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RESUMO

Os antagonistas de receptores NMDA sao bastante utilizados como analgésicos na
pratica médica, no entanto, seus efeitos colaterais, relacionados a sua atuagéo em
receptores centrais, limitam sua utilizagcdo. Os receptores NMDA medulares estéo
envolvidos em processos de sensibilizagdo central em situagées de dor crénica e
neuropatica. Por outro lado, estudo recente demonstrou um mecanismo inédito de
ativagao desses receptores na periferia, em ganglios da raiz dorsal, dependente de
fibras do tipo C, em modelo de dor inflamatéria. Assim, no presente estudo o objetivo
foi avaliar a participagao desses receptores periféricos no efeito analgésico induzido
pelo antagonista AP-5 em diferentes modelos de nocicepgao e hiperalgesia em ratos.
Foi verificado que a administragdo intraganglionar de AP-5 apresentou efeitos
analgésicos equivalentes aqueles apresentados pela injegcéo intratecal do mesmo
antagonista em todos os modelos estudados. Nos modelos de nocicepgao induzida
por capsaicina e formalina observamos efeito analgésico semelhante tanto pela via
intraganglionar quanto pela via intratecal no pré-tratamento com o antagonista de
NMDAR. Nos testes de hiperalgesia induzida por carragenina ou neuropatia por
constricdo do nervo ciatico os efeitos analgésicos obtidos por tratamento pelas vias
intratecal e intraganglionar também foram semelhantes. Além destes testes, foi
testado e efeito em modelo de dor pds-cirurgica, sendo que a administracdo do
antagonista AP-5 por ambas as vias nao foi eficiente em promover analgesia. Diante
desses resultados concluimos que os antagonistas de receptores NMDA podem ter
seu efeito analgésico, no todo ou em parte, relacionado ao bloqueio de receptores
periféricos. Deste modo, o estudo amplia o entendimento sobre os mecanismos
envolvidos no processo de diferentes etiologias de dor e abre novas perspectivas
para o desenvolvimento de farmacos de efeito exclusivamente periférico e que

apresentem menos efeitos colaterais.

Palavras-chave: dor, NMDA, ganglio da raiz dorsal, AP-5



ABSTRACT

NMDA receptor antagonists are widely used as analgesics in medical practice,
however, their side effects, related to their performance at central receptors, limit
their wide use. Spinal NMDA receptors are involved in central sensitization
processes in chronic and neuropathic pain situations. On the other hand, a recent
study evidenced an unprecedented activation mechanism of these receptors in the
periphery, in dorsal root ganglia, dependent on type C fibers, in an inflammatory
pain model. Thus, in the present study the objective was to evaluate the peripheral
receptors participation in the analgesic effect induced by the AP-5 antagonist in
different models of nociception and hyperalgesia. Intraganglionar AP-5
administration was shown to have equivalent analgesic effects to those presented
by intrathecal injection of the same antagonist in all the models tested. At
nociception tests induced by capsaicin and formalin injections in rat paws we
observed similar analgesic effects both using intraganglionar or intrathecal routes
of NMDAR antagonist pretreatment, as well as in the tests of carrageenan-induced
hyperalgesia and neuropathy by sciatic nerve constriction. However, we did not
observe the same analgesic effect in the post-surgical hyperalgesia experiment. In
view of these results, we conclude that NMDA receptor antagonists may have their
analgesic effect, in whole or in part, due to the blockade of peripheral receptors.
Thus, the study broadens the understanding of the mechanisms involved in pain
processing and opens new perspectives for the use of drugs that act at peripheral

level, reducing central side effects.

Keywords: pain, NMDA, analgesia, dorsal root ganglion, AP-5
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1.INTRODUGCAO

Os receptores NMDA tém sido consideravelmente estudados nos ultimos
anos devido ao seu papel tanto no desenvolvimento quanto no funcionamento do
sistema nervoso central, além de sua participagdo em processos patoldgicos e
neurodegenerativos (PETRENKO, 2003; NICKEL et al., 2012). O receptor NMDA é
um dos trés subtipos de canais receptores ionotropicos sensiveis ao aminoacido
excitatorio glutamato, um dos mais importantes neurotransmissores do sistema
nervoso. Sua estrutura consiste em componentes que reconhecem e se ligam ao
glutamato e um canal transmembrana, seletivo para cations como Na+, Ca2+, K+,
porém sua maior permeabilidade é para o ion Ca2+ (McBAIN; MAYER, 1994).

