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RESUMO

Introdugao: A neuropatia periférica compreende um amplo espectro de sindromes caracterizadas por
lesbes em um ou mais nervos periféricos, podendo estar relacionada a doengas metabdlicas,
degenerativas, infecciosas e trauma fisico. O manejo dos sintomas continua sendo um grande desafio,
considerando que em diversas situagoes, os efeitos adversos dos farmacos superam suas vantagens,
impactando na qualidade de vida dos pacientes. Objetivos: Avaliar a eficacia do canabidiol na
recuperacao funcional sensério-motora decorrente do esmagamento do nervo ciatico. Métodos: Apods
a aprovacgao da CEUA, utilizou-se 15 ratos (Rattus norvegicus), Wistar, fémeas, com média de idade
de trés meses e peso de 250 £ 20 g, procedentes da Instalagcdo de Ciéncia Animal do UNIFESO. Os
animais foram distribuidos em: Grupo Controle (GC, n = 5); sem procedimento cirtrgico; Grupo Trauma
(GTR, n = 5); esmagamento do nervo ciatico do membro abdominal esquerdo, seguido da sintese
cirurgica; Grupo Canabidiol (GCDB, n = 5); procedimento similar ao anterior, seguido da administragcéo
oral de 60 mg/kg/dia de canabidiol por sete dias. Todos os grupos foram submetidos a testes de
locomogéo, com avaliacdo do grau de claudicagdo pelo Escore de Muzzi modificado, e analise
histologica do ciatico. Resultados: Ao comparamos o0 GCDB com o GTR, a pontuagéo no escore de
claudicagédo foi significantemente maior (30,43%) nos animais tratados (p < 0,05). Os achados
histologicos também demonstraram maior precocidade do processo regenerativo no GCBD.
Conclusdes: Os resultados foram promissores, considerando a complexidade fisiopatologica da
neuropatia periférica e a necessidade de estudos complementares mais robustos e com maior rigor
analitico.

PALAVRAS-CHAVE: Neuropatia ciatica. Canabidiol. Ratos Wistar.

ABSTRACT

Introduction: Peripheral neuropathy comprises a wide spectrum of syndromes, characterized by injuries
to one or more peripheral nerves, and may be related to metabolic, degenerative, infectious diseases
and physical trauma. The management of symptoms remains a major challenge, considering that in
many situations, the adverse effects of drugs outweigh their advantages, impacting the quality of life of
patients. Aims: To evaluate the effectiveness of cannabidiol in sensorimotor functional recovery resulting
from crushing the sciatic nerve. Methods: After CEUA approval, 15 female Wistar rats (Rattus
norvegicus), with a mean age of three months and weight of 250 + 20 g, from the Science Facility were
used. Animal from UNIFESO. The animals were divided into: Control Group (CG, n = 5); no surgical
procedure; Trauma Group (TGR, n = 5); crushing of the sciatic nerve of the left abdominal limb, followed
by surgical synthesis; Cannabidiol Group (CDBG, n = 5); procedure like the previous one, followed by
oral administration of 60 mg/kg/day of cannabidiol for seven days. All groups were submitted to
locomotion tests, with assessment of the degree of lameness by the modified Muzzi Score, and
histological analysis of the sciatic nerve. Results: When comparing the GCDB with the GTR, the
lameness score was significantly higher (30.43%) in the treated animals (P < 0.05). Histological findings
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also demonstrated a greater precocity of the regenerative process in GCBD. Conclusions: The results
were promising, considering the pathophysiological complexity of peripheral neuropathy and the need
for more robust complementary studies with greater analytical rigor.

KEYWORDS: Sciatic neuropathy. Cannabidiol. Wistar Rats.

