes incluem sonoléncia, tontura, sedagdo, torpor/desorienta¢do, fadiga/cansaco,
nausea, ma coordenacao, diminuicdo da concentragdo, dor de cabeca, hipervigilancia,
edema, insonia e aumento do apetite (DESHPANDE et al., 2015). No entanto, os
principais efeitos colaterais psicomiméticos foram relacionados a administracdo do
produto por via inalatoria devido aos efeitos do THC, e esses efeitos sdo amplificados
quando consumidos por métodos de absor¢dao mais rapida, como fumar ou vaping, em
comparacdo com a inje¢do oral (COHEN; WEIZMAN; WEINSTEIN, 2019;
KURLYANDCHIK; TIRALONGO; SCHLOSS, 2021). Além disso, a farmacocinética
e a farmacodinamica diferem entre inala¢do e ingestao oral, influenciando o inicio e a
duragdo dos efeitos adversos de cada método de administragdo (LUCAS; GALETTIS;
SCHNEIDER, 2018). Por esse motivo, ¢ importante avaliar diferentes formas de
administracao para determinar qual prescri¢dao pode trazer o melhor resultado para esses
pacientes.

Outro ponto importante relacionado com o extrato aqui estudado ¢ nos seus
potenciais efeitos entourage, neste sentido os efeitos de entourage podem ser estendidos
a combinagdes de canabinoides com outros mecanismos de analgesia estabelecidos ou

sobrepostos (ANAND et al., 2021). Tendo isso em vista, os efeitos antinociceptivos dos
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canabinoides demonstraram afetar o sistema opioide e vice-versa, assim os agonistas
canabinoides demonstraram aumentar o efeito dos agonistas dos receptores p-opidides
em modelos de analgesia e, mais importante, reduzem a dependéncia de drogas opioides
(YESILYURT et al., 2003). Além disso, a ativa¢do do receptor de canabinoides também
aumenta o efeito analgésico dos AINEs, de modo que as combinagdes de canabinoides
com AINEs ou inibidores da ciclo-oxigenase como o diclofenaco, pode fornecer
analgesia eficaz, minimizando os efeitos colaterais gastrointestinais (GRIM et al.,
2015). Demonstrando assim, que os extratos e derivados dos canabinoides oferecem
inimeras possibilidades terapéuticas, podendo beneficiar ainda mais os pacientes com
FM e outras doengas.

O SEC esté associado a multiplas agdes bioquimicas, modulando nao apenas a
dor e a inflamag¢ao, mas também as emogoes, a ansiedade ¢ o estresse. Diferencas basais
nos niveis de endocanabinoides e N-acetiletanolaminas foram relatadas entre FM em
comparagcdo com pessoas saudaveis (STENSSON et al., 2020). Ao contrario dos
achados do presente estudo, muitos autores demonstraram os efeitos ansioliticos da
administracio de CBD. O CBD também tem efeitos proliferativos nas células
progenitoras do hipocampo, aumentando os niveis de anandamida e ¢ mediado pela
ativacdo secundaria dos receptores CB1 e CB2 (JAVIER et al., 2013). Além disso,
como a anandamida ¢ conhecido neuromodulador central que estd envolvido na
extingdo de memorias traumaticas, pode-se especular que alteracdes nos niveis de
anandamida repercutam em alteragdes estruturais no cérebro, principalmente com
énfase em alteragdes estruturais na amigdala e hipocampo do cérebro (KAUFMANN et
al., 2008). Enfatizando esses achados, de Assis et al. (ASSIS et al., 2021) demonstraram
efeitos ansioliticos do 6leo de cannabis de amplo espectro (0,1 mg/kg, p.o.) em modelos
de estresse agudo e cronico, afirmando que o presente dleo tem potencial ansiolitico; no
entanto, em diferentes modelos experimentais. Outro mecanismo associado aos efeitos
antidepressivos e ansioliticos do CBD ¢ o seu papel na regulacio dos
neurotransmissores serotoninérgicos (CHAVES et al., 2021; GUIMARAES et al.,
1990).

Um fato que deve ser entendido se refere a formulagdo dos derivados do
cannabis, que podem desempenhar um papel crucial aumentando a solubilidade e a
estabilidade fisico-quimica dos farmacos, tendo isso em vista os canabinoides sdo
moléculas altamente lipofilicas com solubilidade aquosa muito baixa (2-10 pg/mL), que

sdo suscetiveis a degradacdo, especialmente em solugdo, pela agdo da luz ¢ da
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temperatura, bem como podem sofrer auto-oxida¢do (BRUNI et al., 2018). Por esse
motivo se faz necessario estudos que avaliam a absor¢dao desses medicamentos, bem
como os efeitos deles sistemicamente. Um aspecto importante esta no fato da absor¢do
ser afetada tanto pela lipofilicidade intrinseca do produto quanto pelas diferencas
inerentes aos tecidos dos orgdos (podendo ser alveolar, dérmica, gastrica entre outras).
Uma variedade de fatores, como alimentacdo recente pode afetar a absorcao por via
oral, ou profundidade da inalagdo, quanto tempo a respiracdo ¢ mantida e temperatura
do vaporizador nas vias de administragdo inalatdrias, esses fatores podem comprometer
a absor¢do e pode variar de 20-30% para administragdo oral e até 10-60% para
inalacao(BRUNI et al., 2018).

O modelo do tipo FM reproduzido no presente estudo mostrou-se uma
ferramenta importante para avaliar o comportamento do tipo ansioso e depressivo.
Numerosos estudos usando o modelo mialgia induzida por reserpina relataram aumento
dos tempos de imobilidade no teste de natacdo forgada e teste de suspensdo da cauda e
diminuicdo dos tempos de natacdo no teste de nado forg¢ado, indicativo de
comportamento tipo depressivo em ratos ¢ camundongos (BOURKE et al., 2022). Uma
descoberta importante neste estudo foi que a administragdo cronica de dleo de cannabis
de amplo espectro teve repercussdes nos efeitos analgésicos e reverteu o
comportamento passivo de enfrentamento do estresse induzido pela reserpina e o
comportamento de menor autocuidado em camundongos. Diante dos dados aqui
discutidos, € possivel supor que os canabinoides podem alterar o processamento da dor,
reduzir a inflamagdo de baixo grau e permitir a modulacdo da fungdo emocional e
cognitiva em pacientes com FM, pois possuem propriedades anti-inflamatorias,
antiepilépticas, anti-isquémicas, e propriedades antieméticas. No entanto, ¢ dificil
comparar os efeitos do oleo estudado no presente estudo com outros estudos ja
publicados, pois a cannabis medicinal, apesar de ser considerada segura e bem tolerada,
possui grande diversidade de espécies de cannabis e diferentes métodos de preparo. A
este respeito, sao necessarias mais pesquisas para determinar os efeitos da
droga/dosagem de cannabis wusada em pesquisas e ambientes clinicos
(KURLYANDCHIK; TIRALONGO; SCHLOSS, 2021).

