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RESUMO

Introducdo: A dor neuropatica € uma condigdo importante, cujo tratamento inclui a
gabapentina (GABAP). O mecanismo de agdo analgésica da GABAP n&o esta
totalmente elucidado.

Objetivo: O presente estudo investigou a contribuicdo de receptores canabindides
periféricos (plantar) e centrais (espinal), sobre o efeito da GABAP no modelo de lesdo
parcial no nervo isquiatico (LPNI).

Métodos: Utilizou-se camundongos Swiss, machos, com 25-35g, alojados em
condigdes controlados, com livre acesso a comida e agua e aclimatados ao laboratério
antes dos testes. A LPNI foi induzida nos camundongos anestesiados, seguindo-se
incisdo do membro traseiro direito para exposi¢ao do nervo, seguida por sua ligadura
(1/3-1/2 da porgéo medial) com fio de seda 8-0. No grupo controle, o nervo foi exposto
e nao ligado. A contribuicdo dos receptores CB1 e CB2 sobre o efeito da GABAP foi
avaliada no dia 140. apés LPNI. Os camundongos receberam AM281 ou AM630 por
via i.t. (2 pg/5 uL) ou i.pl. (10 ug/20 uL) e 15 min depois GABAP (30 mg/kg, oral),
sendo avaliados 1 h apds quanto a hiperalgesia mecanica. Dados avaliados por
ANOVA de 1 ou 2 vias (Tukey ou Bonferroni, respectivamente, p< 0,05). Projeto
aprovado pela CEUA-UNISUL (16.027.5.01.1V).

Resultados: O tratamento periférico com AM281 ou AM630, reverteu parcialmente
(AM281: 47,5 + 10,6% de resposta; AM630: 40,0 + 5,3% de resposta) o efeito anti-
hiperlagésico da GABAP (75,0 + 11,8% e 67,5 + 5,3% de resposta, respectivamente)
no 14°. dia apds a LPNI. Com o tratamento espinal, apenas o AM281 foi capaz de
promover este efeito (GABAP: 47,5 + 10,6% e AM281: 82,5 + 5,9% de resposta).
Conclusao: Os receptores CB1, em nivel espinal e periférico, bem como de receptores
CB2 em nivel periférico contribuem para o efeito anti-hiperalgico da GABAP neste
modelo, podendo o sistema endocanabindide (EC) ser estudado como alvo de novos

tratamentos para a dor neuropatica.

Descritores: Gabapentina. Canabinoides. Neuropatia.



ABSTRACT

Introduction: Neuropathic pain is an important condition whose treatment includes
gabapentin (GABAP). The mechanism of analgesic action of GABAP is not fully
elucidated.

Objective: The present study investigated the contribution of peripheral (plantar) and
central (spinal) cannabinoid receptors on the effect of GABAP on the partial sciatic
nerve injury (PSNI) model.

Methods: Swiss male mice weighing 25-35 g were housed under controlled conditions
with free access to food and water and acclimated to the laboratory before testing.
PSNI was induced in the anesthetized mice, followed by incision of the right hind limb
for nerve exposure, followed by its ligation (1 / 3-1 / 2 of the medial portion) with 8-0
silk thread. In the control group, the nerve was exposed and not connected. The
contribution of CB1 and CB2 receptors on the effect of GABAP was evaluated on day
14th after PSNI. Mice received AM281 or AM630 by i.t. (2 ug/ 5 pl) ori.pl. (10 ug / 20
uL) and 15 min after GABAP (30 mg / kg, oral), being evaluated 1 hour after in relation
to mechanical hyperalgesia. Data were evaluated by 1 or 2-way ANOVA (Tukey or
Bonferroni, respectively, p <0.05). Project approved by CEUA-UNISUL
(16.027.5.01.1V).

Results: The peripheral treatment with AM281 or AM630 partially reversed (AM281:
47.5 + 10.6% response; AM630: 40.0 + 5.3% response) the anti-hyperalgesic effect of
GABAP (75.0 £ 11.8% and 67.5 + 5.3% response, respectively) on the 14th day after
the PSNI. With spinal treatment, only AM281 was able to promote this effect (GABAP:
47.5 + 10.6% and AM281: 82.5 + 5.9% response).

Conclusion: CB1 receptors, at the spinal and peripheral level, as well as CB2 receptors
in peripheral level contribute to the anti-hyperlagesic effect of GABAP in this model,
and the (*endocanabinoid) EC system can be studied as a target for new treatments

for neuropathic pain.

Keywords: Gabapentin. Cannabinoids. Neuropathy.
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1. INTRODUGCAO

Até o meio do século XX, a dor era considerada meramente uma reacao
inevitavel a agressao tecidual. Os componentes afetivos e psicoldgicos, os fendmenos
de ansiedade e reacdes depressivas frente a dor ndo tinham qualquer valor; no
entanto, o tratamento da dor e de todas as situagdes que vem a ela atrelados
ganharam grande forga e muitos esclarecimentos nas Ultimas décadas’.

A definigdo de dor proposta pela IASP (do inglés, International Association for
the Study of Pain) descreve a dor como uma experiéncia emocional, com sensagao
desagradavel, associada a lesdo tecidual presente, potencial ou descrita como tal’.
Ainda, a dor em um sentido mais amplo € uma experiéncia sensorial com quatro
dimensdes, sensorial-discriminativa, afetivo-emocional, cognitiva e comportamental,
onde um estimulo nociceptivo periférico desencadeia uma cascata de eventos
fisiologicos que levam a integragédo da informagéo encadeada com varias facetas da
dor. Alteragbes nestes eventos podem prolongar o processo de indugdo da dor,
levando ao desenvolvimento da dor crbnica, e a dor perde seu significado como um
sinal de aviso e passa a ser uma sindrome cronica frequentemente incapacitante?.

Documentos centrados em estudos de dor e comportamento mostraram que a
plasticidade ou aprendizado desempenham papel fundamental no processo doloroso.
Em casos de dor neuropatica por exemplo, ocorre o fendmeno de exacerbacao da
percepcao dolorosa a estimulos nocivos, como consequéncia de uma perturbacao no
sistema nociceptivo, com sensibilizag&o periférica, central ou ambas®*.

A dor neuropatica apresenta uma condigdo epidemioldgica importante, sendo
que sua a incidéncia pode chegar a 8 casos por 1000 pessoas/ano, sobremaneira nos
pacientes portadores de diabetes, do virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do
inglés human immunodeficiency virus) e cancer®. Ainda, atualmente registra-se um
grande numero de casos de dor pos-operatoria persistente (cerca de 40%), dos quais
25% tém caracteristica neuropatica’8. A dor com esta caracteristica costuma ser mais
grave e esta associada a piora das condigdes de saude, em todas as dimensdes
medidas, quando comparada com outros tipos de dor®®. A qualidade de vida destes
pacientes apresenta escores muito baixos, dependente mais da gravidade da dor que
de sua causa subjacente®. Além disso, os custos de manutengdo desta patologia,

podem chegar a um custo médio anual de aproximadamente dois mil euros com
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medicagdo como gabapentina (GABAP) ou pregabalina, além de internagbes
hospitalares, consultas, fisioterapia e/ou reabilitacdo e afastamento do trabalho'®'",

Dentre os farmacos utilizados no tratamento da dor neuropatica encontra-se a
GABAP que promove agao anti-hiperalgésica por meio de um mecanismo que envolve
principalmente sua ag&o sobre a subunidade 025 dos canais de Ca?* voltagem-
dependentes, diminuindo a sensibilizagdo central’® por reduzirem a liberagdo de
neurotransmissores excitatorios tais como o glutamato (GLU) e a substancia P (SP)".
Outros mecanismos registrados para sua agdo em quadros de dor dizem respeito a
sua atuacado em receptores 9— N-metil-D-aspartato (NMDA), em canais do tipo
receptor de potencial transiente (TRP, do inglés transient receptor potential channels),
proteina quinase-C (PKC), citocinas inflamatdrias e outras'. No entanto este efeito
ainda precisa ser melhor elucidado, sobremaneira a contribuigdo do sistema
canabindide para a atividade anti-hiperalgésica da GABAP.

Com relagédo a este sistema enddgeno que promove analgesia em diferentes
situagdes clinicas e experimentais’, sabe-se que extratos de Cannabis sativa cujos
principios ativos interagem com os receptores para canabinoides enddgenos no
organismo humano, foram usados por séculos como analgésicos, mas a falta de
conhecimento, associada a reservas morais pelo seu abuso como psicotropico, a
levaram a ter seu uso proibido. Entretanto, a identificagao do tetraidrocanabinol como
componente psicoativo principal da planta, o crescimento da area de estudo em
neurociéncias, com novas abordagens metodologicas e tecnologia disponivel nas
ultimas décadas que permitiram, por exemplo, a identificacdo dos receptores
canabinoides expressos em grande quantidade no tecido nervoso, que levaram a um
aumento do interesse das pesquisas nesta area como forma de ampliar os
conhecimentos sobre os mecanismos de agao de farmacos ja empregados na clinica
ou, ainda, sobre novos alvos terapéuticos para o controle da dor.