Os receptores NMDA participam da transmissédo de informacéo nociceptiva.
Esses receptores sdo expressos em neurbnios de primeira e segunda ordem. Na
medula, os receptores NMDA tém sido amplamente estudados e estao envolvidos
em processos de sensibilizagdo central que ocorrem em dores inflamatorias e
neuropaticas (ZHUO, 2009; CHIZH, 2007). Estudo mais recente, entretanto, indica a
participagédo de receptores NMDA periféricos, localizados no ganglio da raiz dorsal
na hiperalgesia inflamatéria (FERRARI et al.,, 2014). O glutamato liberado por
neurdnios sensoriais no ganglio da raiz dorsal parece ativar receptores NMDA
presentes em células satélites gliais, as quais séo encontradas envolvendo o soma
neuronal (FERRARI et al., 2014). Nao ocorrem sinapses nos ganglios periféricos, de
forma que esta interacao entre neurdnios e células satélites gliais pode ter relevancia
fisiolégica, ja que o glutamato nao pode se difundir de um neurdnio para outro. Essa
possibilidade € reforcada pela expressdo de transportadores de glutamato e
glutamina sintetase em células satélites gliais (BERGER; HEDIGER, 2000). Ainda,
estudo realizado por Christoph e colaboradores (2005) demonstrou que um
antagonista que nao tem acesso ao sistema nervoso central apresenta efeito
analgésico sem causar efeitos sobre o controle motor de ratos, diferente do que
ocorre com administragdo de um antagonista de agado central. Deste modo, o
entendimento do potencial efeito analgésico na periferia (ganglio sensitivos), abre
evidéncias para o desenvolvimento de novos farmacos que possuam efeito
analgésico, com menos efeitos indesejados, fato que amplia e aprimora a utilizagao

desses antagonistas na clinica médica.
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Assim, levando em consideracao que a liberagcédo de glutamato e ativagao dos
receptores NMDA no ganglio da raiz dorsal estdo envolvidos na manutengao da dor
inflamatoria, e que este receptor esta também envolvido na sensibilizagao central
que ocorre na medula espinal, e ainda, pensando em estratégias para uso clinico de
farmacos dessa classe, no presente estudo foi realizada uma comparacgao do efeito
analgésico do antagonista NMDAR, AP-5, administrado no ganglio da raiz dorsal
(intraganglionar) com o efeito do mesmo administrado na medula (intratecal) em

diferentes modelos de dor.

2. REVISAO DE LITERATURA

Atualmente, a Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define
dor como “experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano

tecidual potencial ou de fato ou, ainda, descrita em termos que sugerem tal dano”.

Dor, em seu sentido amplo, € uma experiéncia e, portanto, envolve
consciéncia, ja que se relaciona tanto com as dimensdes sensorial-discriminativa
(intensidade, localizagédo, duragdo) como afetivo-emocional (relagdo entre dor e
humor) (LENT, 2008). Serve, normalmente, como um dispositivo de alerta,
permitindo ao individuo adotar comportamentos de protegdo adequados em resposta
aos danos ocorridos ou iminentes (BASBAUM et al., 2009; SCHOLZ; WOOLF, 2002).

A nocicepgao, no entanto, trata-se de um sistema sensorial que transmite ao
SNC informagdes do meio interno e externo que sdo usadas para diversos ajustes
do funcionamento do organismo sem necessariamente chegar ao nivel consciente
(LENT, 2008).

De forma resumida, ocorre uma cascata de eventos para que o fenbmeno
doloroso se origine, o primeiro passo € a transformacao dos estimulos ambientais,
fisicos ou quimicos intensos em potenciais de ag¢ao, que séo transferidos, das fibras
nervosas do sistema nervoso periférico (SNP) para o sistema nervoso central
(SNC). O processo de transducdo dos eventos térmicos, mecanicos e quimicos
intensos em potenciais de agao se iniciam nos neurénios aferentes primarios, que
também podem ser entendidos como nociceptores (WOOLF; MA, 2007), nas por¢des
mais distais desse neurbnio. O restante da membrana axonal ndo apresenta a