Por fim, existem evidéncias crescentes de ensaios clinicos que defendem os
efeitos benéficos dos canabinoides derivados de plantas, endogenos ou sintéticos para
proporcionar alivio da dor (ANAND et al., 2021). Entretanto, o presente estudo pode

contribuir para que essa ferramenta farmacologica também possa ser utilizada
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futuramente utilizada no tratamento da FM, proporcionando assim subsidios para mais
investigacoes sobre o assunto. Além disso, os dados farmacocinéticos e
farmacodinamicos disponiveis na literatura para THC e CBD indicam que sua
lipofilicidade impede a biodisponibilidade oral e que o extenso metabolismo hepatico de
primeira passagem resulta em menor concentra¢do plasmatica de pico em relagdo a
inalagcdo, com atrasos mais longos para atingir o pico de concentracdo (PANLILIO et
al., 2016). Assim, estudar diferentes vias de administracdo proporcionou desvendar os

efeitos antinociceptivo do extrato e a durabilidade dos efeitos esperado.



75

7. CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel observar que, independentemente da via de
administracdo, o 6leo de cannabis de amplo espectro mostrou-se eficaz na reversao dos
efeitos de alodinia mecanica do modelo de fibromialgia induzida por reserpina. Dentre
as diferentes doses estudadas no presente estudo a de 0,1 mg/Kg por via oral
demonstrou melhoras significativas na alodinia mecanica associada a hiperalgesia
térmica ao frio. A administracdo intratecal e intraplantar apresentaram reducdo da
alodinia mecanica associada a analgesia térmica ao calor, entretanto ndo foram
observados resultados relevantes no controle nociceptivos térmico ao frio. Ja a via
intracerebroventricular demonstrou ter efeitos analgésicos na alodinia mecanica, mas
nao nas alteragdes nociceptivas térmicas. Além disso, o tratamento cronico com Oleo de
cannabis de amplo espectro mostrou efeitos analgésicos na alodinia mecanica e
hiperalgesia ao calor e atenuou o comportamento passivo de enfrentamento do estresse
induzido pela reserpina e o comportamento de autocuidado em camundongos. Cabe
ressaltar que o tratamento com o 6leo de cannabis de amplo espectro demonstrou mais
efetividade que o controle positivo nas alteracdes comportamentais apresentadas pelo
modelo experimental. Conjuntamente, nossos resultados apontam para o 6leo de
cannabis de amplo espectro como uma alternativa terapéutica para os distarbios

causados pela FM.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Claramente, os achados do presente estudo podem auxiliar na terapia de
pacientes com FM, entretanto, algumas vias de administracdo aqui estudadas sdo de
dificil transposicdo para a pratica clinica. Outro ponto limitante deste estudo ¢ o fato de
ndo abordar possiveis mecanismos pelos quais o 6leo de cannabis de amplo espectro
atua. Nesse sentido ¢ necessario desenvolver mais estudos que respondam a tais
lacunas.

Além disso, avangos recentes na pesquisa de canabinoides para o tratamento da
dor sdo promissores, com a identificagdo de novos canabinoides endogenos e vegetais,
modos de acdo e tratamentos iniciais de combinacdo. Com base nessas descobertas,
futuros ensaios clinicos podem mostrar que os canabinoides, em combinagdo,
proporcionam melhor eficacia e menos efeitos colaterais, e sdo uma opg¢ao favoravel em

comparac¢do com outras drogas, principalmente os opioides. Os mecanismos subjacentes
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a estes potenciais efeitos sinérgicos ou de entourage serdo revelados através de uma
série de técnicas, na sinalizacao da dor ou nas vias de modulagao da periferia e do SNC.

Por fim, existe uma necessidade de avaliacdes mais robustas sobre os efeitos dos
canabinoides, comparando suas formulagdes de combinac¢do Unica ou associadas a
outras terapéuticas. Além disso, ¢ importante ressaltar que sdo necessarios ensaios
clinicos e estudos in vitro para testar diretamente os efeitos sinérgicos e de entourage
dos canabinoides para o alivio da dor, conforme relatado em modelos comportamentais

pré-clinicos.

LIMITACOES NA APLICABILIDADE CLINICA

Uma limitagao deste estudo estd no fato de existir apenas um niimero limitado de
estudos clinicos rigorosos sobre o assunto, devido ao status ilegal dos canabinoides na
maioria dos paises. Logo, o presente estudo pretende contribuir com a literatura e assim
proporcionar maior respaldo aos profissionais da area da saude e consolidar assim essa
forma terapéutica.

Outra limitagdo deste estudo esta no fato dos derivados do cannabis nao ser livre
de efeitos colaterais. Por esse motivo, mais estudos sobre os efeitos colaterais dessa
medicagdo e interacdo medicamentoso precisa ser desvendado. Além disso, os efeitos
entourage que o extrato apresenta abre grande possibilidade terapéutica, mas também
requerem maiores estudos para segurabilidade na sua administragao.

Por fim, foram estudas diferentes formas de administracdo que demonstraram
efeitos analgésicos, entretanto os dados publicados podem ser de dificil transposi¢do
para o tratamento cotidiano dos pacientes com FM, principalmente no que se refere a

administracao intratecal e intracerebroventricular.
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UFSC
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ldentificacdo de novos alvos terapbuticos ndo farmacoldgicos e farmacolbgicos em modelos
de dor crénica ndo inflamatéria em camundongos.”, protocolada sob o CEUA n? 2572210213, sob a responsabilidade de Rafael
Cypriano Dutra e equipe; Eduarda Gomes Ferrarini; Elaine Cristina Dalazen Gongalves; Graziela Wieira; Luciano Dandel da Siiva;
Tainara Ribeiro Gongalves - que envalve a produgdo, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de B de
outubro de 2008, com o Decreto 5.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), & foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Santa Catarina (CEUASUFSC) na reunido de 10/05/2018.

We certify that the proposal "ldentification of novel non-pharmacological and pharmacological therapeutic targets in chronic non-
inflammatory pain models in mice.”, utilizing 756 Heterogenics mice (756 females), protocol number CEUM 2572210218, under the
responsibility of Rafael Cypriano Dutra and team; Edvarda Gomes Farrarini; Elaine Cristing Dalazen Gongalves; Graziela Vieira;
Luciano Daniel da Siva; Tainara Ribeiro Goncalves - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes ar teaching - is in
accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 6399 of july 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation {CONCEA], and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Santa Catarina (CEUAMUFSC) in the meeting of 05/10/2018.