RESUMEN

Introduccion: La neuropatia periférica comprende un amplio espectro de sindromes caracterizados por
lesiones en uno o mas nervios periféricos, y puede estar relacionada con enfermedades metabdlicas,
degenerativas, infecciosas y traumatismos fisicos. El manejo de los sinfomas sigue siendo un gran
desafio, considerando que en varias situaciones, los efectos adversos de los medicamentos superan
sus ventajas, impactando en la calidad de vida de los pacientes. Objetivos: Evaluar la eficacia del
cannabidiol en la recuperacion funcional sensoriomotora por aplastamiento del nervio ciatico. Métodos:
Después de la aprobacion de CEUA, se utilizaron 15 ratas Wistar hembras (Rattus norvegicus), con
una edad promedio de tres meses y un peso de 250 + 20 g, del Centro de Ciencia Animal de UNIFESO.
Los animales se distribuyeron de la siguiente manera: Grupo Control (GC, n = 5); sin procedimiento
quirargico; Grupo de Trauma (GTR, n = 5); aplastamiento del nervio ciatico de la extremidad abdominal
izquierda, seguido de sintesis quirtrgica; grupo cannabidiol (GCDB, n = 5); Procedimiento similar al
anterior, sequido de la administracién oral de 60 mg/kg/dia de cannabidiol durante siete dias. Todos los
grupos fueron sometidos a pruebas de locomocién, con evaluacion del grado de claudicacion mediante
el Muzzi Score modificado, y andlisis histologico de ciética. Resultados: Al comparar el GCDB con el
GTR, la puntuacion de cojera fue significativamente mayor (30,43%) en los animales tratados (p < 0,05).
Los hallazgos histolégicos también demostraron una mayor precocidad del proceso regenerativo en la
ECGC. Conclusiones: Los resultados fueron prometedores, considerando la complejidad fisiopatolégica
de la neuropatia periférica y la necesidad de estudios mas robustos y analiticos rigurosos.

PALABRAS CLAVE: Neuropatia ciatica. Cannabidiol. Ratas Wistar.

INTRODUGAO

A neuropatia periférica compreende um amplo espectro de sindromes caracterizadas por
lesbes em um ou mais nervos periféricos, podendo estar relacionadas a doengas metabdlicas e/ou
degenerativas, infecciosos e trauma fisico. Dentre as consequéncias estdo disturbios sensoriais,
fraqueza muscular, sintomas vasomotores, atrofia e dor cronica.

O manejo dos sintomas continua sendo um grande obstaculo na area da saude em fungéo de
sua complexa fisiopatologia e falta de sucesso de tratamentos medicamentosos voltados para a
analgesia. Em diversas situagbes, os efeitos adversos dos farmacos superam suas vantagens,
impactando na qualidade de vida dos pacientes."?

Em 2020, num ensaio clinico randomizado (ECR), com 29 pacientes com neuropatia periférica
sintomatica, 15 pacientes alocados no Grupo Canabidiol (CBD) com o produto de tratamento contendo
250 mg de CBD, e 14 pacientes foram randomizados para o Grupo Placebo (GP). Apds quatro
semanas, o GP foi autorizado a passar para o grupo tratado. A Escala de Dor Neuropatica (NPS) foi
aplicada quinzenalmente para avaliar a mudanga média desde a linha de base até o final do periodo
de tratamento. A populagédo do estudo incluiu 62,1% pacientes do sexo masculino e 37,9% do sexo
feminino, com média de idade de 68 anos. Houve uma reducgéo estatisticamente significante na dor
intensa, dor aguda, frio e sensagbes de prurido no Grupo CBD quando comparado ao placebo. Nenhum
evento adverso foi relatado no estudo. Os achados demonstram que a aplicagdo transdérmica de éleo

CBD pode alcancar resultados significativos na melhora da dor e outras sensag¢des perturbadoras em



pacientes com neuropatia periférica. O produto de pode fornecer uma alternativa segura e eficaz em
comparagao com outras terapias atuais no tratamento da neuropatia periférica.®

Na pesquisa experimental, a lesdo nervosa por esmagamento € um dos modelos mais
utilizados em todo o mundo para o estudo da regeneragado dos nervos periféricos, pois apresenta a
vantagem de ndo destruir completamente a estrutura morfoldgica do nervo, a exemplo do que ocorre
na secgao e sutura, que introduz variaveis de dificil controle, como a habilidade do cirurgido em realizar
0 reparo microcirurgico. A lesdo provocada por pinga hemostatica € do tipo axonotmesis (produz
rompimento dos axdnios, porém a bainha neural se mantém intacta).*

Considerando os resultados promissores com o uso transdérmico do CBD em anima nobile,
hipotetiza-se a administragéo oral do canabidiol no alivio e melhora dos sintomas algicos e funcionais.