propriedade de gerar os potenciais repetitivos frente aos estimulos naturais (NETO,
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2009). Estimulos quimicos (radicais acidos, capsaicina, bradicinina), mecanicos
(pressao) ou térmicos (calor ou frio) intensos ativam receptores ou canais de
membrana dos nociceptores e deflagram, quando superam o limiar de excitagéo,
potenciais de agao que percorrem todo o neurénio, cujo corpo celular se encontra no
ganglio da raiz dorsal (GRD) e dai para o SNC. Ha subpopulagdes de neurdnios
somatossensitivos que sao ativados somente por estimulos intensos e com
possibilidade de lesar os tecidos. Os receptores sofrem fadiga e sensibilizagdo. A
aplicagao repetitiva de estimulos reduz a percepcdo de muitas sensacgdes.
Entretanto, quando ocorre lesdo tecidual, ha sensibilizagdo dos nociceptores e
instala-se a hiperalgesia. (NETO, 2009)

Ao interagir com o meio ambiente, os organismos vivos tém que reconhecer
e reagir a estimulos nocivos para evita-los. Para isso, os nociceptores tém um limiar
alto e normalmente respondem, como Sherrington reconheceu claramente, apenas
a estimulos de alta intensidade com potencial de danificar os tecidos (WOOLF; MA,
2007).

Alguns nociceptores sdo pouco mielinizados (fibras Ad), mas a maioria é néo-
mielinizada (fibras C), sendo estes aferentes de condugado lenta a maioria dos
neurdnios sensoriais no sistema nervoso periférico. Todos os neurbnios sensoriais
primarios possuem seus corpos celulares nos ganglios da raiz dorsal ou nos ganglios
do nervo trigémeo e dao origem a um unico axénio que se bifurca em um processo
periférico (inerva tecido alvo periférico) e um processo central que entra no SNC para
fazer sinapse em neurdnios de segunda ordem (WOOLF; MA, 2007).

O nociceptor, portanto, tem quatro componentes funcionais principais, 0
terminal periférico onde se iniciam os potenciais de agao, o axénio que conduz os
potenciais de agdo, o corpo celular que controla a identidade e integridade do
neurénio, e o terminal central pré-sinaptico que forma o elemento da primeira sinapse

na via sensorial no SNC (Figura 1).
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Tecido alvo Nervo periférico GRD Raiz dorsal Medula
Terminal Periferico Axdnio Corpo celular Terminal
Central

Fonte: Adaptado de Woolf; Ma (2007).

Figura 1. Componentes dos nociceptores. Os componentes operacionais do
nociceptor incluem um terminal periférico que inerva o tecido alvo e transduz estimulos
nocivos, um axonio que conduz potenciais de agao da periferia para o sistema nervoso
central, um corpo celular no génglio da raiz dorsal, e um terminal central onde a
informacao é transferida via sinapses para neurdnios de segunda ordem.

Os nociceptores utilizam diferentes tipos de mecanismos de transdugao para
detectar estimulos nocivos diversos. Na membrana plasmatica dos nociceptores
encontram-se familias de proteinas transmembranares constituindo receptores e
canais que participam do processo transducéo das varias modalidades de estimulos
nocivos. Assim, as moléculas protéicas que constituem o0s canais i6nicos
responsaveis pela detecgcao do calor nocivo sao parte de uma familia denominada
“potencial receptor transitorio” (TRP), que inclui os receptores vanildides VR1 e VRL-
1. Os canais envolvidos na deteccdo dos estimulos mecanicos nocivos séo
denominados “canais epiteliais de sodio”. Os estimulos nocivos quimicos, tais como
aqueles produzidos pela capsaicina (gradiente irritante encontrado na pimenta) e os
acidos podem ser detectados por meio de um transdutor comum, o VR1, o que ilustra
aspectos de redundéancia na nocicepgao (LENT, 2008). A ativacdo de um numero
suficiente dessas moléculas origina potenciais de acdo que sdo conduzidos pelos
axobnios de fibras amielinicas C e mielinicas Ad para o sistema nervoso central,
produzindo sensacgao de dor, em estruturas supra-espinhais.