Finalidade da Proposta: Pesguisa
Vigéncia da Proposta: de 04/2018 a 0a/2023 Area: Cidncias da Sadde
Origem: Bioterio Central

Espécie: Camundonges heterogénicos sexo: Fémeas idade: 2 a3 meses M  T56
Linhagem: &Swiss Peso:  25a4d45g

Resumo: Fibromialgia (FM) & uma doenca multifatorial caracterizada por dor crénica oriunda de resposta ndo inflamatéria. O
aumento da atividade fisica apresenta efeitos positives na modulacio efou percepc®o da dor nesses pacientes, embara até o
presente momento ndo exista consenso acerca da modalidade e da intensidade do exercicio fisico que melhor se aplica na
reabilitacdo desses pacientes. Assim. o objetivo inicial desse projeto serd investigar os efeitos de diferentes modalidades de
exercicio fisico de média e alta intensidade na hiperalgesia, comportamento cognitivo e emocionalidade, aspectos imunoldgicos e
neuronais na modelo experimental de fibromialgia em camundongos. Serdo utilizados camundongos Swiss, de 6 a 12 semanas de
idade, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. A FM serd induzida pela inje¢do intramuscular de
solugdo salina acida (aplicada no dia 0 e dia 5) e reserpina (0,25 mg/ka, subcutanea, dia 1 e 3). Os animais s2rao randomizados em
diferentes grupos experimentais e as modalidades de exercicios avaliadas serdo: aguaticas, resisténcia na esteira, exercicio
espontines na roda angular e forca com escalada. Todos os procedimentos serdo submetidos ao Comité de Etica no Uso de
AnimaisfUFSC. O protocolo serd realizado em guatro semanas e as avaliagbes ocorrerdo ao final de cada semana do protocolo
{avaliacdo da hiperalgesia, compartamental e lactato sérico). Por fim, serdo avaliados os niveis de neurotransmissores e
monoaminas em tecidos periféricos e centrais.

Local do experimento: Os experimentos serdo realizados no Laboratério de Autoimunidade e Imunafarmacologia {LAIF).
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ARTICLE INFOQ ABETRACT

Fpweords: Fibromyalgia (FM) is an idiopathic disorder characterized by genemalized pain and associated symptoms such as

Ao sprxtrum cannabi il depression and anxiety. Coanabts samva shows different pharmacological activities, such as analgesic, and-

n‘““‘"_"’ * inflammtary, neuroprotective, and immunomodulatory. Associated with this, the use of an oil with low con-

Reserpine idaced centrations of THC tan reduce the prvchomimetic sdverss ffects of the plant. Therséfore, the present study simed
to evaluate the analgesic effect of broad-specinam cannabis oil with low THC conceniration in an experimental
maodel of FM. Mechanical hyperalgeda, thermal allodynda, depressive- and ardows-related behavior, and loco-
mator activity were evaluated after reserpine (0.25 mg/kg: injected subrutaneously (s.c) once daily for three
consecutive days) administration. Our results showed that oml admirdseration of broad-spectnam cannabis oil
(0.1, 1, and 3 mgskg, p.o in a single dose on the 4th day inhibited mechanical hyperalgeda and thermal
allodynia induced by reserpine. Kelevantly, treatment durning four days with broad-spectrum cannabds ol (0.1
mg/kg, po.) reduced mechanical hyperalgesia 1 h after reserpine administration. Inrraplantar restment with
cannabis oil sgnificantly reversed mechanical amd heat thermal neciception induced by reserpine imjection
Interestingly, spimal and supraspinal admirdstration of broad-spectrum cannabis cil completely inhibited me.
chanical hyperalgesis and thermal sensitivity induced by reserpine. The repeated cannabis oil admirdstration,
given daily for 14 days, markedly mitigated the mechanical and thermal sensitivity during the FM meodiel, and ies
reduced depressve-like bebuvior induced by reserpine. In summary, broad-spectrum cannabis odl is an efective
alternative to reverse the reserpine-induced fbromyalgia model.

Abbreviarions: FM, Fibroomyalgia; CNS, central nervous spstem; THC, tetrabydrocannabidiol; CED, canmabidiol; MCT, Medium-chain triglycarides; ABRACE,
Associag o Brasleim de Apolo Cannabis Esperanga; CEUA, Animal Ethics Commitbes; UFSC, Universidade Fedeml de Santa Catarimag p.o., oml route; Lpl, indra-
plantar; it imtrathecal; i.c.v., intracerebroventrcular, ANOVA, analysis of varance; CONCEA, Brazilian Council of Animal Experimentation; g, grams; h, hoars; 15T,
tadl suspension test; kg, kilograms, mg, milligrams, min, minutes; ml, milliliters; PBS, phosphate-buffered solution; SEM, standard emor of mean; ST, splash test;
mmal, millimalar; AUC, ares under the curve; pl, microliters; MCT, mediom-chain mighyceride oil; s, injected subsutansously; PPFAR-L, peroxisome proliferator:
activated receptor alpha; THPVY, transient receptor potential cation channel subfamily ¥ member 1; CB1, canrahinoid receptor 1; FAAH, farty acid amide hydrolase,
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1. Introdustion

Pibromyalgia (FM), 2 syndrome of unbnown etiology, is 2 complex
and chronic diseage characterized by generalized muscle pain, accom-
pmajbyummmmm.cmjlrvrhnl@alqmpmm. =g E.ugue,
stiffrecs, cleep disturbances, cognitive disorders, irritable bladder om-
drome, headachs, anhedoniz, and Jdepreai [1]. Iz prevalence iz
arcumd 0.5-5%, mainly affscting women [2]. It iz noteworthy thar the
biological underpinnings of thiz condifion remain unclear, making it
challenging to investigate potential factors that could modulsee
PM-related symptome [3]. Although several hypotheses describe this
pathaology, thers iz no strong consenguz on itz pathophysiology, with
many arpects otill inexplicable [4]. However, it iz well-known that FM iz
mm]j:dnﬂmncmﬂ.mmmﬁmmmwby
neurocircuitry  dyafunction, which correlstes with the perception,
trancmission, and processing of afferent nociceptive otimuli, thus
affecting prevalant manifestations of pain in the locomotar syatem [5].

The corrent pharmacological therapy, =g, neuwropathic, anticon-
vulsant, and antideprestant druge, predominantly focuz on symptom-
atology [6], with limited efficacy sinee they cannot contemplate all the
repercussions presented by PM patients. Thuz, about 90% of patients
nead to resort to alternative therapies to control symptoma [7]. In this
regard, preclinical shsdies are of great relsvance to bringing light to the
pathophyziclogy of FM, and developing new therapeutic targets aiming
at promoting novel trestment options, conzidering the afficacy limita-
Iionnofﬂi:clmcmﬂmmp:utica]maﬁvcz [71.