O estudo justifica-se pela necessidade de encontrar alternativas terapéuticas eficazes e
seguras para amenizar os sintomas dolorosos associados a neuropatia ciatica.

Na literatura pesquisada, ndo se encontrou um método ou modelo alternativo adequado ao

estudo.

REVISAO DE LITERATURA
Anatomia comparativa do nervo ciatico no homem e no rato

A medula espinhal lombar e o nervo ciatico ttm um plano comum de organizagdo nos
mamiferos, como o homem, primatas simios, gato e rato. No rato, o nervo ciatico origina-se do nervo
espinhal L4-L6 (Figura 1). Devido a essas semelhangas principais delineadas da coluna vertebral de
ratos a medula espinhal humana e a boa disponibilidade do rato como animal experimental, seu
Sistema Nervoso Periférico (SNP) pode ser considerado um modelo adequado para estudar sua
estrutura e a fungdo em humanos.

O nervo ciatico do rato e seus ramos tributarios sdo frequentemente usados como sistemas
modelo para estudar os mecanismos da regeneracao de fibras nervosas, desenvolvimento e morte
celular induzida e para estabelecer o desempenho e biocompatibilidade de neuropréteses

implantadas.®

Lesdo nervosa por esmagamento

Alesado nervosa por esmagamento é um dos modelos experimentais mais utilizados em todo o
mundo para o estudo da regeneracéo dos nervos periféricos, pois apresenta a vantagem de nao destruir
completamente a estrutura morfoldégica do nervo, a exemplo do que ocorre na secgéo e sutura, que
introduz variaveis de dificil controle, como a habilidade do cirurgido em realizar o reparo microcirurgico.
A lesao causada por pinga hemostatica é do tipo axonotmesis (produz rompimento dos axénios, mas a
bainha neural se mantém intacta).®

Apds o esmagamento, as fibras nervosas do rato, regeneram-se em torno do 10° ao 15° dia,
sendo que o retorno a normalidade ocorre por volta do segundo més. O processo de regeneragao

caracteriza-se pela produgéo de fibras de menor didmetro, mas em nimero maior que o normal.®”?



Avaliacao funcional da regeneragao nervosa

No rato, a avaliacao é restrita a métodos morfoldgicos, morfométricos e eletrofisiolégicos.
Poucos métodos sao voltados a avaliagdo da recuperagao funcional, por motivos ébvios, e em menor
grau a correlagdo com os achados dos métodos convencionais como histologia, microscopia eletrénica,

eletroneuromiografia (ENMG), os quais, por sua vez, séo utilizados isoladamente ou em associagéo.*

OBJETIVOS

Avaliar a eficacia do uso do canabidiol (CBD) na recuperagédo funcional sensdrio-motora

decorrente do esmagamento do nervo ciatico em ratos.

MATERIAIS E METODOS
Caracterizagdo da amostra

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNIFESO), sob o n.°
544/23 e encontra-se de acordo com a Lei n.° 11.794, de 8 de outubro de 2008, bem como em
conformidade com os principios adotados internacionalmente, sobre a utilizacdo, manutencdo e
protecéo de animais de laboratorio.

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados 15 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia — Berkenhaout, 1769), da linhagem Wistar, fémeas, com média de idade de trés
meses e peso de 250 + 20 g, procedentes do criatério convencional de animais heterogénicos da
Instalacdo de Ciéncia Animal do UNIFESO, Campus Quinta do Paraiso- Teresopolis, RJ.

Os animais foram mantidos em gaiolas, com lotacdo maxima de 4 animais/gaiola, ciclos de
claro-escuro de * 12h, controle de temperatura (22 + 2 °C), umidade (50 = 5%), além de cuidados
padronizados de higiene. A alimentacdo (Racdo Nuvilab®) e agua foram fornecidos ad libitum. O
microambiente dos animais foi enriquecido com tubo para reflgio dos animais e maravalha de pinus

autoclavada.