Diante do exposto, levando-se em consideracdo a elevada prevaléncia e
incidéncia da dor neuropatica em pacientes ao redor do mundo, seu impacto na
qualidade de vida dos portadores e a falta de recursos terapéuticos efetivos para o
tratamento desta desordem, a pergunta de pesquisa do presente estudo é: “O sistema
endocanabinoide (EC) contribui para o efeito anti-hiperlagésico da GABAP no modelo
de ligadura parcial do nervo ciatico em camundongos? ”

Estudo recente de nosso grupo de pesquisa demonstrou a contribuicdo do

sistema adenosinérgico para o efeito anti-hiperalgésico da GABAP neste modelo, por
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outro lado, estudos avaliando a contribuicdo do sistema EC neste efeito ndo foram
encontrados na literatura. A grande densidade de receptores canabinoides junto a via
descendente serotoninérgica e adrenérgica de controle da dor'® também reforgam sua
possivel importancia nesta acdo antinociceptiva. Os EC também tém mostrado
propriedades analgésicas em outros modelos pré-clinicos de nocicepgado aguda e
estados de dor crbnica''® e, neste sentido, estudos que objetivem ampliar o
conhecimento sobre a eficacia dos mesmos em diferentes modelos animais, bem
como sobre a participacdo deste sistema para o mecanismo de acdo de outros
farmacos analgésicos sdo importantes para fazer progredir esta area de

conhecimento, desenvolvendo melhores estratégias terapéuticas.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Caracteristicas da dor

A existéncia de muitos tipos de dor pode ser compreendida pela identificacdo
da nocicepc¢ao, da percepcgao dolorosa, do sofrimento e do comportamento doloroso.
Subjacente a essas situagdes clinicas, pode-se identificar substrato anatémico,
fisiologico e psicoldgico'-'8, organizado na forma das vias neurais de percepgéo e de
controle da dor. Segundo Woolf'® a partir desta perspectiva neurobioldgica, a dor
implica em trés diferentes situag¢des, sendo que em um primeiro momento a dor serve
como um aviso imediato de um sistema de protegédo fisioldgico contra as agressdes.
A segunda situagdo ocorre quando um tipo de dor adaptativa e protetor, em um
determinado tecido que esta lesado, desestimula a movimentacdo e o contato,
favorecendo um processo de recuperacao da lesdo. Finalmente, uma terceira situagao
pode ocorrer, em que a dor ndo atua mais dentro de um sistema protetor, mas, antes
disto, é o resultado de uma ma adaptacéo, ou mal funcionamento do sistema nervoso,
sendo esta uma dor patoldgica que pode se constituir numa doenga por si s632.

Neste contexto de ativacdo das vias neurais responsaveis pela percepc¢ao da
dor, a nocicepcao nada mais é do que a deteccao de estimulos potencialmente lesivos
por transdutores especializados ligados a neurbnios dos nervos periféricos?!,
conforme discutido a seguir, enquanto a dor envolve outros aspectos emocionais e
psiquicos, como o sofrimento. Este ultimo € uma manifestagdo negativa induzida por

varios fatores, entre os quais estdo a dor, 0 medo, o estresse e as perdas, que aparece
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quando a integridade fisica ou psicolégica do individuo € ameagada. Nem todo
sofrimento é causado por dor, mas frequentemente ele é descrito nestes termos”.
Entdo a dor pode ser considerada um fendmeno biopsicossocial que nasce da
interagao de multiplos sistemas neuroanatémicos e neuroquimicos que influenciam ou
também pode ser influenciada por processos cognitivos e afetivos'”-18.

Uma vez que os mecanismos implicados na geragédo da dor sdo distintos e
complexos, os tratamentos também s&o diversos e elucidar novos alvos terapéuticos
para esta condigao torna-se essencial. Isto € particularmente importante no caso da
dor neuropatica, ja que esta é uma condi¢do na qual a dor perde seu carater de papel
protetor uma vez que o estimulo agressor ja ndo esta presente e, por esta razéo, torna-
se uma condic¢ao clinica por si s6. Nestes quadros, € comum que a dor espontanea
ou a hipersensibilidade promova uma enorme gama de sintomas que podem variar de
individuo para individuo e afetar a qualidade de vida dos mesmos?'. Deve-se levar em
conta ainda, trabalhos que sugerem que a frequéncia de ocorréncia destes sintomas
esteja aumentando na populagdo, em consequéncia de novos habitos de vida, da
longevidade e das possiveis afecgdes a que os seres vivos estdo submetidos??,
podendo inclusive chegar a causar alteragdes no encéfalo, como demonstrado por

estudos utilizando neuroimagem?3,

1.1.2 Aspectos neurobiolégicos da dor: via ascende da dor

Os estimulos dolorosos sao inicialmente detectados por estruturas do tipo de
terminacdes nervosas livres, encontradas nos tecidos superficiais, profundos e
visceras, que capazes de detectar os estimulos de alta intensidade que, apds
transducado do sinal promoverdo a conducdo do estimulo pelo neurdnio aferente
sensorial e a transmissdo da informagao nociceptiva até as estruras supraespinais
responsaveis pela percepgéo da dor?*. A principal caracteristica eletrofisiologica das
terminacdes nervosas livres e dos neurbnios aos quais estdo associados, ambos
podem ser denominados de nociceptores, é o alto limiar de excitabilidade, ou seja,
gquando um estimulo mecanico, térmico ou quimico intenso, potencialmente lesivo é
aplicado ao organismo, estas estruturas sdo ativados e um potencial de agao é
encaminhada ao Sistema Nervoso Central (SNC)?4.

Desta forma, trés classes de neurdnios nociceptores sao identificados, sendo

estes 0s mecanonociceptores, que sao sensiveis a estimulos mecanicos, o0s
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termonociceptores, sensiveis aos estimulos térmicos, e os nociceptores polimodais,
que respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos?®. Estes podem ser
sensibilizados por substancias ditas algogénicas, provenientes das préprias células
lesadas, sintetizadas por enzimas provindas daquelas células ou secundariamente
oriundas do extravasamento plasmatico ou da migracgao linfocitaria ou ainda da propria
atividade do nociceptor; entre estas substéncias estdo os ions potassio (K*) e
hidrogénio (H*), a histamina, a SP, a serotonina (5-HT), a bradicinina (BK), as
catecolaminas, as prostaglandinas (PGs) e os leucotrienos (LTs), sendo estes dois
Gltimos derivados do acido araquidénico (AA)?6. Deste modo, o nociceptor aferente
primario ndo apenas sinaliza a presenca ou a possibilidade de dano tissular como
também participa, diretamente, no mecanismo local de defesa e de restauragéo
tecidual®’.

A deteccdo destes estimulos de alta intensidade pelos nociceptores finalizara
na percepgéao da dor no cortex somatossensorial, seguindo uma sequéncia de eventos
que ativam a via ascendente nociceptiva que é ilustrada na Figura 1. Apos a detecgéo
o estimulo foi conduzido pelos nociceptores na forma de potencial de acdo. Com
relacdo a isto, outra caracteristica importante dos nociceptores diz respeito a sua
velocidade de condugdo. Enquanto as fibras Ad, mielinizadas e de pequeno cabibre,
apresentam-se como de transporte rapido, as fibras C, ndo-mielinizadas e de maior
calibre, apresentam transporte lento*25.

Para os neurdnios de primeira ordem, seus axénios se projetam para a periferia
e para o corno dorsal da medula espinal, estando seus corpos celulares localizados
no ganglio da raiz dorsal da medula espinal e, ao entrarem no corno dorsal da medula
espinal se ramificam, percorrendo curtas distancias em sentido rostral e caudal, em
uma regido chamada trato de Lissauer. A partir dai fazem, sinapse com neurénios
aferentes secundarios cujos corpos celulares localizam-se no corno dorsal, em uma
regido conhecida como substancia gelatinosa*?5.

O principal neurotransmissor dos aferentes nociceptivos é o GLU, além da SP,
localizada em gréanulos de secregdo nas terminagdes axonais, € que podem ser
liberados durante potencias de agao de alta frequéncia. Na dor aguda, apés a
estimulacéo de receptores para GLU, ocorre restauragdo da fungéo eletrofisiologica,
de maneira que na auséncia do estimulo nociceptivo a dor cesse?”%,

Embora existam outras vias de ascenc¢ao do estimulo doloroso como a via

espinoreticular limbica e a via espinomesencefalica, a transmissdo do estimulo
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doloroso ocorrera, principalmente, na medida em que estes sinais ascendem pela
medula seguindo principalmente a via do trato espinotalédmico, por onde os neurbnios
de segunda ordem transitam apds decussarem na medula espinal. Estes impulsos
passam pelo bulbo, pela ponte e pelo mesencéfalo, sem fazer sinapse, até
alcangarem o talamo?’-28,

Finalmente, na medida em que os axénios espinatalamicos percorrem o tronco
encefalico estes posicionam-se ao longo do lemnisco medial, mas permanecem como
um grupo axonal distinto da via mecanossensorial e, deste local, vdo ao cortex
somatossensorial primario onde passam a ser conscientes?®. A percepgéo final da dor
envolve leva em consideracdo suas multiplas dimensdes, tais como a sensorial-
discriminativa, a afetivo-motivacional e a cognitivo-avaliativa, sendo que a conexao
das vias ascendentes com o sistema limbico e lobo frontal, atribuem ainda um
componente afetivo a dor, podendo esta ser modulada positiva ou negativamente por
estimulos advindos destas regides?®’.

Além disso, estimulos advindos da periferia também podem promover
sensibilizacao central. Uma modulagao positiva em nivel central na medula espinal é
gerenciada pelo GLU via receptores AMPA (4acido alfa amino 3 hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico) ou NMDA?. No corno dorsal da medula espinal o aumento de
estimulos aferentes provenientes da sensibilizagado primaria determina a liberacédo de
ions magnésio (Mg?*), ativando receptores NMDA para este neurotransmissor, os
quais determinardo aumento do ions calcio (Ca?*) intracelular elevando a
rensponsividade do neurénio de segunda ordem; além disso, o aumento de Ca?*
intracelular estimula a atividade e/ou expressao das enzimas ciclooxigenase (COX) e

lipoxigenase (LOX) a produzirem mediadores inflamatorios3-3".

1.1.3 Via descendente de controle da dor

Ainda de acordo com o que nos mostra a Figura 1, € importante ressaltar, que
neste caminho até a coértex a os neurbnios fazem contato com outros tipos de
neurbnios que transmitem informagdes ndo nociceptivas, que podem modular estes
sinais, e cada um deles pode agir como um integrador do conjunto de informagdes
captadas; a resultante dos impulsos elétricos registrados pode determinar uma
ativacdo ou uma inibicdo da transmissdo até o seu caminho final, sendo que os

mecanismos inibitérios podem ocorrer desde os centros descendentes superiores até
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Figura 1 - Representacéo da via ascendente nociceptiva.