In thiz ragand, recent evidence brought to light the we of cannabi-
noids as an alternative treatmens for PM [3,9]. Although the evidence
supparting cannahiz use in chronic pain conditions iz abundant and well
egtabliched clinical applicability and safesy have not been propesly re-
pm:u:dinF'H:l:-.ll:.?urinm:,unnabi:uehm:inted\d&m:
dgnificant ridkz, e.g., addiction and peychiatric, cognitive, and devel-
me:nlalimpmrmﬂit [11]. It iz well-known that cammabiz interacts
Mﬁhmmmﬁmﬂ]wmmﬂm
ceprars and zignaling molecoles that produce analgesia and poychomi-
metic effece. One of the well-known pﬂ;\dmm:uvc substanc=z in
cannabin in the tetrabpdrocannabidiol (THC) or AS-THC [11], which
acts 2z an agoaist of endocanmabingid receptom and reduces neuro-
trancmission. Howewver, cannahis aloo featires other natorally ocourring
phytocannabineids, &.g., cannabidicl (CED), that lacks the poychomi-
metic proparties induced by THC [12]. With this in mind, biotechno-
logical developmentz: and extraction technigue: have allowed the
production of cannabiz extracts and oilz almost devoid of popchomimetic
influmnce dus= @0 fhej.mlm:mofrhepe_vdmm subotances [11].
Therefare, the broad-spectrum cannabiz oil iz neacly AS-THE free, but it
:nnmnzu]]nfdmphﬂnd::mu:l.ﬁmmdmlh:phmmﬂmﬁngub
penes, favonoids, and other phytocannabineida such a2 CBD [13].
Againzt thiz backdrop, the present stody determined the broad-zpectrum
cannabiz oil effectz on recerpine-indouced FM in mice, evaluating itz

2, Materials and methods

21. Drugs and reagenss

Reserpine waz acquired from Sigma Aldrich Chemical Company (5t
Liouiz, M0, USA); Lyrica® (pregabalin) was purchased from Plizer (New
Yurlg NY, USA). Reserpine was dluted in 0.5 % twesn B0 {v/v in
phosphate-buffared oolution; PBS), and pregabalin in galine sohstion
(0.9 % MaCl). Bmad—:p-b:l:mm cannabiz oil was diluted with medium-
chain trighpeeside oil (MCT.

2.2, Brood-spectrum carnabis oi

The broad-spectrum canmabiz oil was produced and analyzed by the
Brazilian Azsociation ABRACE (Associario Brazileira de Apoio Cannabiz

Biowieticine f Pharmacolheragy 154 (2023) | 13552

Ecparanca Paratba — Brasil/ MNational Register of Legal Entities - CNPJ
unier the number 23.877.015,/0001-33). The chromatographic analymiz
wag performed and publiched in a previous oowdy and reported = CBD:
AS-THC proportion of 11:1 and total cannabinoids of 40.2 % (15 mg of
CBD in 1 ml of the adl) [S]Rgpmjmgﬂummbmloglu]mmt,
the oil waz under the corrent qualisy parametern [13].

23 Animals

The experiments were carried out in female Swiza mice (3040 g,
60-120 dagz of age, n, = 120 animals) zince the disease iz more
prevalent in women, obtzined from the Pederal Univessity of Santa
Camrina Animal (maximum of § mice group-housed in dear trans-
parent plagtic cages with dust-free cavadust bedding) were kept under a
12 k light/dark cycle (actificial light on at 7-00 am ) and temperature
(22 4 2°C). They were fad a palletad and extruded mouse diet ad libinem
and haid unrestricted accesz to drinking water. Animals were acclima-
tized to laboratory settings for at leact 1 h before tecting and were used
only once throughout the axperimentz. The daily experimental proced-
ures wers ahvayz performed at the tame time and respectsd the lght/
dark cycle. All procedures in thiz study were performed following the
ARRIVE 2020 and “Principles of Laboratory Animal Care”™ from NIH
Publication Mo. 55-23 and were approved by the Animal Brhicz Gom-
mittee of the Universidade Paderal de Santa Catarina (CEUA-UFSC,
protocol number 2572210216). Behavioral evaluations were performed
between 5:00 am. and 5:00 pam.

24 Bisgenic amine depletion model

The indwction of FM was performed nging the model propooed by
MNagakura and collaborators of depletion of bisgenic amines in mice. Por
thiz, 0.25 mg/'kg of reperpine waz dimolved in 0.5 % tween 30 (digrill=d
water and 0.5 % tween 50). Resarpine was injected subcutansoualy (2.c.)
once daily for three consecutive dayz in 2 volume of 10 mlAkg az re-
ported by Nagakura et al. (2009) and later adapeed to mice [14,15].

25 Experimental design

Fjru'}:;. to avaluate the sffacts of oral adminizeation (po] with
broad-spectrum cannabiz oil in reserpine-injected mice, treamment with
the oil waz parformed a single administration comparing three different
dozen of 0.1, 1, and 3 mg kg, at the end of the nduction. In addition, a
pmauvrmhnlwn.pufomadwwﬂlpmrgﬂnhusﬂmgfkg poo, Amnd.g
adminiztration. Mechanical hl'puzlg\:..umﬂcn]ﬂlhﬂmalaﬂndm
were evaluated before induction (baseline), bafore treatmens (0 k), and
after 30 min, 1, 2, 3, and 4 h after treatment adminictrasion the day
following the end of the induction (day four]. Thermal allodymia to heat
was also evaluated at bazeline, 0 b, and after two houm of treatment
(Fig 1 — Al Sscondly, we pecformed the oral adminiztration of broad-
spectrum cannabiz od at for four consecutive dayz (1, 2 and 3rd day of
induction and on the 4th dag) doce of 0.1 mg/kg on the fourth day after
the firct recerpine administration, and after that, accessed the baseline
mechanical hyperalgesia, O h, and after 30 min, 1, 2, 3, and 4 h of
treatment. Moreover, thermal allodynmia to cold and heat wag ako
acceszed at bageline, 0 b, and after two howrs of treatmens (Fig. 1 - Bl