Delineamento do estudo

Apéds a randomizagao simples os animais foram distribuidos em trés grupos:

I- Grupo Controle (GC, n = 5); sem procedimento cirdrgico;

II- Grupo Trauma (GTR, n = 5); acesso cirurgico, esmagamento do nervo ciatico do
membro abdominal esquerdo (ter¢o cranial), por pinga hemostatica, por 1 minuto, seguido de sintese
cirurgica;

- Grupo CBD (GCBD, n = 5); acesso cirurgico, esmagamento do nervo ciatico do membro
abdominal esquerdo (ter¢o cranial), por pinga hemostatica, por 1 minuto, seguido de sintese cirurgica.
Administragdo oral de 60 mg/kg de canabidiol (High CBD), por 7 dias (no bebedouro).

Para assegurar a mesma ingestéao diaria, os animais foram colocados em gaiolas individuais
no periodo mencionado. Apds sete dias, os animais foram submetidos a testes de locomogao em campo
aberto (Open field test), com avaliagdo do grau de claudicagdo, seguida de eutanasia e analise

histoldgica (H&E) do segmento do nervo cidtico.



Lote de cannabis medicinal

O uso da cannabis medicinal se encontra legalizado para fins de pesquisa através da Lei n°
8.872 de 05 de junho de 2020. Ademais, em 08 de junho de 2021, foi aprovada a PL n.° 399/15, que
regulariza (exclusivamente para pessoas juridicas), o cultivo da cannabis com fins medicinais,
veterinarios, cientificos e industriais no Brasil.
O lote de canabidiol (CBD) utilizado no estudo (Figura 1), foi cedido pela APEPI (Apoio a
Pesquisa e Pacientes de Cannabis), CNPJ n° 24.436.817/0001-75, Rio de Janeiro- RJ.
A concentragéo (mg/ml) de canabidiol nas amostras cedidas ao UNIFESO, foram analisadas
pelo Laboratério CiATox da UNICAMP- SP. Os resultados expressos em percentuais. O lote analisado

demonstrou possuir 90,4% de canabidiol (Figura 2).

Procedimento operatoério

Os animais dos grupos experimentais (trauma e CBD) foram anestesiados mediante a
associagédo de 100 mg/kg de cloridrato de cetamina e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina, ambas na
mesma seringa, aplicada por via intraperitoneal no quadrante abdominal inferior direito do animal.

Os animais foram posicionados em decubito lateral direito e 0 membro esquerdo tricotomizado.
Apods os cuidados de assepsia e antissepsia, realizou-se uma incisao préxima ao trocanter maior do
fémur e a fossa poplitea, ao nivel da inser¢do dos musculos isquio-tibiais. Para exposicdo do nervo
cigtico, os musculos semitendinosos e reto femoral foram divulsionados. Com o uso de uma pinga
hemostatica Kelly de 16 cm, realizou-se o esmagamento do nervo ciatico por 60 segundos,
aproximadamente a 10 mm da trifurcag@o do nervo ciatico (Figura 3).

Em seguida, um fio de sutura estéril ndo-absorvivel (8-0) foi fixado na bainha epineural para
marcar o local do esmagamento. Seguiu-se a sintese muscular com Vicryl 3-0° e da pele com nylon 2-
0 em ponto simples continuo. Apds a cirurgia, os animais permaneceram proximos a uma lampada
acessa como fonte de calor até retornarem a deambular pela caixa, voltando entdo ao biotério do
laboratdrio. Apds sete dias os animais dos trés grupos (incluindo o Grupo Controle), foram submetidos

ao teste de Campo aberto (Open field test).

Avaliacido do grau de claudicagao

Todos os animais foram submetidos a analise da marcha, na auséncia, um dia apds e 7 dias
apds tratamento da les&o. A avaliagdo consistiu em colocar o animal no centro de uma caixa (1 m?) e
observar sua locomogao por trés minutos A deambulagéao foi obtida por meio de uma camera de video,
de 13.0 megapixels, com resolugao de 4.128 x 3.096 pixels, posicionada a 1 metro de distancia acima

da pista de caminhada.