Vias espinal e supra espinal da dor

Cortex cerebral %! [
| 4 L

Talamo

Prosencéfalo

Fibras para o T
hipotalamo °’

Fibras para substancia ‘ Mesencéfalo

cinzenta periaqudutal —" Substancia cinzenta

e \ periaquedutal
Fibras para

- . i ~ Locus ceruleus
formagao reticular

Medula

Nucleo celular
, gigantocelular | (NE)

Trato neo- ' : :
espinotalamico - ,"/ Nucleo magno da
dor rapida / rafe 95-HT)

Trato paleo- f

wild ~——Coluna inibitoria dorsal

espinotaldmico - dor |
lenta l;' Raiz espinal
Corno dorsal — 7 , [———(€Ganglio da raiz:
Lamina VI | = dorsal

\ / \‘\-\____

T e

Fibras Ad

Legenda: Representagdo do percurso de ascengdo do estimulo doloroso desde a ativagdo dos
nociceptores na periferia (Fibras Ad) até alcangar as estruturas supraespinais (cortex cerebral) pela via
ascendente nociceptiva para estimulos de condugédo rapida (vermelho) ou lenta (verde). Representagao
das estruturas formadoras da via descendente de controle da dor (azul).

Fonte: Farquhar-Smith, 2007%".



19

a medula espinal, pelo que chamamos de via descendente de controle da cor
(VDCD)*. Esta, ao nivel da medula, envolve a liberagdo de neurotransmissores
enddégenos como a 5-HT, a noradrenalina (NA), a somastostatina e os peptideos
opioides; por acao destas substancias, os neurbnios na medula sdo modulados e
sofrem analgesia opioide, com ativagdo de interneurénios inibitorios e consequente
supresséo da informacao nociceptiva®?.

A modulagao descendente é constituida por diferentes regides supraespinais e
espinais, tais como os sistemas diencefalico e cortical, a substancia cinzenta
periaquedutal (SCP) e a substancia periventricular, que sdo ricas em receptores
opioides, além do nucleo da rafe (NR), do nucleo adjacente, do locus coeruleus (LC)
e dos cornos posteriores bulbar e medular®. Estes centros sdo responsaveis por agcao
inibitéria por estimulacéo, sobretudo da SCP e, podem, ainda, determinar a excitacao
descendente, com persisténcia de sensacido dolorosa mesmo depois de cessado o
estimulo, por mecanismo de retroalimentagédo positivo medula-bulbo-medula?®. Ent&o,
como discutido a seguir, a modulagédo pode significar ndo somente inibicdo da dor,
mas também a facilitacdo da mesma.

A modulagao da dor € o processo pelo qual o corpo altera o sinal doloroso
durante seu caminho pela via de transmissdo do sinal, explicando o porqué das
respostas individuais ao mesmo estimulo serem diferentes e explica também porque
a ativagao de neurbnios da dor e a experiéncia senséria experimentada nem sempre
coincide, além de justificar como muitos mecanismos de analgesia clinica
funcionam7:32,

De acordo com Braz e colaboradores?® a modulagdo pode ser periférica, ou
primaria, quando a plasticidade determinada por sensibilizagdo periférica € mediada
pela liberacdo local de agentes liberados durante a inflamacgéo que podem estimular
nociceptores diretamente, como exemplo pode-se citar o H*, o trifosfato de adenosina
(ATP, do inglés adenosine triphosphate) e a 5-HT. Além disso, pode ocorrer aumento
da sensibilidade neuronal a estimulos subsequentes, ambos via mediacdo de
segundos-mensageiros como o monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), a proteina-
quinase A (PKA) ou a PKC?. Estes segundos mensageiros determinam ainda
alteracbes em canais i0nicos, principalmente os de sdodio (Na*) voltagem
dependentes®.

Com relacao ao sistema de controle da dor, a partir da ativacdo da VDCD, na

regido da SCP e area rostroventral da medula, um mecanismo enddgeno contribui
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para a modulacao negativa desta sensibilizagédo central, sendo que durante processos
persistentes de inflamagao ou dor crénica, uma influéncia descendente mediada por
opioide emana destas areas*. Também, os neurotransmissores 5-HT e NA espinais
tém sido postulados com mediadores deste mecanismo de controle, explicando a agao
dos antidepressivos triciclicos ou inibidores da recaptacdo de monoaminas no
tratamento da dor neuropatica®'. Sdo observadas também alteragdes induzidas pela
nocicepgao no processamento cortical em areas como o cértex singulado anterior,
insula e cortex sensorial primario e secundario, sendo que pacientes com dor crbénica
demonstram alteragdes no processamento da informacao dolorosa nesta “matriz” de
dor*?7,

Dentre os mecanismos de modulagao, a Teoria do Portdo postulada em 1965
por Wall e Melzack®*, apesar de enfrentar alguns comentarios contraditorios, ainda
colabora na explicagdo de fenbmenos como os descritos no paragrafo anterior, onde
os nervos compostos de fibras nervosas de maior calibre carreiam informagdo néo
nociceptiva, enquanto os de calibre mais finos carreiam a informag¢ao nociceptiva até
a substancia gelatinosa da medula espinal, sendo que sua inter-relacdo, somada a
atuacao de fibras descendentes nesta mesma regido podem modular os sinais de dor

inibindo-0s.

1.1.4 Dor neuropatica

A dor neuropatica pode ser periférica, que ocorre quando a lesédo ou disfuncéo
afeta o sistema nervoso periférico (SNP), ja quando a disfung¢ao ou lesdo afeta o SNC,
pode ser chamada de dor central, medular ou encefalica®?’. Assim, a dor neuropatica
€ definida como dor iniciada ou causada por lesdo primaria ou disfungado no sistema
nervoso central ou periférico?. Pode ser causada por trauma, como na sindrome
dolorosa complexa regional e na dor crénica pos-operatoria; por infecgdo, como na
neuralgia pds-herpética ou neuropatia induzida por sindrome da imunodeficiéncia
adquirida; por isquemia, como na neuropatia diabética ou na dor central pds acidente
vascular cerebral; por cancer, quando ocorre invasdo ou compressao de nervos, ou,
ainda, quimicamente, como na neuropatia induzida pela quimioterapia’2.

No caso das neuropatias a dor € decorrente de mecanismos centrais e
periféricos que resultam em transmissdo facilitada, sendo que os mecanismos

periféricos que aumentam a estimulacado de neurdnios incluem a acdo de mediadores
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sobre as terminagcdes nervosas e o efeito da lesdo do nervo e, novamente, diversas
substancias sao responsaveis pela ativagcao ou sensibilizacdo dos nociceptores, tais
como cininas, PGs, 5-HT, histamina, H*, K*, ATP, interleucinas (ILs) e SP'23¢,

Na medula espinal, a inter-relacdo entre neurdnio aferente primario e os
fendmenos de excitabilidade e inibicdo determinam a mensagem que € transmitida
para centros supraespinais tais como o talamo, formacao reticular, sistema limbico e
cortex e, neste processo, estdo envolvidos diversos neurotransmissores excitatorios
como o GLU, a SP, as neurocininas e o aspartato, além dos inibitérios como as
encefalinas, a 5-HT, a NA, o acido gama-aminobutirico (GABA), a glicina e a
acetilcolina*?®®. Os neurotransmissores excitatérios ativam os receptores de
neurocininas, além do AMPA e do NMDA, com aumento da entrada de Ca?* para
dentro da célula, o que desencadeia uma série de eventos responsaveis pela

sensibilizagao central?’. Estes eventos s&o ilustrados na Figura 2, a seguir.

Figura 2 — Representacédo de diferentes classes de substancias capazes de ativar ou

sensibilizar os neurénios aferentes primarios.
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Ap0s lesdo de sistema nervoso, periférico ou central, pode ocorrer uma cascata
de eventos que incluem alteragdes bioldgicas importantes, na periferia e no SNC. A
interrupgéo parcial ou total de fibras aferentes causa degeneragdo de terminagdes
pré-sinapticas da célula nervosa com alteragdes funcionais e morfologicas
denominadas de neuroplasticidade’. Apds lesdo de axénio o neurdnio torna-se mais
sensivel a estimulos mecanicos e despolarizacao espontanea e inumeras alteracoes
sdo observadas em diversos outros locais do sistema nervoso, podendo ocorrer
efases, ou seja, conexdo entre fibras grossas e axdnios nociceptivos e, como
consequéncia, um impulso eferente motor pode ativar um axdnio nociceptivo no local
da lesdo; assim os neurdnios do SNC tém sua resposta modificada, de maneira que
estimulos que antes eram in6cuos passam a causar dor*?7.

Ja nas fibras aferentes ocorrem alteracbes como atividade espontanea
anormal, formagao de broto e liberagcédo de fatores tais como interleucinas e fator de
crescimento neural, sendo que o broto se torna sensivel a estimulos como a NA, os
prostandides e as citocinas®. Ja no ganglio da raiz dorsal, observa-se atividade
espontanea, maior atividade evocada e aumento da inervacgao de fibras A por fibras
do sistema simpatico e, por sua vez na medula espinal, as terminacdes de fibras
grossas fazem conexdes com fibras finas, ocorrendo expansédo de campo receptivo e
reducdo dos mecanismos inibitérios, com reorganizagdo do corno dorsal e
sensibilizagdo central'??.

A partir deste conhecimento, podem ser introduzidos os conceitos de alodinia
e hiperalgesia, sendo que a primeira € a dor devida a um estimulo que habitualmente
nao a provoca, envolvendo alteragdo na qualidade de uma sensacédo, seja tactil,
térmica ou de qualquer outra espécie?. Clinicamente a alodinia mecénica ¢é testada
com pincel ou bola de algodédo, ou por estimulo pontual de monofilamentos de nylon
denominados de algas de von Frey, ou estimulos térmicos, n&do noxicos, como calor
ou frio®'. Por sua vez a hiperalgesia € uma resposta exacerbada a um estimulo
habitualmente doloroso, resposta aumentada em um limiar elevado'?. Em paciente
com neuropatia, € consequéncia de uma perturbagdo no sistema nociceptivo, com
sensibilizagado periférica, central ou ambas. A hiperalgesia mecéanica também é
avaliada na clinica com monofilamentos de von Frey, aplicados com intensidade
suficiente para prover um estimulo pontual doloroso, bem como com a aplicagdo de

estimulos térmicos dolorosos?'.
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1.1.5 Tratamento farmacolégico da dor neuropatica

Segundo revisdo recente da Sociedade Canadense Da Dor’, o tratamento da
dor neuropatica pode ser feito por uma ampla série de diferentes farmacos, que
passamos a descrever. Os primeiros sdo pertencentes a classe de farmacos que
atuam inibindo a recaptacdo da noradrenalina e da serotonina para a terminagao
nervosa pré-sinaptica, aumentado a concentragdo destes neurotransmissores na
fenda sinaptica® . Esta classe inclui os antidepressivos, que apesar de sua importancia
clinica tem efeitos indesejaveis que incluem fadiga, sonoléncia, nausea e tonturas®®.