Aftervward, three independent sxperiments were camied out to
evaluate the administration of broad-z canmabiz odl {or wehicle)
through intraplantas (ipl) - 100 pg/ipl (Fig. | - C), intrathecal (it) -
1 pgfit. (Fig. 1 - D), or intracerehroventricalar (Lew) - 2pgd Low
(Fig- 1 — B} route. The zsingle dose of broad-spectrum canmabiz oil was
adminiztered an the fourth day after the firot recerpine administration,
and after that, mechanical hyperalgesia was accemsed at bassline 0k,
and after 30 min, 1, 2, 3, and 4h of treatment. Moreowver, thermal
allodsmia to cold and heat was accezoed at baseline, 0 h and after two
treatment hours. Pinally, a protocol was carried out to evaluate the =f-
fectz of the chronic adminiztration of broad-spectum cannabiz oil
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(1 mg/kg, p.o., daily). The untreated-control group received wehicls (p.
0., daily), or positive control group received pregabalin 30 mg/kg, p.o.,
n'u'_v,rdzr Tmﬂnn:nt!mrmdunrhzfmnthdapzftulhcﬁmtmurpm:

and inued for ten e dape. Behavioral test
mmﬂmpﬂfmdmaﬂwb&oudﬂyﬂhn‘hﬂmhﬂdhm
tactile and thermal threcholids. Subsequently, on dayz 0, 3 (before
treatment), 4, 5, 6, 9, 11, 13, and 14 poot-reserpine induction, the ani-
mals were submitted to the fD]vai.ng behanrdioral testr (i) mechanical
hyperencitivioy - daya 0, 3, 4, 9, and 14; (i) thermal stimulation to cold
— dayz @, 3, 4, 9 and 14; (iii) thermal stimulation to heat — daya 0, 3, 4, 9
and 14; (iv) passive stress-coping behavicrs in the tail suspension test —
dayz 6 and 13; (v) anxiety-like behavior in the elevated plus maze teat-
daye 5 and 12;(vi) anhedonic-like behavior in the splach test- days Sand
12; and (vii) exploratory behavior in the open field tact behavior dagz 4
and 14 (Fig. 1 —EL

2.6. Behmvioral tests

2.6.1. Mecharical hyperalpesia

Por evaluation of mechanical hyperalgecia we used the won Prey test
(0.4 g filament — the ventral murface of the fght hind paw) [14,15] a:
ﬂﬁm.thmepomntﬂ,&,4 9, and 14daynpact—1n.|.1’m:h.ou}.

2.6.2. Acetore test

The acetone test assessed cold allodymia. Using a flat-top syrings, we
appliad 20 pl of acetone= to the plantar surface of each mouse"z hind pase
through the metallic mezh floor and obeerved their recponses. Responoes
ware monitored for 20 ¢ after acetone application and scored on 2 four-
point scale, an described previoudy [16]. Par example, 0 = no responze;
1 = guich withdrawal, flick, or stamp of the pawr 2 = prolonged with-
drawal or repeatad flicking of the paw; 3 = repeated ficking of the pas
with persigtent licking direct=d at the wentral zide of the paw. The co-
mulative soores were then obtained by calculating each mouse’s three
scores and dividing by five, which was the number of aseays [17].

Biomielici: & Phermacotheragy 154 (2023) | 3552

2638 Tal flick

The test consizts of 2 briefly immemion of the il in hot water (43
4+ 17C) to measure the thermal threshald's latency [5]. Por the animal
rhudiﬂmt:hmmdupﬁmb-:hzﬁmzftu 15 z, the stimulus was
sugpenided to avoid tizowe damage. Baseline latency (10:) waz deter-
mined before testing, and withdrawal latencies were measured
mamaally.

264 Splash tesr

Thiz test iz based on the evaluation of gelf-cleaning behandor. Briefly,
miﬂluﬁm[ﬂ.ﬂﬂlﬂnfnlﬂ%}m m&mim:achmnunc':dma]
coat inducing grooming behavior. The time and numbers of grooming
were recorded for 5 min az the ratio of self-care and motivational be-
haviors [15,19].

265 Tail suspension tesr

Paazive stress-coping behanvior was aspessed uzing the til suspengion
tegt (TET). Bach mouse was suzpended 50 cm above the floor, and a
emall piece of the adhecive tape to 2 wooden otick near the end of the
mice tail about 2 om, anid a barder surrounded the mice’s views. The
rmice’s tail test lasted 6 min. Immobility latency, total immobils dme,
and the number of immobility were svaloated. Mice were consides=d
immobile when they chowed hopelesonecs, which the mice stopped
struggling to overcome the abnormal pesition, and were nearly immo-
bile or completely motionless after a period of struggling activity [20].

266 Hlevated plis mase test

The alevated pluz maze (EPM) was exscuted according to the pro-
tocol previouzly described [13]. The apparatmus consisted of bwo open
arma (35 cm * 5 cm), and two closed armez (35 am x 5om « 15 cm)
that extended from a central platform (6 cm » 6 cm). The entire mase
wag el=vated to a height of 50 cm above the floar. Mice were individ-
ually allocated in an open arm facing the center of the maze and the
number of entries and time spent in both arms were recorded for 5 min.
The increase in the parcentge of entries and reduction time spent in the

A ar D
¥ [
¥
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Fig. 1. Experimental design - [A) Broad-spectnam carmabis oil treatment was performed for four days at doses of 0.1, 1 and 3 mg/kg, once a day, poo. for 4 days. (B)
Broad-spectrum cannabis oil treatment was performed at doses of 0.1 mgskg, once a day, poo. (C) Broad-spectrum cannahis ol treatment was performed, ance a day,
100 pzA.pl. () Broad-spectrnam cannabis oil treatment was performed, once a day, 1 pgA.c (E) Broad-spectram cannabis oil reatment was performed, once a day,
I pgd.cv. (F) Chronic treatment with broad-spectrum canmabis oil for 10 days, 1 mg/kg daily p.o.
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open arme was considered amdolytic-like profiles. The apparams was
cleaned out afver each animal waz evahuated with 109 ethanal sohstion
[13].

26.7. Open foeld test

To investigate the pecaibility of broad-spectrum cannabis il meat-
ment developing nonopecific muscle-relaxing and sedative effecs dur-
ing the FM model, we used openfield apparans
(40 cm » 60 cm * 50 cm). The time spent in ambulation and rearing
behavior were counted manually for 5 min [15]. The maze waz wiped
clean after sach animal waz svaluared with 10% ethamol solution [14].