Os nociceptores de fibras Ad respondem a estimulos mecanicos intensos,
mas se diferenciam com relagdo a sua resposta aos estimulos térmicos. Ja os
nociceptores de fibras amielinicas C sdo denominadas polimodais, porque
respondem satisfatoriamente as trés formas de estimulos nocivos (térmicos,
mecanicos e quimicos). Assim como as fibras A5 do subtipo I, eles também
respondem a estimulos térmicos moderados e a capsaicina, e possuem receptores

com caracteristicas vanildides VR1.
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Todos os nociceptores possuem glutamato, o aminoacido excitatério mais
abundante no sistema nervoso. Porém, um grupo de nociceptores C possui também
neuropeptidios como a substéncia P (SP) e o peptideo relacionado com o gene da
calcitonina (CGRP) e expressam o receptor de neurotrofina TrkA, alvo do fator de
crescimento neural (NGF). A populagdo de nociceptores C nao peptidérgicos
expressa o receptor de neurotrofina c-Ret, alvo do fator neurotréfico derivado da glia
(GDNF), receptores acoplados a proteina G da familia Mrg, bem como o receptor
purinérgico P2X3, um subtipo especifico de canal ibnico ativado por ATP (BASBAUM
et al., 2009; JULIUS; BASBAUM, 2001; SNIDER; MCMAHON, 1998).

Em situacbes de lesdo tecidual ocorre um processo denominado
sensibilizagdo do nociceptores (sensibilizagdo periférica), que passam a responder
a estimulos leves (quimicos, mecanicos e térmicos) devido a diminui¢do do limiar de
ativacao ou propiciar o aparecimento de atividade espontanea. A sensibilizacao
periférica representa uma forma de plasticidade neuronal evocada por um estimulo
no nociceptor. O estimulo, no caso, € um conjunto de mediadores inflamatorios
liberados de células lesadas e inflamatdrias que reduzem o limiar de excitagao,
aumentando a capacidade de resposta. No local da lesdo ou inflamagédo e como
resultado da mudanga no meio quimico produzido pelo rompimento de células,
degranulacdao de mastoécitos, secregcdo por células inflamatérias e inducdo de
enzimas como a ciclooxigenase-2 (COX-2), os nociceptores deixam de detectar
exclusivamente estimulos nocivos, mas também estimulos inécuos. Como resultado,
estimulos de baixa intensidade terdo acesso as vias nociceptivas e comegarao a
produzir dor. Uma gama de sensibilizadores estdo envolvidos nesse processo,
incluindo cininas, aminas, prostandides, fatores de crescimento, quimiocinas e
citocinas, que com prétons e ATP compdem o que ficou conhecido como "sopa
inflamatdria" que é "provada" pela terminacédo do nociceptor e, como resultado, o
altera (WOOLF; MA, 2007).

Entre essas substancias quimicas, as prostaglandinas, produzidas pela agao
das enzimas COX, sobretudo a prostaglandina E2 (PGE2), tem sido muito estudada,
visto que sua injecao periférica produz hiperalgesia e alodinia (sensag¢ao dolorosa
induzida por um estimulo in6cuo) tanto em animais experimentais quanto em
humanos (FERREIRA; MONCADA; VANE, 1973).



21

O mecanismo de sensibilizagcdo neuronal induzido por PGE2 além de estar
associado a fosforilagdo de canais ibnicos, importantes para a atividade elétrica
neuronal, relaciona-se também a inducido de alteracbes na liberacdo de
neurotransmissores no GRD de ratos. Nesse sentido, foi observado que, quando
administrada por via intraplantar, a PGE2 sensibiliza os neurdnios periféricos e que
essa sensibilizagao € inibida por administragao intraganglionar do antagonista de
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), especificamente o
AP-5, sugerindo que a hiperalgesia induzida por injecado PGE2 possa desencadear
a liberacao de glutamato no GRD e que este neurostransmissor atue em receptores

presentes em células satélites gliais (FERRARI et al., 2014).

A possivel participacao de receptores NMDA periféricos na sensibilizagao foi
verificada apenas recentemente (FERRARI et al., 2014). Estes receptores,
entretanto, tém sido implicados em processos de sensibilizagado central, que ocorre
em situacbes de dores crbnicas e neuropaticas (WOOLF; MA, 2007). A
sensibilizagao central € dependente do incremento de excitabilidade de neurdnios do
corno dorsal da medula espinhal, em resposta aos altos niveis de atividade dos
aferentes nociceptivos. Como sobre esses neurbnios de segunda ordem podem
convergir aferéncias mecanorreceptoras (indcuas, correspondentes as fibras (),
estas, ao serem ativadas nessas circunstancias, produzem dor (alodinia). A alodinia
pode resultar de duas condigdes diferentes: respostas aumentadas de neurénios de
transmissdo da dor localizados na medula espinhal (sensibilizagdo central) ou
diminuicdo do limiar de ativagdo do nociceptor (sensibilizagdo periférica). Ao
contrario, o aumento da dor produzido por estimulo nocivo é denominado
hiperalgesia, que se caracteriza por uma resposta exacerbada de dor por um
estimulo nocivo. Uma das caracteristicas dos processos inflamatérios é o
aparecimento da condigcdo denominada “wind-up” (termo da lingua inglesa que
significa amplificagao), que resulta de um progressivo aumento da frequéncia de
disparo dos neurdénios da medula espinhal em resposta a uma ativacéo repetida dos

aferentes nociceptivos, principalmente de fibras C.