Outra classe de farmacos empregada € a dos anticonvulsivantes, como a
carbamazepina, que parecem atuar ativando as vias inibitérias descendentes e
parecem interagir com receptores opioides apresentando efeitos sinérgicos com estes
ultimos, enquanto outro beneficio desta classe é sua acéo ansiolitica que pode auxiliar
na analgesia, e tem efeito relaxante muscular; além disso, seus principais efeitos
colaterais parecem incluir alteragdes do sono, anorexia, nausea, vOmitos,
irritabilidade, ataxia e diplopia®.

Ja os ansioliticos, benzodiazepinicos (tais como o diazepan e o clonazepan)
que agem através da ligagado a receptores especificos que fazem complexo com
receptor GABA-A, aumentando o efeito deste neurotransmissor, o que provoca
abertura de canais de cloreto, com diminuicdo do potencial da membrana e da
condugao neural, bem como facilitam a agdo inibitéria do GABA*. Estes farmacos s&o
empregados em condi¢cdes dolorosas com o objetivo de diminuir perturbagdes do sono
causadas por tais condi¢des. Porém, podem determinar dependéncia fisica, causam
sedagao, amnésia, disfuncdo intelectual e depressdo, além de alteragdo da
coordenag&o motora e do sono*.

Os farmacos opioides, como a fentanila e a meperidina, por sua vez agem
através da ligagcao a receptores opioidérgicos, presentes em todo o SNC e também
periférico, produzindo inibicdo da atividade de enzimas efetoras como a adenilato-
ciclase neuronal e reduzindo, consequentemente o transporte trans-membrana de
Ca?*, interferindo na liberagéo pré-sinaptica de neurotransmissor®”. Aumentam, ainda,
a passagem do ion K*, com hiperpolarizagdo da membrana axonal e reducéo da
neurotransmissdo*' bem como agem também no sistema limbico, com alteragdo da
reacdo emocional a dor e sobre vias inibitérias descendentes, provenientes do

encéfalo a medula espinal, envolvendo a liberagdo de neurotransmissores como 5-HT
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e NA e, em nivel espinal, diminui a excitabilidade de aferentes nociceptivos, pela
inibicdo da liberagdo de SP*2. No entanto, existe a precaugdo quanto ao seu uso na
clinica, no sentido de evitar overdose, abuso e até mesmo morte'2.

Outra classe de medicamentos usada para a dor neuropatica inclui os
corticosteroides que possuem acao anti-inflamatoria, diminuindo a sintese e os niveis
periféricos de mediadores que ativam e/ou sensibilizam os nociceptores, além de
diminuirem a atividade ectépica em locais de lesdo neural e o0 edema; contudo, dentre
seus importantes efeitos indesejaveis encontram-se hiperglicemia, retencdo de
liquidos, hipertensao arterial, dispepsia, ulcera péptica, insbnia, disturbio de
percepcao, delirium, osteoporose, miopatia e necrose asséptica de cabeca de fémur?”.

A clonidina, um agonista a2-adrenérgico parcial, também possui agao
analgésica ap0s interagir com seus receptores por diminuir a atividade simpatica, a
secrecao de NA, e a liberacado de SP de fibras aferentes e promover liberacdo de
endorfinas no corno dorsal da medula espinal'®>. Por outro lado, pode causar
diminuicdo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca, sedacdo, diminuicdo da
ansiedade, anorexia, sonoléncia, rush cutaneo, prurido, cefaleia, obstru¢cao nasal,
alopecia, urticaria e xerostomia®’.

De acordo com De Moulin e colaboradores’, os anestésicos locais sao
utilizados nos bloqueios analgésicos de ganglio estrelado, regionais, simpatico,
lombar e periféricos em geral, sendo que as infiltragdes com anestésico local
bloqueiam os canais de ions Na* dos neurdnios, impedindo a transmissao nervosa em
procedimentos de curta duragdo, mas que podem determinar resultados importantes
por atenuar os efeitos da dor continua prolongada. Por outro lado, os efeitos colaterais
sao virtualmente inexistentes.

Finalmente a classe dos anticonvulsivantes inclui a carbamazepina, que parece
atuar ativando as vias inibitérias descedentes e interagindo com receptores opidides
apresentando efeitos sinergicos com estes ultimos, associando ainda agao ansiolitica,
que pode auxiliar na analgesia, além de efeito relaxante muscular.

No entanto, como principais representantes desta classe de farmacos, para o
tratamento da dor neuropatica estio os gabapentindides GABAP e pré-gabalina®. Os
gabapetindides determinam grande efeito antinociceptivo em animais, com grande
variagdo de doses*. A GABAP, um aminoacido, analogo ao GABA, muito efetivo

contra crises convulsivas parciais, originalmente um espasmolitico, que a despeito de
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sua analogia com o GABA, ndo atuam nestes receptores mas, apesar disto, pode
modificar a liberagéo sinaptica do GABA.

Possui grande relevéancia clinica e a principal hipétese para seu mecanismo de
acgdo analgésica é de que ela age sobre a subunidade a2d dos canais de Ca?*
voltagem-dependentes, diminuindo a sensibilizagdo central? por reduzirem a
liberagdo de neurotransmissores excitatorios tais como o GLU e a SP’. As
subunidades a2d dos canais de Ca?* estdo suprarreguladas em neurénios sensoriais
lesados, explicando, portanto, a eficiéncia destes agentes em uma gama de dor
associada a les&o neuroldgica que em comparagéo a outros estados dolorosos'2. Por
outro lado, outros mecanismos de acao para este farmaco sdo implicados, tais como
a ativagao de um sistema noradrenérgico descendente inibitorio da dor associado com
receptores a2-adrenérgicos na medula espinal e que, supraespinalmente, envolveria
mecanismos que incluem a ativacao da sinapse inibidora do GABA no LC; além disso
menciona-se também sua capacidade de modular os canais idnicos receptores de
potencial transitorio (TRPs) e o receptor NMDA, entre outros’.

A ativagao de vias descendentes como um importante sistema de controle da
dor promove um mecanismo biolégico de protegao durante situagdes de emergéncia,
como os ferimentos de batalha, acidentes graves, estresse por atividade desportiva,
e outros*. Importante ressaltar que a atividade analgésica dos opioides, anti-
inflamatorios n&o-esteroidais, alguns antidepressivos, canabinoides, agonistas
colinérgicos entre outros, envolvem, ou mimetizam, em parte, a ativacédo de vias
descendentes inibitdrias, que parecem ser um alvo importante das terapias de controle
da dor*712,

1.1.6 O sistema EC e a modulagao da dor

Extratos de Cannabis sativa veem sendo utilizados por longa data como
analgésicos, mas a falta de conhecimento de sua farmacologia molecular, associada
a reservas morais sobre seu uso como psicotrépico com propdsitos recreativos
levaram a sua proibigéo desde o inicio do século XX?.

O sistema EC apresenta, para interagdo com 0s neurotransmissores
enddgenos, dois receptores principais que sdo denominados de CB1 e CB2; enquanto
o primeiro tipo € predominantemente encontrado no SNC e periférico (Figura 3), o

segundo tipo é pincipalmente encontrado no sistema imune e, em menor escala no
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SNC'8. Os receptores CB1 estdo amplamente espalhados e distribuidos no encéfalo,
particularmente muito expressos em cortex, cerebelo, ganglio estriado e hipocampo,
correlacionando-se, desta forma, com a multiplicidade de efeitos dos agonistas
canabinoides. Tais efeitos incluem o controle da atividade motora, a hipotermia, o
aumento da fome e os disturbios na consolidagcdo da memoria, além de efeitos
psicotropicos'®. Enquanto isto, a expressdo de receptres CB2 foi observada em
células astrogliais e microgliais no SNC'®, sendo que esta localizagdo foi comprovada
por meio do uso de técnicas distintas como autorradiografia, hibridizag&o in situ ou
imunocitoquimica®’.

Os efeitos antinociceptivos e anti-hiperalgicos dos canabinoides sao
principalmente decorrentes da ativagcao de receptores CB1, sendo que os dois
neurotransmissores endogenos responsaveis pela interagcdo com estes receptores
s&o o N-araquidoniletanolamina, ou anandamina (ANA), além do 2 araquidonil glicerol
(2-AG); ambos produzidos apos influxo de Ca?* na célula neuronal, o que ativa as
enzimas responsaveis por sua sintese*®. Assim, as varias etapas do processo de
neurotransmissao destes EC, incluindo suas vias de sintese, interacdo com
receptores e degradacédo por enzimas de degradagdo veem sendo amplamente
estudadas, como forma de elucidar qual o seu potencial para a produgéo de analgesia,
desde a periferia, como nos nervos periféricos e células imunes, até a integragéo
central na medula espinal, e nas regides supraespinais como a SCP e o bulbo rostral
ventrolateral, que s&o associadas com o controle descendente da dor'.

Além disso, a Figura 3 apresenta esquematicamente a grande densidade de
receptores canabindides, relacionadas a neurdnios serotoninérgicos e adrenérgicos
pertencentes a via descendentes de controle da dor, que medeiam a agao
antinociceptiva induzida pelos canabindides. O mecanismo analgésico dos
canabinoides é complexo e multiplos sitios de agado parecem contribuir para seu efeito
analgésico. Os canabinoides tém modo de ac¢do dual na inibicdo monoaminérgica
descendente e o0s canabindides administrados sistemicamente produzem
antinocicep¢cao mediada por mecanismos CB1 por meio da ativacdo de vias
descendentes serotoninérgicas e noradrenérgicas, que agem sobre receptores
serotoninérgicos espinais do tipo 5-HT7 e 5-HT2a, além de receptores adrenérgicos

02, respectivamente'.