2.7, Swtistivel anclysis

Recults are expressed as the mean 4 stondand emor of the mean
(SEM). Besults were analy=ed by a mized-model oneway or two-way
AMOVA. Normality and homoscedacticity were svaluated wing Sha-
pire-Wilk'z and Levens's testz, recpectively. Oneway (inhibition rate
and behavioral tect) and two-way (pain assesoments) a.n:lynm af wari-
ance (ANOVA) followed by Bonferroni’s post-hoc were performed to
analyze the differences among experimental growps and compared with
the control group. P values of < 005 < 001 and < 0.001 wese
conzidersd otatistically cignificant Data were analyzed using GraphPad
Prizm zoftware version 9.4.0 for Windows (San Diege, GA, USA).
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3. Resultz

3.1 Effects of oral dose edministration of broad-spectrum carmnabis ol or
resarpine-cvoked nociception

Plirst, to assess the therapeutic affect of oral adminiztration of broad-
spectrum cannabis oil on the nociception of reserpine-injected animals,
the wactile threchold was measured using the von Prey test. In thiz study,
the administration of reserpine (0.25 mg/kg, z.c.) induced a pronounced
mechanical hypemensitivicy after four dayz. In thiz sence, oral admin-
istration of broad-spectrum cannabiz oil (0.1, 1 and 3 mp/kg, podina
zsingle doce on the 4th day inhibited machanical hyperalgesia after o
houre of treatment (two-way ANOVA [F (4, 25) = 8587, p < 0017
(Fig. 3—ﬁ),wit]1inhi|}iﬁam{amumkrﬂum]nf45%‘,12%1mjs
9 % for doces 0.1, 1 and 3 mg'kg, recpectively (oneway ANOVA of
trearment sffsce [F (4, 35) = 4.47, ***p < 0.001] (Fig. 2 — BL Mareover,
treatment during four dayz with broad-spectrum cannabiz oil (0.1 mg/
kg, p.o.) reduced recerpine-induced mechanical hyperalgesia 1 h after
reserpine adminiztration (two-way ANOWA [F (12, 147} = 255,
P 0.0510 (Fig. 2-F)- inhibition of 2346 {nu:-’w:yrﬂﬂ‘r'ﬁnfu\eanmut
effect [F (2 12) = 1477, ***p < 0.001]) (Fig. 2 — ). Intersstingly, 2
single adminiztration of broad-spectrum cannabiz oil (0.1 mg/kg, p.od
revered the nociceptive effacts cansed by reserpine on cold thermal
allodymia after two hours of eatment (two-way ANOVA [F (4, 25)
=539, ***p < 0.01]) (Fig. 2 - C and D). However, no significant effects
on heat thermal allodymia with beoad-spectrum camnabiz oil wers
obeerved (Fig. 2- E and J). In addition, the four-day oral treatment with

the oil did not demonstrate significant effects on cold alledymia (Fig. Z-
Hand 1.

ALIC {E 3 hours}

3]
P
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Fig. 2. Anti-byperalgesic effects of oral broad-spectrum cannabis oil during reserpine model - Oral reatment with broad-spectrum cannabis oil at doses of 011, 1 and
3 mg/kg for four days. (A) Von Frey test, (B) aren under the von Frey test curve, (C) Acetone test, (D) Area under the acetone test curve and (E) Tail fick test. Single-
dose treatment an day four crally with broad-spectrum cannabis odl ar a dose of 0.1 mg/kg (F) Von Frey test, (5] Area under the von Frey test curve, (H) Acetone test,
(1) Area under the acetone test carve, and (1) Tail Aick test. Each line‘column represents the mean = SEM of five and eight mice/group and are representative of two

independent experiments. *p « .05, **p < 0.01
post boc test). AUC: area under the oonve.

and ***p < 0001 v5 reserpine group (one-way and two-way ANOVA analysis of vadance followed by Bonferroni’s
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3.2, Effects of intraplantar reatment with broad-spectrum cannabiz ol or
nocicepdon mdm::ndb_'r n:zrpm:a&rmmm

Regerpine administration induced a significant decrease in me-
chanical and thermal nociceptive threchold compared to the untreated-
control group. Therefore, in crder to imvectigate the afects of nra-
plantar adminizration of broad-spectrum canmabiz il (100 pg) on the
nociceptive affsctz of = injected amimals, treatment was per-
formed on the fourth day (Fiz. 3). Intraplantar treatment with broad-
spectrum canmabiz oil significantly reversed mechanical nociception
induced by recerpine injection after 1 and 2 h of weatment (two-way
ANOVA: [F (5, 84) = 37.15, p < 0.01]), Fig. 3 — A), with nhibition of
61%6 {one-way ANOVA of treatment efect; [F (2, 2) = 100, p < 0.001],
Fiz. 3 — Bl It was aloo poswmible to oboerve that the oil via intraplantr
provided reversal of the nociceptive effectm of reserpine on thermal
allodymia (two-way ANOVA; [F (2, 42) = 5.91, p< 0.05], Fig. 5 - D),
although the same effect cannot be observed in the cold thermal noci-
ceptive threshold (Fig. 5 - CL
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100 = 9.96, p < 0L0O1], Fig. 4 - AL Thiz fact can be confirmed with the
algesia by 27% (one-way ANOVA of treatment effect [F (3, 31 = 15.40,
p <« 0.01], Fiz. 4 - Bl Another important agpect waz that the o via i.t.
[twre—way ANOVA, [F (2, 200 = 53.69, p < 0.05], Fig. 4- D), hutn.utcl:.
cold-thermal pathways (Fig. 4 - C). Interectingly, icv. administration
only had analgesic effects after 3h of treatment with oil (two-way
ANOVA: [F (6, 72) = 28.96, p < 0.001], Fig. 4 — E), showing an inhi-
bition rate of 43% (one-way ANOVA of treatment effect, [F (2, 650
= 063, p < 0.001], Fig. 4 - Fl, in addition, no affects of thiz adminiz-
mmmonrh.umalnna:epuwpuﬂrnuﬁmubmd(ﬁc 4— G and
HL

3.4 Bffect of chronic treatment with brocd-spectrum carnabis oil an
nociception and behavioral disnrbances after resapine administration

Finally, we svaluated the effects of oral adminiztration of beoad-
spectrum cannabiz oil for ten comsecutive dayz and i action on

3.3 Bffects of intrathecal and intrecerebroventricular admzin
brood-spectrum carnabiz o during the FM model

wtion af

Pocteriory, o avaluate the affects of direct administration of the oil
into CNS, two administration routes were svaloated in this recerpine
of 1 pg and 2 pg, respectively. It was poosible to amoecs that it reversed
the mechanical nociceptive effec cauzed by reserpine after 30 min of
broad-spectrum cannabiz oil administration (two-way ANOVA, [P (1,