A primeira inibicdo farmacolégica desse fenébmeno, o “wind-up”, foi
conseguido com antagonistas do receptor NMDA, tais como cetamina ou 2-amino-5-
fosfonopentanoato, d-AP5, (DAVIES; LODGE, 1987; DICKENSON; SULLIVAN,
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1987), sugerindo assim que o receptor NMDA fosse intimamente envolvido nos

mecanismos de “wind-up®.

Os receptores NMDA funcionam como conjuntos heteroméricos compostos
por duas subunidades NR1 em combinacdo com duas ou trés subunidades NR2 e/ou
NR3 (SCHORGE; COLQUHOUN, 2003). Para que ocorra sua ativagdo ocorre a
ligacdo de aminoacidos em sitios das subunidades NR1 e/ou NR3 (glicina), e em
sitios na subunidade NR2 (glutamato) (LIPTON, 2006) (Figura 2). A glicina é capaz
de induzir uma mudanga conformacional no complexo canal-receptor, essencial para

a abertura do canal ou para a ligagao do glutamato.

In
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Fonte: Adaptado de LIPTON, 2006.

Figura 2. Sitios de ligagdo do receptor NMDA. Glicina e glutamato/N-metil-D-
aspartato (GIu/NMDA) ligados aos seus respectivos sitios de ligagcao, o local de
ligagdo para Mg?*, MK-801 esta na regido do poro do canal iénico. NR1 subunidade 1
do receptor NMDA; NR2 subunidade 2 do receptor NMDA.

O receptor NMDA esta bloqueado pelo cation Mg?* em condiges basais de
potencial de membrana, condicdo que pode ser revertida pela despolarizacéo
neuronal (LAUBE; KUHSE; BETZ, 1998). A expressao da subunidade NR3A esta
presente em receptores NMDAs de células satélites gliais e sua presenca reduz a
sensibilidade de receptores NMDA ao Mg?* extracelular (FERRARI et al., 2014;
SASAKI et al., 2002).

O modelo original para explicar a contribuicdo de receptores NMDA para o
“‘wind-up” dependem do bloqueio do canal do receptor NMDA pelos ions magnésio
extracelular, quando em potencial de membrana em repouso (NOWAK et al., 1984;
DICKENSON, 1990; DICKENSON; SULLIVAN., 1997).
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A ideia é de que o estimulo em fibras do tipo C seja suficientemente intenso
para despolarizar a membrana celular através da ativagao de receptores do tipo
AMPA, e assim aliviar o bloqueio de Mg2+, permitindo assim que o receptor NMDA

possa ser co-ativado pelo glutamato (WOOLF; MA, 2007).

Este modelo, baseado em observagdes extracelulares, pressupde que a
ativacao do receptor NMDA produz uma despolarizagdo cumulativa que resulta no
“‘wind-up”. Deve-se notar que as despolarizagbes cumulativas sdo muitas vezes
observadas sem “wind-up” e que o fendbmeno pode ocorrer sem que essa
despolarizagéo seja perceptivel, como parece ser o caso dos neurbnios do trato

espinotalamico registrado de macacos (ZHANG et al., 1991).

Aqui, devemos ressaltar, que esses receptores também estdo presentes nos
GRDs, mais especificamente, em células satélites gliais (CSGs). Os ganglios
sensitivos contém os corpos celulares de neurbnios aferentes que transmitem
informacdes sensoriais da periferia para o SNC e também envia colaterais para os
ganglios simpaticos pré-vertebrais (ALDSKOGIUS; ELFVIN; FORSMAN, 1986;
MATTHEWS; CUELLO, 1982). A maioria dos sinais sensoriais corporais sao
encaminhados ao SNC através de um ganglio da raiz dorsal (GRD). Estas estruturas
se localizam perto da entrada de raizes dorsais na medula espinhal e ndo fazem
parte do SNC. E interessante notar que os neurénios sensoriais ganglionares n&o
possuem dendritos, portanto, sua estrutura € muito mais simples do que a maioria
dos outros neurbnios e, ainda, ndo recebem sinapses, mas sado dotados de

receptores para inumeros neurotransmissores (DEVOR, 1999).