Figura 3 - Distribuicdo de receptores canabinoides no SNC.

Medula espinal

o : Canabinoide
. : Receptor canabinoide CB1
NCR : Nucleo caudal da rafe
: Via descendente noradrenérgica
_____ : Via descendente serotoninérgica
FDL : Funiculo dorsolateral
GRD : ganglio da raiz dorsal
Il : Interneurdnio inibitério
LC : locus ceruleus
NGC : Nucleo reticular gigantocelular
NRM : Nucleo magno da rafe
SCP : Substancia cinzenta peri-aquedutal
PN : Projecdo neuronal
NRR : Nucleo rostral da rafe
MVR Medula ventromedial rostral
FVL: Funiculo ventrolateral
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Legenda: Presenga de receptores CB1 em diferentes estruturas da via descendente de controle da dor.

o: canabinoide; .: receptor canabindide CB1; NCR: nucleo caudal da rafe;

. via descendente

noradrenérgica; - - - : via descendente serotoninérgica; FDL: funiculo dorsolateral; GRD: ganglio da raiz

dorsal; II: interneurdnio inibitorio; LC: locus coeruleus; NGC: nucleo reticular gigantocelular; NRM:

nucleo magno da rafe; SCP: substancia cinzenta periaquedutal; PN: projecao neuronal; NRR: nucleo

rostral da rafe; MVR: bulbo ventromedial rostral; FVL: funiculo ventrolateral.

Fonte: Dogrul, 20123,
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1.1.7 Modelos animais de dor neuropatica

A dor neuropatica tem sido descrita como a mais terrivel de todas as torturas
que uma ferida em nervo pode infligir'2. A dor neuropatica periférica é frequentemente
observada no paciente com cancer, AIDS, diabetes de longa data, sindrome discal
lombar, herpes, lesdo traumatica da coluna vertebral, esclerose multipla e acidente
vascular cerebral®. Para uma melhor compreensdo de todos estes fendmenos,
estudos tém sido procedidos em varias escalas, mas sobremaneira utilizado modelos
animais, que sao validados para mimetizar etiologias diversas de neuropatias, que
inclui lesdo nervosa periférica, como o modelo que foi utilizado neste estudo, o de
ligadura parcial do nervo isquiatico (LPNI)*°.

De acordo com uma importante revisdo sobre o assunto®, até o fim dos anos
70, a ciéncia basica da dor era concentrada quase que somente no comportamento
agudo e reagdes eletrofisioldgicas a estimulo néxico transitorio, térmico ou mecanico.
O pingcamento da cauda ou a placa quente eram os unicos testes empregados para
triagem pré-clinica de farmacos analgésicos na area farmacéutica. Entretanto em
muitas situagdes clinicas de dor, esta ocorre espontaneamente, ou por
hipersensibilidade nociva ou ainda por estimulos in6cuos. Assim, os antigos modelos
de estudo eram relevantes unicamente para testar dor aguda nociceptiva, e de valor
limitado para acessar as altera¢des de hipersensibilidade associadas a dor crénica.

Segundo Burma e colaboradores®!, o modelo de dor neuropatica produzido
pela LPNI é um dos mais frequentemente utilizados atualmente, sendo que neste
modelo a pata traseira esquerda do rato € depilada para a dissecagao cirurgica que
expde o nervo isquiatico no nivel superior da coxa, realizando-se uma ligadura do
mesmo, com fio de seda 8-0 imediatamente distal ao ponto em que emerge o ramo
biceps-semi-tendinoso posterior. Ainda, alteracbes de comportamento com dor
espontanea, como alodinia pelo frio, hiper-reatividade quimica e hiperalgesia
mecanica podem ser notadas em uma semana apds a cirurgia, e persistem por até
seis semanas®'. Nos camundongos o modelo tem sido empregado notando-se que a
LPNI produz também uma alodinia e plasticidade neuroquimica comparavel a do rato,
porém com uma magnitude e duragéo de resposta dolorosa que pode variar de acordo
com o material de sutura e a linhagem do animal utilizado. Este modelo é relevante

por permitir a compreensdo da fisiopatologia da dor neuropatica, ja que a leséo



29

nervosa parcial € a maior causa de dor neuropatica em humanos, tendo inicio imediato
e longo tempo de duracdo, além de causar a alodinia evocada pelo toque e a

hiperalgesia®.

A partir do acima exposto o presente estudo pretende avangar no conhecimento
sobre 0 mecanismo de agédo envolvido na agao anti-hiperalgésica promovida pela
GABAP no modelo de LPNI a partir de estudos recentes do nosso grupo de pesquisa,
verificando se além do sistema adenosinérgico®, o sistema EC também contribui para
esta agao do farmaco. Esses dados ajudarao a conhecer melhor o perfil de resposta
analgésica aos farmacos empregados no tratamento da dor neuropatica induzida por
lesdes do tipo causalgias em humanos. Resultados como estes podem subsidiar
futuros estudos clinicos de avaliacdo da acao destes farmacos em paciente com este
tipo de dor. Além disso, para a academia, esses dados sao importantes para a

formacao de recursos humanos e de areas afins interessadas no tema.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a contribuicdo do sistema EC na modulagao do efeito anti-hiperalgésico

produzida pela GABAP em um modelo animal de dor neuropatica induzida pela LPNI.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a contribuigdo de receptores CB1 e CB2 periféricos, em nivel plantar,
sobre o efeito da GABAP na dor neuropatica induzida pelo modelo de LPNI;
e Verificar a contribuicido de receptores CB1 e CB2 centrais, em nivel espinal,

sobre o efeito da GABAP na dor neuropatica induzida pelo modelo de LPNI.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental, pré-clinico. O projeto foi realizado no laboratério de
Neurociéncia (LANEX), no Bloco 12 da Unidade Pedra Branca do Campus da UNISUL.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Para indugcédo da LPNI foi empregado material cirurgico incluindo ldminas de
bisturi nimero 11, pingas, afastadores fio de seda para sutura nimero 8-0 (Ethicon®,
Edimburg, UK). Para anestesia, inicialmente os animais foram sedados com
administracdo de uma solucdo de cetamina (100 mg/kg) + xilazina (20 mg/kg), por via
intramuscular (volume total de 30 pL), seguida de manutengado com isoflurano a 2%,
diluido em oxigénio a 100%. As administragées dos tratamentos nos animais foram
feitas com agulha de gavagem acoplada a seringa de 1 mL ou seringas de Hamilton
de 25 pL para os sitios oral ou intratecal (i.t.), respectivamente. A dissolu¢do das
drogas foi feita em solugdo salina estéril (0,9% NaCl), a partir de solugéo estoque,
imediatamente antes do uso. A resposta hipernociceptiva apos indugao da LPNI foi
realizada com monofilamento de Von Frey, de nylon na forga de 0,6g (VFH®, Stoelting,
Chicago, IL, USA). A resposta anti-hiperalgésica foi registrada apés tratamento com
GABAP (Pfizer®, Sdo Paulo, Brasil), sob influéncia dos antagonistas de receptores
AM281 e AM630 (Tocris®, Bristol, UK), utilizando-se solugdo salina estéril (0,9% NaCl)

como veiculo.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Mus musculus Swiss, machos, pesando entre
25 e 35¢g, cerca de 2,5 meses de idade que ndo possuiam qualquer anormalidade
anatdmica, funcional e/ou doencas, lesdes, bem como apresentem no periodo de
avaliacdo basal (antes da inducdo da LPNI), frequéncia de resposta ao estimulo

nociceptivo igual ou inferior a 20%. Os animais foram alojados a temperatura de 22 +
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2 °C, sob regime ciclico de 12 horas de luz e 12 horas de escuro (luzes ligadas as
6h00min e desligadas as 18h00min por timer) e com livre acesso a comida e agua.
Os animais foram aclimatados ao laboratério por pelo menos 1 h antes dos testes
comportamentais, que foram procedidos entre 8n00min e 12h00min. Foram excluidos
do estudo os animais que apds o procedimento de indugcdo da LPNI apresentarem
hiperalgesia mecanica, ou seja, frequéncia de resposta inferior a 80%.

O numero de animais por grupo foi calculado em n=8. A férmula empregada
para o calculo foi a equagéo n/grupo= 2[(Za/2 + ZB) X d/A]?, para comparagao de duas
meédias, entre amostras independentes, considerando-se o poder do teste de 80%, o
nivel de significancia de 5%, o desvio-padrao de 12,5% para a resposta hiperalgésica
a partir de registros de estudos anteriores no nosso laboratério®? e o valor da diferenga

a ser detectada igual a 18%.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.4.1 Indugao da dor neuropatica

Para avaliar o comportamento neuropatico de dor, o procedimento foi similar
ao descrito em estudo prévio®2. Brevemente, os camundongos foram anestesiados
com isoflurano a 2% em oxigénio a 100%, com a cirurgia procedida por ligadura 1/3-
1/2 da porgao medial do nervo isquiatico com fio de seda 8-0. No grupo controle, o

nervo foi exposto e n&o ligado.

3.4.2. Influéncia da GABAP sobre a hiperalgesia observada no modelo de

ligadura parcial do nervo isquiatico (LPNI)

Para confirmar o efeito anti-hiperalgésico da GABAP neste modelo, diferentes
animais foram submetidos ao procedimento de LPNI como descrito acima e tratados
nos dias 7 e 14 apos o procedimento de LPNI com administragdo intraperitoneal (i.p.)
de veiculo (solugdo salina, 10 ml/kg) ou GABAP na dose de 30 mg/kg via oral, sendo
esta a dose que apresentou melhor efeito anti-hiperalgésico no modelo em estudo
anterior realizado em nosso laboratério, sendo que estes periodos de observacao
foram escolhidos por considerar o tempo minimo necessario para a instalagcdo do

processo neuropatico no modelo, também em acordo com estudo anterior®?. Nestes
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dias, os animais foram avaliados em relagédo a hiperalgesia mecanica em diferentes
periodos de tempo apds a sua administragéo (0,5 até 4 h apds), para selegédo do
melhor tempo de tratamento com este farmaco. O fluxograma apresentado na Figura

4 representa o delineamento deste primeiro protocolo do estudo.