Quadro 1. Classificagdo do grau de claudicagao

Grau 1 Claudicagao ausente e apoio completo do membro com o animal em estacao ou durante

atividade fisica;

Grau 2 | Claudicacao discreta apds exercicio ou decubito prolongado;




Grau 3 | Claudicacao esporadica ao caminhar ou correr, com alivio do peso sobre 0 membro

operado, inclusive em estacao;

Grau 4 | Claudicagdo constante ao caminhar e auséncia de apoio do membro ao correr com

apoio incompleto em posigao ortostatica;

Grau 5 | Apoio incompleto ou ausente durante atividades fisicas ou em estacéo.
Fonte: Adaptado de Muzzi et al., 2003.8

Analise histolégica

Apds a eutanasia, foram colhidas amostras do nervo ciatico em formaldeido a 10% e enviadas
para exame histologico (H&E) em laboratério particular.

Analise estatistica

Foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguido do teste ANOVA, para comparar a
média obtida entre os grupos experimentais. Foi considerado um Intervalo de Confianga (IC) de 95% e
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS
Tabela 1. Grau de claudicagao por grupo experimental
Rato GC GTR GCBD
n.° 1° dia 7° dia 1° dia 7° dia
1 1,0 4,0 4,0 4,0 3,0
2 1,0 5,0 5,0 4,0 4,0
3 1,0 5,0 5,0 3,0 3,0
4 1,0 4,0 4,0 4,0 3,0
5 1,0 5,0 5,0 4,0 3,0
Média 1,0 4,6 +0,48 4,6 +0,48 3,8+0,40 3,2+0,48
+DP

GC= Grupo Controle; GTR= Grupo Trauma; GCBD= Grupo Canabidiol. No GC, os animais
apresentaram auséncia de claudicagao e apoio completo do membro com o animal em estagéo ou
durante a locomocgao; Ja os animais do GTR, ndo apresentaram diferenga quanto ao escore de
claudicagao entre o0 1° e o 7° dia. Os animais obtiveram uma média de 4,6 + 0,48 pontos no Escore
de Muzzi, ou seja, claudicagéo constante ao caminhar e auséncia de apoio do membro ao correr com
apoio incompleto em posigao ortostatica. No GCBD, observou-se uma redugao do grau de
claudicacéo de 15,79% entre o0 1° e o 7° dia do experimento, porém esta diferencga foi
significantemente maior em relagéo ao grupo submetido ao trauma, sem tratamento (30,43%). Fonte:
Autores.

DISCUSSAO

A capacidade de regeneragdo espontanea dos nervos periféricos do rato torna sua escolha
como animal de experimentagdo controversa. No entanto, seu baixo custo e similaridade anatébmica
com seres humanos favorece estudos morfolégicos.

Quanto a escolha do nervo ciatico, esta deveu-se ao seu facil acesso cirirgico, comprimento
de cerca de 2,5 a 3 cm e semelhanga aos nervos humanos com diversos fasciculos e densa irrigagao
sanguinea.®




Vale lembrar, que o esmagamento do nervo € um modelo experimental comumente utilizado
em ratos, no entanto, um método padrao para induzir essa lesdo ainda nao se encontra definido.

Bridge et al., examinaram seis técnicas de esmagamento frequentemente usadas e
caracterizaram a lesdo nervosa subsequente. Cinco tipos de esmagamento de nervo usando uma pinga
de joalheiro n°® 5 e um sexto usando um esmagamento Unico de 30 segundos com uma pinga
hemostatica foram estudados no nervo tibial posterior do rato Lewis. A regeneracéo foi observada por
meio de avaliagdes seriadas da pista de caminhada com 1, 2, 4, 6 e 8 semanas do pds-operatorio.
Estudos de condugdo nervosa e exame histologico foram realizados aos 2 dias, em 2 semanas e 8
semanas. A quebra da barreira hematonervosa foi observada em 2 dias e recuperada em 2 semanas.
Na 42 semana, padrdes normais de pista de caminhada foram obtidos em todos os grupos. Um padrao
de degeneracédo Walleriana e regeneracdo axonal foi observado em 2 semanas, com recuperagao
histolégica em todos os grupos em 8 semanas. O esmagamento nervoso, induzido por qualquer um
dos seis métodos testados, foi semelhante e forneceu um modelo confidvel de axoniotmese.

Vale mencionar que a carga da lesdo produzida pelo esmagamento, embora desconhecida
pelos autores, pode ser padronizada por meio do uso da compresséao de pinga hemostatica por 1 minuto
no mesmo local anatdmico em todos os animais.