<) Resompira (025 mpWg, 5.0
-+ Broad-spactnes Cannabls oll (180 pg, Lel) B
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Fig. 3. And-hyperalgesic effects of infraplantar broad-spectnam canmabis oil
during reserpine model - Single-dose treatment on day four broad-spectrum
canpabis oil at a dose of 100 pg, (A) Von Frey test, (H) area under the won
Frey test curve, (C) Acetone test, and (17 Tadl fick test. Each lnescolumn
represents the mean = SEM of eight mice/group and are representative of teo
independent experiments. *p - 005 **p< 01 and ***p - 0LO0T vs
reserpine group (oneway and tewo-way ANOVA of analysis variance followed
by Bonferroni’s post hoe test). AUC: area under thie curve.

pocsible nociceptive changes and behavioral disordess related to the
indbuction of fibromyalgia-like by reserpine. The von Prey test demon-
vrated that after one day of treatment the oil promoted mechanical
analgesia (rwo-way ANOVA: [F (2, 211 = 7208, p « 0011, Fig. 5 &),
relating an inhibition rate of 45% (one-way ANOVA of reatment affect,
[F (2, 69) = Q6B p = ﬂ.DDl], Fig. 5- B), Lm: it did not dermon-
srate zignificant long-term effects on thermal nociceptive changes
[Fig. 5 - C and D). Interectingly, the broad-spectrum treatment with
cannabis oil demaonstrated significant afects on anhedonic-like behavior
on the second day of reatment increasing the time and number of
groomings [nnrw'.tyﬁNm’ﬁnfu:mm:ntcﬁcct rF{E: 43} = 067 and P
(5, 42) = 0.19 respactively, p < 0.05], Fiz. 5 — E and F), in addition
in the T5C (one-way AMOVA of treatmen: effect [P (5, 42) =

p « 0.05], Fig. 5- 0). Howewer, it waz not poazible to oboerve the affects
of the oil in the other svaluations (Fig. 5 - HL Also, it was not pocmible to
obsenve significant effects of 0il adminiztration on anxiouz-like behavicr
(Fig. 5- I and J and K. Purthermore, it waz aloo possible to clarify that
the administration of oil did not interfere with locomotor activities
(Fig. 5- L1

4, DMscussion

Pharmacological options have demonstrated effectivensss in the
management of PM, such az amitripeyline (tricyclic antidepremant),
tuloxetine, milnacipran (serotonin and noradrenaline revptabe in-
hibitorm), tramadol (opioid), gabapentin and pregabalin (anticarul-
sant), although moot of these druge provide only modest benefies
Mor=over, they are often amociated with zide effecs, compromizing
adherence [21]. Conzidering thiz evidence, the present study evaluared
the effectz of broad-spectrum cannabiz oil on reserpine-induced filbro-
myalgiz-like model in mice. One of the remarkable resuln obtained
herein i that the broad-spactrum cannabiz oil, regandless of the route of
adminiztration, wag effective in mitigating reserpine-induced mechani-
cal and thermal hypearalgesia in mice Moseover, chronic administration
of il reversed regerpine-induced mechanical and thermal (heat) noci-
ceptive behavior and astemuted reserpine-induced passive stresz-coping
behavior and lower-pelf-care behavior in mice.

Pirztly, we demonstrated that reserpine injections induced mechan-
ical and thermal nociceptive and depresgive like behariom in female
mice. In thiz regan], reserpine mimics a complex condition found in FM
mmmﬂmvdmndyiﬁmhmanideplmmnfbmmm
in the CN5 [5,14]. It iz notewworthy that multiple genetic polymorphizma
affect the transmission and processing of pain through serctonsrgic,
catecholaminergic, and dopaminergic mechanizms that may play an
important role in the eticlogy of FM [5,7] . Moreover, the present ctudy
obsenved that recerpine-injected mice showed mechanical hyperalgecia,
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a condition predominantly oboerved in “fibromyalgic” patientz. FM
patients have a condition called central sensitization and abnormal pain
modulation, which seems to be the primary mechanizm that cavzes
h:r_p-r_mn.ni.ﬁﬁtym painful stimuli and reduced descending pain inhibi-
tion [22]. Herein, we demonstrated that broad-spectrum cannabiz oil
mh@eﬂ d!.ereaeqnne—u.nﬂu:ed mechamical hy'pemlg!m In agresmant
with our findings, Oregoric and colleagues [23] demonstrated that
adminiztration of CBD intravemnoualy (0.1-1 mg/kg) and subrutaneocualy
(5 mg/kg/day for 7 daye) induced mechanical analgesia in neuropathic
pain models. OF note, the authore demonctrated evidence that such ef
fectn occurred through TRPV] activation and by potentiating seroto-
nergic neuwrctramemission.  Additionally, PM patientz may have
potentially impaired pain procescing due to changes in connectivioy and
functional lewelz of inhibitory and excitatory neurotrancmitter concen-
trations in pain-proceszing regions of the brain [24]. Thuz, FM patients
are more sensitive to stimuoli, such az heat and cold and mechanical
pressure. These stimuli prowoke a pain response that would not other-
wize be riggerad in healthy individualz [11]. In addition to the mech-
anizmz mentionsd above, it iz belisved thar thers iz an amociation
between the hyperalgesia found in patients with PM and the presence of
central endocanmabineid hypofunction in the spinal cord [11]. In this
m;mﬂt:\epﬂthﬂduddmdrh:mmtofrh:mlmnna-
binoid system in PFM modelz. Por instance, ASPE47TT, a celective inhibitor
of fatty acid amide hydrolace (PAAH, a primary catabolic enzyme for
ananilamide) restored muscle  presmure  thresholds during
rezerpine-induced fibromyalgia model in rat, thus reprecenting a
promizing pharmacological target for the PM [25]. Thus, one might pocit
that the broad-pectrum cannabiz oil can interact with the endocanna-
binoid system and thus modulate the nociceptive pathwayz, repulting in
the analgesic effects obeerved hersin. A posgible therapeutic target
associated with the oil used iz the potential of CBD to regulate the levels
of anandamide which in tum acts 2z an intracellular messenger,
amplifying the influx of calcium via TRPV] channel:, thua controlling
the releage of neurotranomitters, and modulating the nociceptive gignal
[26]-

An important fact in thiz saady iz the constinstion of the sudied odl,
which containe few concentrations of THC, therefore preventing
posaible gide effects related to this compound. Az previously mentionsd,
THC, the main paychoactive constitnent of cannabis, activates CB1 and
CHZ receptors, consequently inducing central and peripheral neuranal
activity, and i responcible for the analgesic and poychomimetic affects
of cannabiz [27]. Az much as THC has great clinical effects, a study has
chowm that, unfortunately, most patients who wsed THC (25-15 mg
daily for three months) a therapeutic form gave up early due o THC
gide effects, but those who completsd it had marked reductions in visual
analog scales (WAS) of oubjective pain [10]. The broad-spectrum
cannabin oil studied here has low levels of THC and higher levels of
CED [13], the main non-intoxicating constituent of cannabiz [27]. CBD,
becausze it haz a low affinity for CBIR, does not represent the paycho-
mimetic effects found by the action of THEC. Therefore, it can potentiate
the analgesic ffactz [27]. Moreover, recentdy our group showsd no of
fectn of broad-spectrum cammabis ol in the tetrad behavior - a very
uzeful amay to characterize potential popchomimetic effecz of canna-
binoids [13], confirming analytical parameters, according to the man-
ufacturer's information (CBD-AS-THC proportion of 11:1 and total
canmahinoids of 40.2 ).