Figura 4 - Delineamento do primeiro protocolo do estudo.
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Esquema ilustrativo representando a avaliagdo basal, realizada antes (0) e em diferentes tempos (7,
14 ou 21 dias) apés a indugdo da LPNI em camundongos.

Apos confirmacédo do melhor tempo de pré-tratamento com a GABAP para a
observagéao do seu efeito antineuropatico no modelo, foi investigada a contribuigdo do

sistema EC para esta acdo em acordo com protocolos descritos em seguida.

3.4.2 Influéncia do tratamento i.t. ou intraplantar (i.pl.) com antagonistas de

receptores CB1 sobre o efeito antineuropatico da GABAP

Para avaliar a contribuicido dos receptores CB1 em nivel central ou periférico
sobre o efeito da GABAP, os camundongos foram submetidos ao procedimento de
LPNI e no dia 14°. apds, foram tratados com AM281 por via i.t. (2 ug/5 uL) oui.pl. (10
ug/20 ulL) e 15 min depois receberam GABAP por via oral (30 mg/kg). Apos 1 h deste
ultimo tratamento, os animais foram avaliados quanto a hiperalgesia mecanica. Estas
doses de antagonistas foram selecionadas a partir do estudo de Martins e

colaboradores®3.
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3.4.3 Influéncia do tratamento por via i.t. ou i.pl. com antagonistas de receptores
CB2 sobre o efeito antineuropatico da GABAP

Para avaliar a contribuicdo dos receptores CB2 em nivel central ou periférico
sobre o efeito da GABAP, os camundongos foram submetidos ao procedimento de
LPNI e no dia 14°. apéds, foram tratados por via i.t. (5 uL) ou i.pl. (20 uL) com AM630
e 15 min depois receberam GABAP por via oral (30 mg/kg). Apos 1 h deste ultimo
tratamento, os animais foram avaliados quanto a hiperalgesia mecanica. Estas doses

de antagonistas foram selecionadas a partir do estudo de Martins e colaboradores®:.
3.4.4 Grupos de tratamento

De acordo com o exposto anteriormente, os seguintes grupos de tratamento
foram formados no presente estudo: 1) sham+veiculo+veiculo, 2)
LPNI+veiculo+veiculo, 3) LPNI+veiculo+GABAP, 4) LPNI+AM282+GABAP e 5)
LPNI+AM630+GABAP. Um esquema destes grupos de tratamento pode ser
observado na Figura 5 a seguir.

Figura 5 - Esquema ilustrativo dos grupos de tratamento no estudo.

grupo tratamento
1 |
Siz Veiculo 15 min Veiculo (Salina, 1h e
(sem lesdo) (i.pl. oui.t.) 10ml/kg, oral) Y
LPNI Veiculo 15 min Veiculo (Salina, 1h :
(i.pl. ouit) 10ml/kg,oral) von Frey
Veiculo 15 min ; 1h
LPNI _ _ Gabapentina e
(i.pl. ouii.t.) (30mg/kg, oral)

: 15 min .
LPNI antagonista CB1, R Gabapentina

AM281, (i.pl. ou i.t.) (30mg/kg, oral) ’ von Frey

LPNI antagonista CB2, 15 min Gabapentina 1h
AMG630, (i.pl. ou i.t.) (30mg/kg, oral) 7 von Frey
Diferentes grupos que sofreram ou ndo lesdo nervosa (LPNI) e respectivos tratamentos com

antagonistas de receptores CB1 ou CB2, antes da administragdo oral com veiculo ou GABAP em

camundongos.
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3.5 ENSAIOS/TESTES E TECNICAS

3.5.1 Procedimentos

Anteriormente ao procedimento de LPNI todos os animais foram avaliados
quanto ao comportamento de dor ao estimulo de von Frey usado no estudo (0,6 g) e
estes dados serviram como a medida basal para os experimentos seguintes. Depois
do procedimento os animais foram randomicamente distribuidos em dois grupos:
operados (LPNI) e n&o operados (sham), para verificagdo posterior da possivel
influéncia dos antagonistas de receptores do sistema canabinoide sobre o efeito anti-
hiperalgésico da GABAP, nos dias 7 e 14 apos a LPNI®2.

3.5.2 Administracoes por via i.t.

As administragdes i.t. foram realizadas nos camundongos totalmente
conscientes, contidos manualmente apos terem sido depilados na regido do dorso,
expondo-se a coluna espinal arqueada e usando uma agulha calibre 30G, que foi
inserida no espago subaracnodideo entre as vértebras L4 e L5. O correto
posicionamento da agulha foi confirmado pelo movimento da cauda do animal. Um
volume de 5 L contendo veiculo ou a solugéo do agente teste foi lentamente injetada
com uma micro-seringa de Hamilton de 25 uyL, com as administragbes realizadas

lentamente, em um periodo total de 5 s%2.

3.5.3 Resposta a retirada da pata traseira induzida por filamento de Von Frey

Para avaliagdo da hiperalgesia mecanica, os camundongos foram
individualmente colocados em caixas de acrilico transparentes (9 X7 X 11 cm) sobre
uma tela em malha de arame, elevadas a 30 cm da bancada, para permitir acesso a
superficie ventral da pata traseira direita. A resposta hiperalgésica foi registrada como
a frequéncia de retirada da pata para 10 aplicagdes do filamento de Von Frey®2. Os
dados foram apresentados como uma percentagem da resposta de cada animal a 10
aplicagbées do estimulo. Um aumento significativo no numero desta resposta nos

animais com LPNI em relagdo aos animais do grupo sham, nos diferentes periodos
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de tempo mencionados anteriormente, foi interpretado como resposta de hiperalgesia

mecanica.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo.

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacao
Tratamento | independente Qualitativa Nome do grupo de
nominal tratamento
Nocicepgdo | dependente Quantitativa Frequéncia de resposta ao
continua derazdo | estimulo doloroso (em %)
Média £ E.P.M.

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os resultados sdo apresentados como média * erro padréo da média (E.P.M.).
Os dados de amostras independentes foram analisados no programa Graphpad
(GraphPad® software, San Diego, CA, USA) versdo 6.0 e, primeiramente, foram
avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk. Para comparacgao entre
diferentes grupos de estudo com dados de natureza paramétrica, foram empregados
os testes de Anadlise Ordinal de Variancias (ANOVA) de 1 ou 2 vias, seguidos,
respectivamente dos testes de Tukey e Bonferroni. Diferengas com valor de p <0,05

foram consideradas significativas.

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Os animais foram utilizados somente uma vez durante o experimento. Os
cuidados com os animais e os experimentos foram procedidos em concordancia com
os preceitos de Institutos Nacionais de Cuidados com Saude Animal (publicagdes NIH
80-23) e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para uso Animal CEUA-UNISUL,
sob protocolo numero 16.027.5.01.1V. O numero de animais e a intensidade do
estimulo noxico utilizado foi 0 minimo necessario para demonstrar consisténcia dos
tratamentos.

Posteriormente aos experimentos, o0s animais foram submetidos a

procedimento de morte indolor assistida, recebendo injegdo de uma dose excessiva
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de anestésico, de acordo com a resolucdao 1000, de 12/05/2012 — Conselho Federal

de Medicina Veterinaria CFMV, sob a supervisdo de médico veterinario responsavel.
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4. RESULTADOS

O tratamento dos animais com GABAP (30 mg/Kg, por via oral) no 7°. e no 14°.
dia apds a LPNI promoveu efeito anti-hiperalgésico de acordo com o que foi registrado
em estudos anteriores do nosso grupo®?, sendo que o melhor tempo de pré-tratamento
para a observacao deste efeito foi o de 1 h antes da avaliagdo do comportamento de
retirada da pata ao estimulo de von Frey (dados ndo mostrados). Os resultados

encontrados com a utilizagdo dos demais protocolos do estudo sao descritos a seguir.

4.1 CONTRIBUICAO DE RECEPTORES CB1 PERIFERICOS PARA O EFEITO ANTI-
HIPERALGESICO DA GABAP

Os resultados apresentados na Figura 6 demonstram que os receptores
periféricos CB1 sdo importantes para a atividade anti-hiperalgésica da GABAP, uma
vez que o tratamento por via i.pl. com o antagonista destes receptores, o AM281 (10
ug/20 ulk, 15 min antes), reverteu parcialmente este efeito do farmaco sobre a
hiperalgesia mecanica promovida pela LPNI.

Embora este efeito ndo tenha sido observado no 7°. apds o procedimento de
lesdo nervosa, quando utilizada esta via de administracdo o AM281, que ndo causou
efeito isoladamente (92,5 + 3,7% de resposta) sobre a hiperalgesia decorrente da
LPNI (85,0 £ 5,0% de resposta), reverteu o efeito anti-hiperalgésico para a GABAP
(75,0 £ 11,8% de resposta) no 14°. dia apos este procedimento (47,5 + 10,6% de

resposta).

4.2 CONTRIBUICAO DE RECEPTORES CB2 PERIFERICOS PARA O EFEITO ANTI-
HIPERALGESICO DA GABAP

Resultado igual ao observado para os receptores CB1 foram observados para
os receptores CB2 avaliados perifericamente. Os dados apresentados na Figura 7
mostram que o tratamento por via i.pl. com o antagonista destes receptores, o AM630
(4 ng/20 pL, 15 min antes), apenas no 14°. apds a LPNI reverteu parcialmente este

efeito da GABAP (67,5 + 5,3% de resposta) sobre a hiperalgesia mecanica promovida
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pelo procedimento (40,0 + 5,3% de resposta). Ainda, o AM630 também n&o causou
efeito isoladamente (95,0 + 3,3% de resposta) sobre a hiperalgesia decorrente da
LPNI (88,7 + 4,4% de resposta).