Embora os parametros eletrofisiolégicos e morfolégicos sejam Uteis, € importante conhecer o
grau de recuperacgao funcional que eles produzem.

Assim, a regeneragdo nervosa periférica observada em estudos experimentais apresenta
aspectos controversos, haja vista que nem sempre é possivel estabelecer uma correlagao clara entre
os resultados obtidos pelas diferentes metodologias empregadas, particularmente aqueles obtidos em
estudos diferentes, conduzidos por autores diversos. °

E importante destacar que a capacidade de regeneracéo nervosa € influenciada por diversos
fatores, como a gravidade e localizacdo da lesdo, o tamanho e o tipo das fibras nervosas afetadas, a
idade, o tempo decorrido desde a lesdo e outras caracteristicas individuais. Embora os nervos
periféricos tenham a capacidade de se regenerar e, assim, recuperar as funcdes nervosas que foram
perdidas, é importante ressaltar que a recuperagéo tanto em termos de estrutura quanto de fungéo
raramente € completa ou totalmente perfeita. ©

As substéncias canabindides utilizadas em pesquisas experimentais nas ultimas décadas, tém
se mostrado como uma possibilidade para o tratamento de iniUmeras patologias que afetam o sistema
nervoso, 0 que nos incentivou a aplica-las no presente estudo. Os canabindides sdo um grupo de
mediadores lipidicos com diversas repercussdes bioldgicas e aplicagdes no Sistema Nervoso Central
e Periférico. °

Usamos o CBD em nossa pesquisa por dispor de inUmeras agdes farmacoldgicas, por meio da
interagdo com os receptores canabinoides'®'" e receptores de serotonina (5-HT1A)"2, além de ser um
componente ndo-psicotrdpico do tricoma (resina da planta), encontrado nas flores da Cannabis sativa.°

As propriedades farmacologicas dos canabinodides compreendem o efeito anti-inflamatorio'3,
analgésico, efeitos neuroprotetores, antineoplasicos e antioxidantes, relaxamento muscular e
imunossupressivos™, o que pode justificar a melhora observada na claudicag&o dos ratos do GCBD no

sétimo dia.



O SNP, apesar de apresentar uma capacidade regenerativa importante, excepcionalmente
retorna & condicdo de pré-lesdo’, contudo vérios estudos tém sido realizados na busca por
tratamentos, dentre eles, os inimeros estudos com canabidiol'®17:1819.2021  que se mostraram
neuroprotetores do sistema nervoso.

O esmagamento do nervo ciatico, lesionou tanto os neurdnios como as células da glia?, que
iniciam e sustentam a inflamag&o como uma resposta imunolégica do SNC?3, resposta esta que provoca
a producao de citocinas pré-inflamatérias, migragao de células de defesa, produgéo de radicais livres
e a ativagao de células inflamatorias residentes?*, capazes de melhorar o grau de claudicagéo.

Os achados histolégicos do presente estudo mostraram feixes de fibras nervosas delicadas e
aumento da celularidade, indicativos de processo regenerativo ja no 7° dia apds o trauma. Vale
ressaltar, que a regeneragdo espontanea ocorre apenas a partir do 10° ao 15° dia.®

O achado corrobora com a hipotese de eficacia do canabidiol na precocidade do processo

regenerativo neste modelo.

Limitagdes do estudo

No entanto, como dito, no rato, a avaliagéo é restrita a métodos morfolégicos, morfométricos e
eletrofisioldgicos. Poucos métodos sio voltados a avaliagdo da recuperagéo funcional, por motivos
6bvios, e em menor grau a correlagdo com os achados dos métodos convencionais como histologia,
microscopia eletrbnica, eletroneuromiografia (ENMG), os quais, por sua vez, sdo utilizados
isoladamente ou em associagédo.*

O tamanho amostral reduzido (n = 15), também pode ser considerado um forte limitante, uma

vez que os testes estatisticos ficaram fragilizados pela pouca robustez da amostra.

CONCLUSOES

Os resultados foram promissores, considerando a complexidade fisiopatologica da neuropatia

periférica e a necessidade de estudos complementares mais robustos e com maior rigor analitico.
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