Na maioria dos locais no SNC, as células endoteliais formam uma barreira
para impedir a difusdo de grandes moléculas dos vasos sanguineos para o0 espago
extracelular em torno dos neurdnios, o que denominamos de barreira hemato
encefalica. No entanto, nos ganglios sensoriais essa barreira inexiste,
aparentemente porque alguns dos capilares sao fenestrados (ARVIDSON, 1979).
Sugere-se que este arranjo possa permitir a comunicagao entre neurdnios, nos GRD,
pela difusdo de neurotransmissores, base proposta da excitacdo cruzada encontrada
entre essas células (SHINDER; DEVOR, 1994).

Informagdes atuais mostram que as CGSs, presentes nesses ganglios

sensoriais, participam de inumeros processos normais e patolégicos no sistema
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nervoso. Aparentemente, essas células possuem caracteristicas muito particulares
que as diferem de outras (oligodendrécitos, astrocitos) presentes em outros locais,
sugerindo uma funcdo peculiar em processos fisiologicos e farmacoldgicos.
Estruturalmente, formam uma grande variedade de associagdes anatdmicas com
células neuronais (REICHENBACH et al., 2004). Os corpos celulares dos neurdnios
sensoriais encontram isolados por bainhas de células gliais. Cada corpo celular é
envolvido por uma bainha de CGSs, formando uma unidade morfologica e funcional.
Essas unidades estdo separadas da bainha perineural adjacente por tecido
conjuntivo (HANANI, 2005; PANNESE, 1981) (Figura 3).
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Fonte: Adaptado de HANANI, 2005.

Figura 3. Diagrama esquematico da organizagao entre as células satélites e os
corpos neuronais no ganglio da raiz dorsal. CGS, célula glial satélite; N1-N6, corpo
celular dos neurdnios sensoriais; TC, tecido conjuntivo.

Alguns estudos mostraram que as CGSs em grande parte do sistema nervoso
sdo acopladas por jungbes comunicantes, que permitem a passagem de ions e
pequenas moléculas (peso molecular de até 1000 Da) (LEDDA, 2009). O significado
funcional desse acoplamento ainda é indeterminado, mas por analogia com as
células gliais centrais entende-se que elas permitam as CGSs de captarem K+ e
outras substancias, como o glutamato, e transporta-las para outros locais, impedindo

assim o seu acumulo potencialmente prejudicial ao ganglio.
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As CGSs apresentam inumeros receptores para diversos agentes neuroativos
(ATP, bradicinina, NMDA) e podem, portanto, receber sinais de outras células e
responderem a mudangas em seu ambiente. A possibilidade de que o glutamato
também seja liberado dentro do ganglio sensorial veio de estudos que demonstraram
a presenca de transportadores vesiculares de glutamato (VGLUT1, 2 e 3) associados
a membrana plasmatica somatica (BRUMOVSKY; WATANABE; HOKFELT, 2007), a
presenga de proteinas necessarias a captagao e reciclagem de glutamato em células
gliais satélites (JASMIN et al., 2011) e a presenca de receptores funcionais de

glutamato no corpo celular neuronal e nas células satélites gliais (KUNG et al., 2013).

Estudos esses que corroboram com aqueles publicados por Ferrari et al.
(2014) onde ha fortes evidéncias de que quando o neurdnio aferente primario é
estimulado quimica ou eletricamente, ocorre a liberacdo de glutamato, além da
liberagdo de ATP no GRD (ZHANG et al, 2007). Uma vez que as CGSs possuem
receptores para NMDA, é possivel que esses mediadores neuronais também
participem da excitagdo cruzada entre o neurdnio aferente primario e as CGSs
(FERRARI et al., 2014). Entretanto, o mecanismo exato pelo qual as células satélites
ativadas por glutamato influenciam a excitabilidade neuronal e contribuem para a

transmissao de estimulos dolorosos nao esta totalmente esclarecido.