Figura 6 — Influéncia do antagonista CB1, por via i.pl. sobre o efeito anti-hiperalgésico
da GABAP no 7°. (painel A) e no 14°. (painel B) dia apds a indugéo da les&o nervosa,

no modelo de LPNI em camundongos.

Antagonista de receptor CB,

A Dia 7 B Dia 14
(] Salina (20ul/i.pl.) ] Salina (20pl/i.pl.)
. Bl AM281 (10pug/i.pl.) Il AM281 (10pg/i.pl.)
= 100+ = 100+
3 3
é 80+ § 80 -
[70]
O 604 S 60-
o) *k%k *k%k o
T 404 o 404
2 -
2 S 207
2 o 3 0
b Salina Gabapentina b Salina Gabapentina
(10ml/kg,i.g.) (30mg/kg, i.g.) (10ml/kg, i.g.)  (30mg/kg, i.g.)

Os dados sao expressos como a média * erro padrao da média (EPM), N = 8 animais. (*) representa a
comparag¢ao com o grupo salina-salina; (#) denota a comparagdo com o grupo salina-GABAP. Analise

de varidncia de uma via (one-way-ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, p < 0,05.

4.3 CONTRIBUICAO DE RECEPTORES CB1 ESPINAIS PARA O EFEITO ANTI-
HIPERALGESICO DA GABAP

Diferentemente do que ocorreu com o tratamento por via i.pl., os resultados
apresentados na Figura 8 demonstram que os receptores espinais CB1 ja contribuem
para a atividade anti-hiperalgésica da GABAP desde o primeiro periodo de
observacao deste estudo.

O tratamento por via i.t. com o antagonista destes receptores, o AM281 (2 ug/5
pL, 15 min antes), reverteu parcialmente o efeito anti-hiperalgésico da GABAP sobre
a hiperalgesia mecanica promovida pela LPNI no 7°. dia apds a LPNI (salina-GABAP:

35,0 + 8,2% de resposta; AM281-GABAP: 70,0 + 5,3% de resposta), sendo que esta



40

participagao continuou a ser observada no 14°. dia apés este procedimento (salina-

GABAP: 47,5 + 10,6% de resposta; AM281-GABAP: 82,5 + 5,9% de resposta).
Novamente, quando administrado nas mesmas condicdes por esta via, o

antagonista ndo causou efeito isoladamente sobre a hiperalgesia decorrente da LPNI

nem no 7°. nem no 14°. dia apds a lesao nervosa.

Figura 7 — Influéncia do antagonista CB2, por via i.pl. sobre o efeito anti-hiperalgésico

da GABAP no 7°. (painel A) e no 14°. (painel B) dia apds a indugéo da les&o nervosa,
no modelo de LPNI em camundongos.

Antagonista de receptor CB,

A Dia 7 B Dia 14

[] Salina (20pl/i.pl.)

_ [] Salina (20pl/i.pl.)
Bl AM630 (4ug/i.pl.)

B AM630 (4ug/ipl.)

= 100~ 3 100~

o 3

2 8o 2 80+

L 60+ L 60- .

3 2

© 407 g 407

2 2

«@ 204 @ 204

G 2 0

b Salina Gabapentina - Salina Gabapentina
(10ml/kg, i.g.)  (30mg/kg, i.g.) (10ml/kg, i.g.)  (30mg/kg, i.g.)

Os dados sao expressos como a média * erro padrao da média (EPM), N = 8 animais. (*) representa a
comparag¢ao com o grupo salina-salina; (#) denota a comparagdo com o grupo salina-GABAP. Analise

de varidncia de uma via (one-way-ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, p < 0,05.

4.4 CONTRIBUICAO DE RECEPTORES CB2 ESPINAIS PARA O EFEITO ANTI-
HIPERALGESICO DA GABAP

Diferentemente do que ocorreu com o tratamento por via periférica, os
resultados apresentados na Figura 9 demonstram que os receptores CB2 espinais
nao contribuem para a atividade anti-hiperalgésica da GABAP em nenhum dos

periodos de observagao avaliados neste estudo.
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Figura 8 — Influéncia do antagonista CB1, por via i.t. sobre o efeito anti-hiperalgésico
da GABAP no 7°. (painel A) e no 14°. (painel B) dia ap6s a indugéo da les&o nervosa,
no modelo de LPNI em camundongos.

Antagonista de receptor CB,

A Dia 7 B Dia 14
] Salina (5ul/i.t) (] Salina (5ul/i.t)
B AM281 (2ug/it) B AM281 (2ug/it)
§ 100+ 3100-
3 @
g 80+ i 3 g0
73 Q
O 60+ g 60-
9 Kk %k o
o 407 o 40-
2 2
& 204 & 20-
D P}
g o
£ 0 © 9
- Salina Gabapentina L Salina Gabapentina
(10ml/kg, i.g.)  (30mg/kg, i.g.) (10ml/kg, i.g.)  (30mg/kg, i.g.)
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comparag¢ao com o grupo salina-salina; (#) denota a comparagdo com o grupo salina-GABAP. Analise

de variancia de uma via (one-way-ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, p < 0,05.

O tratamento por via i.t. com o antagonista destes receptores, o AM630 (2 ug/5
pL, 15 min antes), ndo reverteu o efeito anti-hiperalgésico da GABAP sobre a
hiperalgesia mecéanica promovida pela LPNI no 7°. dia apos a LPNI (salina-GABAP:
35,0 + 8,2% de resposta; AM281-GABAP: 45,7 + 7,2% de resposta), sendo que esta
auséncia de influéncia também foi observada no 14°. dia apds este procedimento
(salina-GABAP: 47,5 + 10,6% de resposta; AM281-GABAP: 82,5 + 5,9% de resposta).
Mais uma vez, quando administrado nas mesmas condi¢des por esta via, o
antagonista ndo causou efeito isoladamente sobre a hiperalgesia decorrente da LPNI

nem no 7°. dia nem no 14°. dia apds a lesao nervosa.
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Figura 9 — Influéncia do antagonista CB2, por via i.t. sobre o efeito anti-hiperalgésico
da GABAP no 7°. (painel A) e no 14°. (painel B) dia apds a indugéo da les&o nervosa,

no modelo de LPNI em camundongos.
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Os dados sao expressos como a média * erro padrao da média (EPM), N = 8 animais. (*) representa a
comparag¢ao com o grupo salina-salina; (#) denota a comparagdo com o grupo salina-GABAP. Analise

de variancia de uma via (one-way-ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

Um grande numero de estudos pré-clinicos tem demonstrado o papel benéfico
da GABAP em diferentes modelos de dor neuropatica. Estes trabalhos demonstram a
acao da GABAP na reducdo de comportamentos de dor associados a estimulos
térmicos, mecanicos e quimicos, tanto apds sua administragéo oral, i.p. ou i.t."3. Neste
mesmo sentido, estudo anterior realizado em nosso laboratério demonstrou a
atividade antineuropatica da GABAP, na dose de 30 mg/kg por via oral, no modelo de
LPNI; além disso, foi registrada a participagdo do sistema adenosinérgico para esta
acdo da GABAP52. O presente estudo amplia estes achados ao observar que o
sistema EC também contribui para esta acdo da GABAP no mesmo modelo, tanto em
nivel central (medula espinal) quanto periférico (i.pl).

No presente estudo, o antagonista de receptores CB1 (AM281) quando
administrado por via i.pl ou i.t. reverteu parcialmente o efeito anti-hiperalgésico
promovido pela GABAP nos dias 7 e 14 apds a LPNI, sugerindo a participacao deste
receptor em nivel medular e periférico para o efeito da GABAP, sendo que outros
estudos fortalecem esta ideia para outras modalidades terapéuticas. Recentemente,
avaliando o efeito antineuropatico da estimulacido elétrica espinal em ratos apés
neuropatia induzida por LPNI, Sun e colegas® demonstraram que o efeito anti-
hiperalgésico (hiperalgesia mecanica) induzido por esta modalidade terapéutica &
amplificado pela administragao do inibidor da receptacao de EC, o0 LY2183240, sendo
que a administragao sistémica do antagonista CB1, AM251, reverte esta amplificacao.
Ja em publicagdo de Hama>®, foi utilizado o modelo de neuropatia induzida por leséo
da medula espinal de ratos para avaliacédo do possivel efeito agudo ou cronico de
diferentes classes de farmacos sobre a hiperalgesia mecanica. Os autores registraram
que o tratamento sistémico prévio dos animais com antagonista especifico de
receptores CB1, o rimonabante, bloqueou o efeito antinociceptivo do CP 55.940, um
analogo do agonista ndo-seletivo de receptores para EC.

Efeito semelhante também foi observado quando da administracdo central do
antagonista de receptores CB1. Yang e colaboradores®®, utilizando modelo de ligagéo
nervosa em ratos e camundongos, observaram que a administragdo espinal do
antagonista deste receptor, o AM251, reverteu a redugdo da hipersensibilidade a

estimulacdo mecanica induzida pela neuropatia, bem como os potenciais elétricos
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registrados eletrofisiologicamente em fibras nociceptivas induzidas por estimulagao
elétrica espinal.

Por sua vez, Munawar e colaboradores®’, observaram em modelo animal de
neuropatia induzida por zalcitabina, que mimetiza a neuropatia em pacientes que
utilizam inibidores da transcriptase reversa, que tanto a ANA quanto o 2-AG tiveram
efeito anti-hiperalgésico (hiperalgesia térmica) em camundongos, sendo que a
atividade da ANA foi antagonizada pela administragao sistémica de antagonistas tanto
de receptores CB1, quanto de CB2. Este ultimo dado reforga os observados no
presente estudo, de que o antagonista de receptores CB2, que n&o apresentou agao
quando administrado por via i.t.,, reverteu o efeito anti-hiperalgésico da GABAP
quando administrados por via i.pl. no 14° dia apds a LPNI.