I.I:LI'J:u.-r .:m.i:;.wr 1 ] different routes of adminizason,
being them oral, intraplantar, intrathecal and intracersbroventricular,
Comparing the routes omdied here, it can be observed that for me-
contral of hyperalgesia in the frot 30 min after reatment In snadies by
Fioo et al., cimilar effects were demonstrated, however, with a zingle
cral administration of ASPE47T (0.3, 1 and 3 mg kg, a FAAH inhibitoe,
it demonstrated afectivensm in reverzing mechanical hyperalgesia at
dozes of 1 and 3 mg/kg in the RIM model [25]. Thiz corroborates to
establich the oral route az 2 pogitive therapeutic target in mechanical
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penitivity in thiz model. In the heat allodymia, routes of administration
other routes did not represent antinociceptive affects. Much remaing to
peutic targets in peripheral and central pathwaye, mainly related to
chronic pain model: such 2z PM. In thiz sense, other studies uzing
poazible mechanizmo wing microinjections of CB1R, TRFV] and PPARD
antagonizts before 2 microinjection of URB597 in the incular cortex, an
important brain region involved n pain and emotion proceszing in the
brain. It was poazible to oboerve that blocking CB1R. and PPARI, but not
TRPV1, revermed antinociceptive effectn of URB597 [28,25]. Thusz,
demonatrating that, possibly, the analgesic effects of the studied oil may
be carrelated with inflimmatory regulation and with the activation of
tivity. Interectingly, only the oral administration of 0.1 mg/kg (zingle
doze) chowed repair in cold allodymia aftar two hours of treatment. Such
a recult can aloo be oboerved with the intraperitoneal administration of 2
FAaAH inhibitor - URB597, wherear the authorz corrslase the amti-
nociceptive afects with increased levels of endocannabineids such az
anandamide and Z-arschidonoyl ghrcerol [30]. Moreower, it was
obzerved that the oil adminigtersd intrathecally chowed effect after half
an hour of treatment on mechanical analgesia Thiz fact may be relatsd
to the alterations that recerpine causes at the gpinal level gince the
myalgia model induced by reserpine induces ares of interstitial edema in
the gpinal cord, and a reduction in the area of motonsurons in the
wentral hom of the spinal cord [14]. Clinically, cannabinoids are moat
commonly prescribed for oral or inhaled adminictration, but these
different routes of adminictration have diverse side efectn. These
include drowminess, diczinewm, sedation, torpor/disorientation, fati-
gue/tiredness, nauzea poor :n-unimﬂl:mn, decreazed concentration,
headache, hypervigilance, edema incomnia, and increased appetite
[31]. Howewves, the main peychomimetic zside effects were related to the
adminiztration of the product via inhalation due to the effects of THC,
and these affects are amplified when consumed through methods with
Eagter absorption, such a2 emoking or vaping, compared to oral injection
[32,33]. Purthermore, pharmacokinetics and pharmacodymamics differ
between inhalation and oral ingestion, influencing onset and duration of
advere effecs of each method of adminiztration [34]. Par thiz reazon, it
iz important to evaluate different forms of administration to determine
which prescription could bring the best result for thess patientz.

The endocannabineid syztem iz associated with multiple biochemical
anxiety, and stress. Bageline differences in endocanmabineids and M-
acetylethanolamines levels were reported among FM compared with
healthy people [26]. Unlike the precent smudy’s findings, many authars
have demonstrated the anxiclytic effects of CBD administration. CBD
hag proliferative afects on hippocampal progenitor cells by increasing
anamdamide levels and iz mediated by secondary activation of CB1 and
CBZ receptora [35]. Purthermore, since anandamide iz known central
neurcmodulator that iz imvalved in the extinction of traumatic mem-
oriez, it can be speculated that changes in anandamide levels have re-
percussions on structural changes in the brain, especially with emphagiz
on structural changes in the amygdala and hippocampusz of the brain
[36]. Emphasizing these findings, de Amiz et al. [13] demonatrated
anxiolytic affects of broad-zpectrum canmabiz od (0.1 mg/kg, p.o.) in
acute and chronic stres models, stating that the present oil has anxio-
lytic potential: howewver, in different experimental models Another
mechaniom amociated with the antidepremant and anxiolytic effect of
CBD iz ite role in regulating serotoninergic neurotranamitters [37,33].

The fibromyalgia-like model reproduced in the present study proved
to be an important tool for asceszsing anwious and deprescive-like
behavior. Mumesoua studi=s uzing the RIM model reported increased
immaobility times in the forced swimming test and @il muspension test
and decreased swimming times in the forced swimming test, indicative
of deprecive-like behavior in rat: and mice [39]. An important finding
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cannabis il had repescucgions on analgesic effects and reversed the
reserpine-induced passive strem-coping behavior and lower-zelf-case
behavdior in mice. Given the data discused hess, it iz pomible o as-
sume that cammabineid: can alter pain processing, reduce love-grade
inflammation, and allow the modulation of emotional and cognitive
function in FM patients, a they have anti-inflammatory, antiepileptic,
anti-ischemic, and antiemetic properties Howewer, it iz difficult o
compare the effects of the oil studiad in the present study with other
sudies already published gince medical canmabiz, even though it i

research in nesded to determine the effects of the cannabiz dreg/dogage
unsdhmn:hmdd.hﬁ.ca]sﬂﬁnp[ﬂﬂ:.

In the present study, it was pomible to observe that, regardlecs of the
effective in revering the mechanical hyperalgesia effect of the
reserpine-induced fAbromyalgia model. Purthermore, chronic treatment
with broad-spectrum cannabiz oil chowed analgecic effects on me-
mice. Conjointly, our results point to broad-spectrum canmabiz il az a
therapeutic altemative for the disorders coused by PML Cleacly, the
Findingz of the present study may help in the therapy for patient with
FM, however, some administration routes studiad here are difficul: to
trancpoee to dinical practice. Another limiting point of thiz study iz the
fact that it doe=c not addrecs possible mechaniomes by which broad-
spectrum canmabiz oil actz. In thic sense it iz necesmary to develop
mare studies that answer ouch gapa.
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