Diante das caracteristicas unicas dessas estruturas, sugere-se que possuam
papeis fisiolégicos de extrema importancia, assim, seu entendimento permite a
compreensao ampla e possivel tratamento de doengas relacionadas a esses
processos. Sabemos das limitagdes para o uso clinico dos antagonistas de
receptores NMDA diante de seus efeitos adversos relacionados a atuagao desses
farmacos no SNC, como psicose e agitacdo motora. Portanto, estudos sobre o efeito
de antagonistas NMDA em nivel periférico pode trazer embasamento cientifico para
a criagao de novos farmacos com efeitos analgésicos sem esses efeitos colaterais

tipicos.
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
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Comparar os efeitos analgésicos dos AP-5 (antagonista do receptor NMDA)
administrado por via intratecal e por via intraganglionar em modelos de dor e

hiperalgesia em ratos.
3.2 Objetivos Especificos

Comparar os efeitos analgésicos do antagonista NMDA (AP-5) administrado
por via intratecal com os efeitos da administragcéo intraganglionar em modelos de

dor em ratos, sendo estes:

e Nocicepgao induzida por injegao de formalina e capsaicina na pata de
ratos;

e Hiperalgesia inflamatdria induzida por inje¢cdo de carragenina na pata
de ratos;

e Hiperalgesia em modelo pds-cirurgico;

¢ Neuropatia por constricdo do nervo ciatico.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para realizagao dos testes foram utilizadas ratas Wistar (com média de massa
de 250 gramas), de 5 — 10 animais por grupo, mantidas em sala com temperatura e
ciclo de luminosidade controlada e acesso a agua e ragédo ad libitum. Todos os
experimentos seguiram as normas éticas estabelecidas para experimentagcdo com
animais acordados, recomendadas pela IASP (ZIMMERMANN, 1983). Todos os
procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica na Utilizagdo de

Animais da Universidade Federal de Uberlandia, registrado sob o Protocolo 109/17.
4.2 Drogas utilizadas

e |[soflurano 1mL/mL;
e 2-amino-5-fosfopentdico (AP-5)
o Intratecal contendo 18 pg diluido em 10 pL de salina (FERRARI et
al., 2014);
o Intraganglionar contendo 9 pg diluido em 5 pL de salina (FERRARI
et al., 2014);
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e Capsaicina intraplantar contendo 10 uyg em 50 pl de salina (LEMES et al.,
2018);

e Carragenina intraplantar contendo 100 ug em 50 ul de salina (VIVANCOS
et al., 2004);

e Formalina 1% (SHIELDS et al., 2010) intraplantar diluida em 50 pl de salina
(VIVANCOS et al., 2003);

4.3 Administracao de drogas

Nos testes comportamentais, as drogas foram administradas pelas vias:

intraplantar (i.pl.), intratecal (i.t.) ou intraganglionar (i.gl.).
4.3.1 Administragao intraplantar (i.pl.)

As drogas foram injetadas na pata traseira direita dos ratos por meio de uma
agulha hipodérmica 26G, conectada a uma seringa e inserida no meio da pata, entre
as cinco calosidades distais. As inje¢cbes foram realizadas utilizando um volume de
50 ul (VIVANCOS et al., 2003).

4.3.2 Administracao intratecal (i.t.)

Os animais foram anestesiados com inalagdo de isoflurano (Isoforine®
1mL/mL). Em seguida realizou-se a tricotomia dorsal na altura das cristas iliacas.
Posteriormente, os animais foram posicionados em decubito ventral sobre um
cilindro, para que sua regidao lombar ficasse hiperfletida. O método de injecéo
intratecal foi realizado de acordo com o trabalho publicado por Mestre et al.,
(MESTRE et al., 1994). Uma agulha fixa em seringa (Injex®), 29G, 50 unidades, para
insulina foi inserida no espago subaracndide, perfurando a regido medial entre as
vértebras L5-L6 (+ 1), local onde a medula termina e a calda equina se inicia, em
angulo de aproximadamente 90°, e um volume de 10 uL (contendo 18 ug de AP-5)
foi injetado (Figura 4). A correta localizagdo da pungéo no espago subaracnoide foi
verificada pela observacao de um reflexo motor na cauda do animal. Apés a injecao,
a agulha foi mantida por dois segundos em posigao antes de sua cuidadosa retirada,

para evitar o refluxo da solugao injetada.
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Fonte: Adaptado de Mestre et al.,1994

Figura 4. Injecdo intratecal em ratos. Inser¢do da agulha no espago subaracnoideo
na regiao medial entre as vértebras L5-L6.