Desroches e colaboradores® avaliaram por diferentes abordagens a
contribuicdo dos receptores canabinoides na acao periférica antinociceptiva da ANA
e 2-AG ou dos inibidores das enzimas de degradagdo de EC em camundongos
submetidos ao modelo de neuropatia induzida por LPNI. Os autores observaram que
no 11° dia apos a lesdo nervosa, o tratamento local e ipsilateral com ANA, 2-AG,
URB597 (inibidor da enzima de degragao da ANA) e URBG602 (inibidor da enzima
degradagao do 2-AG), isoladamente ou em diferentes combinag¢des, produziram efeito
anti-hiperalgésico (hiperalgesia mecéanica), sendo que diferentes evidéncias
sugeriram a contribuicdo de receptores CB1 e CB2 periféricos nesta agdo. Em primeiro
lugar, administragbes contralaterais dos agentes testados anteriormente néo
promoveram atividade antinociceptiva, como ocorreu na primeira situagdo. Em
segundo lugar, em animais knock-out para o receptor CB1, a injegao local de 2-AG e
URBG602 produziram efeito anti-hiperalgésico, enquanto a administracdo de ANA nao
promoveu esta acdo. Finalmente, em animais knock out para receptors CB2 a
administracao periférica de ANA, 2-AG, URB597 e URBG602 produziram efeito anti-
hiperalgésico. Além disso, a administracdo de ANA + URB597 produziu efeito anti-
hiperalgésico significante em relacdo a ANA sozinha e a combinag&o de 2-AG com os
dois inibidores enzimaticos ndo produziu aumento do efeito anti-hiperalgésico. Juntos,
estes resultados confirmam que o efeito antinociceptivo do URB602 foi principalmente
mediado por ativagao indireta de receptores CB2, embora os receptores CB1
certamente estdo envolvidos uma vez que o URB602 ainda causou antinocicepg¢ao

nos animais knock out para receptores CB2.
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Ainda reforcando os dados do presente estudo para o antagonista de
receptores CB2, Martins e colaboradores® demonstra que o efeito anti-hiperalgésico
(hiperalgesia mecanica) promovido pela imersdo da pata de camundongos em agua
aquecida no modelo de dor induzida por injecéo i.pl. de CFA (do inglés, Complete
Adjuvant of Freund) foi antagonizado pela administragdo i.pl. de AM630, um
antagonista do receptor CB2. Por outro lado, apesar desta acdo periférica, os
receptores CB2 espinais ndo contribuiram para a agao anti-hiperalgésica da GABAP
no presente estudo.

Diferentemente dos presentes resultados, contudo, Fu e Taylor®®, reportaram
que a administracdo i.t. de JWH-133, um agonista especifico de receptores CB2,
reduziu de maneira dependente de dose a hiperalgesia mecanica e térmica observada
num modelo experimental de encefalomielite autoimune, sendo este efeito revertido
pelo mesmo antagonista de receptores CB2 empregado no presente estudo, em
doses semelhantes e também por via i.t., o AM630. Por sua vez, Lu e colaboradores®"
utilizaram um modelo de dor relacionada a cancer ésseo induzido por insergao de
células de carcinoma mamario no cortex 6sseo da tibia de ratos 6sseo; neste modelo,
os autores observaram que a administracdo i.t de um agonista seletivo de receptores
CB2, o JWH-015, promoveu efeito anti-hiperalgésico (hiperalgesia mecanica)
observado no 7°. dia apds a cirurgia, sendo este efeito revertido pelo tratamento prévio
com o antagonista destes receptores, o AM630.

Nossos resultados quanto ao efeito anti-hiperalgésico do antagonista CB1 em
nivel central sdo condizentes com achados que mostram a expressdo destes
receptores fisiologicamente em nivel central (corno dorsal e génglio da raiz dorsal) e
periférico’®, sendo que estes podem ainda ter sua expressdo aumentada apos leséo
nervosa'™. Por outro lado, o fato de um efeito para o antagonista CB2 ter sido
observado por via periférica pode ser explicada pelo fato de que na periferia, além de
estar presente em terminacdes nervosas este receptor ocorre também em células
imunes e em queratindcitos, a partir das quais pode reduzir a liberacdo de agentes
nociceptivos'. Além disso, uma vez que a expressio de receptores € um processo
dependente do tempo, isto poderia explicar porque em nosso estudo o antagonista
AMG30 teve efeito apenas no 14° dia apdés a LPNI. Apesar disto, outros autores
sugeriram participagao deste receptor, em nivel de medula espinal e ganglio da raiz
dorsal, na agao anti-hiperalgésica apos les&o de nervo ciatico®?; tais diferengas podem

ser justificadas por conta de fatores tais como a modalidade sensorial avaliada, o nivel
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de EC produzido pela injuria, além da espécie e género de animais empregados nos
estudos, entre outros.

Com relagcdo aos mecanismos para o efeito anti-hiperalgésico observado no
presente estudo para o antagonista CB1 em nivel espinal, uma primeira possibilidade
€ de que estes receptores presentes no corno dorsal, estejam envolvidos num efeito
potencializador da inibigdo da via ascendente nociceptiva. Alger®3, discorreu em seu
artigo sobre “o que ainda ndo conhecemos” sobre as sinapses dos EC, visto que este
sistema foi descoberto recentemente (década de 1990). O autor chama atengao para
ultimas descobertas sobre os circuitos pré e pos-sinapticos envolvendo o receptor
CB1 entre entre neurdnios na regidao do nuclues accumbens. Ainda segundo este
autor, a ANA gerada péds-sinapticamente induziria uma forma de depressdo da
atividade poés-sinaptica (depresséo de longo prazo, do inglés long-term depression),
além de atuar como um mensageiro retrégado no neurdnio pré-sinaptico para modular
inibitoriamente a liberagao de GLU a partir do mesmo, com consequente depressao
da atividade pré-sinaptica. Se circuitos similares a este ocorrerem também no corno
dorsal da medula espinal, esta agcdo dos EC no receptor CB1 resultaria em inibicao da
atividade da via ascendente nociceptiva.

A partir dai, pode-se levantar a hipétese de que a contribuicdo dos EC, atuando
em receptores CB1 no corno dorsal da medula espinal, para a agéo anti-hiperalgésica
da GABAP no modelo de LPNI poderia resultar de uma potencializacdo da agao desta
ultima em inibir a ascenc¢ao do estimulo nociceptivo pela via ascendente nociceptiva,
ao ativar a via descendente inibitoria da dor. Isto porque € conhecido o fato de que a
GABAP em nivel supraespinal, atua nas subunidades o285 dos canais de Ca?* de
neurdnios do LC, inibindo a liberacao pré-sinaptica de GABA que consequentemente
promove a ativacao desta via descendente inibitdria™s.

Outra possibilidade seria a de que esta potencializacao do efeito entre GABA e
EC se daria ao nivel dos receptores TRPs presentes no corno dorsal da medual
espinal e no ganglio da raiz dorsal, de forma a inibirem a passagem dos estimulos
nociceptivos entre neurbnios aferentes primarios e secundarios. Sabe-se que o
aumento da atividade ectépica dos aferentes primarios conduzidas para o corno dorsal
da medulaespinal pode contribuir para o efeito hiperalgésico observado em situagdes
de dor neuropatica'?.

Os receptores TRP, sub-tipo A1, (TRPA1) tém sido implicados como estruturas

importantes na detecgcao de estimulos dolorosos pelos neurdnios aferentes primarios
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em grande numero de estudo®. Em 2009, Bang e colegas® demonstraram que a
GABAP ¢ capaz de suprimir, em células em cultura, o aumento da atividade dos
TRPA1 induzida por cinamaldeido. Por sua vez, os receptores TRP, subtipo V1
(TRPV1), s&o co-expressos nos neurdnios do ganglio da raiz dorsal de ratos,
juntamente com receptores CB1% e um novo conceito de que o cross-talk entre estes
dois receptores poderiam promover diferentes impactos sobre a percepcgao dolorosa
esta imergindo*. Isto provavelmente sugere que os receptores TRPs presentes no
corno dorsal da medula ou nos ganglios da raiz dorsal poderiam ser alvos importantes
para uma agao sinérgica entre a GABAP e os EC para promover inibigdo da atividade
dos neurénios aferentes primarios.

Além disso, com relacdo ao efeito encontrado no presente estudo para a
administracao i.pl. do antagonista CB2, poderia-se pensar um efeito somatorio entre
a acao central da GABAP com a agao do EC sobre células neuronais (CB1, como
discutido anteriormente) e imunes na periferia. Isto porque € conhecido que os
receptores CB2 localizados nas células imunoldgicas e nos queratinécitos reduzem a
liberacdo de agentes pronociceptivos ou, ainda, aumentam a liberagdo de agentes
antinociceptivos  (opioides), conforme revisdo recente de Maldonado e

colaboradores™.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos achados mostram uma importante contribuicdo dos
receptores CB1, em nivel espinal e periférico, bem como de receptores CB2 em nivel
periférico para o efeito antineuropatico da GABAP no modelo de LPNI. Estes dados
sugerem que os EC podem ser alvos de novas ferramentas farmacolégicas para o
tratamento da dor neuropatica. Os resultados reforcam ainda a concluséo de recente
revisdo sistematica publicada por De Moulin e colaboradores’, indicando os
gabapentindides como agentes recomendados na primeira linha de tratamento desta
condicdo, juntamente com os antidepressivos triciclicos, e inbibidores seletivos da

recaptagcao da serotonina e noradrenalina.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas a partir dos resultados encontrados, pode-se mencionar
que em nivel pré-clinico seria interessante investigar a expressao dos receptores CB1
e CB2 tanto central (medula espinal) quanto perifericamente (pata ipsilateral).

Além disso, a avaliagdo de um possivel efeito sinérgico entre uma dose
submaxima da GABAP e inibidores da degradacdo de ANA ou 2-AG, poderia trazer
informacgdes sobre qual o EC enddgeno responsavel pela ativagao destes receptores
no modelo avaliado neste trabalho.

Finalmente, futuros estudos clinicos avaliando farmacos agonistas destes
receptores com maior numero de pacientes, randomizado e duplo-cego poderiam
fornecer subsidios para a formulacdo de um modelo de utilizagdo adequada e segura

dos canabinoides na dor neuropatica.
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