4.3.3 Administragao diretamente no ganglio da raiz dorsal
(i.gl.)

A injecdo de drogas via intraganglionar, em especifico, no GRD-L5 foi

realizada segundo a técnica de injecéo direta descrita por Ferrari et al. em 2007.

Devido ao pequeno tamanho do ganglio, volumes acima de 5 yL sdo passiveis
de extravasar e permear estruturas adjacentes ao ganglio. Dessa maneira, para que
o volume de 5 pl (contendo 9 pg de AP-5 ou salina) pudesse ser administrado sem
o risco de permear estruturas adjacentes ao ganglio, foi confeccionada uma escala
utilizada para controle fino da quantidade de solugéo injetada. Esta escala foi
adaptada a um cateter de 30 cm PE-10 (Intramedic Clay Adams®, diametro interno
de 0.28 mm e externo de 0.61 mm), calibrado de maneira que 25 mm de
deslocamento da solugédo dentro do cateter corresponderiam ao depdsito de 1l de
solugao. O cateter foi conectado a uma agulha gengival (Dentbras®, 30G curta), e,

em sua outra extremidade, a uma seringa de vidro (BD® Glass LOR Syringe).

Os animais foram anestesiados com inalagdo de isoflurano (lsoforine®
1mL/mL). Logo apds a realizagao da tricotomia dorsal na altura das cristas iliacas,

0s animais entao foram posicionados em decubito ventral sobre um cilindro, de modo
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que sua regiao lombar ficasse hiperfletida. A 1,5 cm lateralmente a coluna vertebral,
cerca de 0,5 cm em diregcao caudal a uma linha imaginaria passando pelas bordas
rostrais das cristas iliacas, foi inserida uma canula-guia (agulha hipodérmica 25x7)
com o objetivo de facilitar a penetracdo da agulha gengival na pele dos animais. A
agulha gengival foi inserida, através da canula-guia, em dire¢cdo ao espaco
intervertebral entre a quinta e a sexta vértebra lombar, até que o processo 6sseo
lateral vertebral seja atingido. Com movimentos finos a agulha atinge o GRD e neste
momento ocorre um reflexo motor caracteristico da pata ipsilateral, indicando a
penetragcdo da ponta da agulha no ganglio da raiz dorsal do quinto nervo espinal
lombar, o qual esta localizado sob o processo transverso da quinta vértebra lombar
(Figura 5).
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Fonte: Adaptado de Ferrari et al., 2006

Figura 5. Injecao intraganglionar. A: linha imaginaria tangente as bordas das cristas
iliacas utilizadas como referéncia para localizar o processo dorsal da sexta vértebra
lombar (L6) no rato (linha tracejada). B: posigdo da ponta da agulha injetora sob o
processo lateral da quinta vértebra lombar, onde o GRD-L5 esta alojado. C: agulha
injetora sendo inserida em um angulo de 45° no intuito de alcangar o GRD-L5. D:
material utilizado para a realizagéo do teste (agulha gengival-cateter-seringa de vidro).
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4.4 Testes Comportamentais

4.4.1 Teste da capsaicina

Neste teste, proposto por Sakurada et al. em 1992, foi realizada injegao
intraplantar subcutanea de 50 pl contendo 10 pg de capsaicina (Sigma®) na pata
traseira direita dos animais tratados. A injecao foi realizada apds 30 minutos da
injecao intraganglionar (9 ug diluido em 5uL de salina) ou intratecal (18 ug diluido
em 10 pL de salina) do antagonista do receptor NMDA AP-5 (diluido em salina). No
grupo controle realizou-se a administracao intraganglionar de veiculo (5uL de salina)
e injegao intraplantar da mesma dose (50 pl contendo 10 pg) de capsaicina apés 30
minutos da administragao intraganglionar de salina. Em todos os grupos (tratados e
controle) foram contados o numero de reagdes nociceptivas (lambidas, movimentos
de “sacudida” relacionada a sensagao de dor em ratos) observados por 5 minutos.

Os grupos experimentais foram os seguintes:

1) Salina i.gl., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administracao de
solucdo salina (5ul) através da injegao intraganglionar.

2) AP-5 i.gl., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administracéo de 9
Mg/5ul de AP-5 através da injegao intraganglionar.

3) AP-5 i.t., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administragéo de 18

Mg/10ul de AP-5 através da injegao intratecal.

4.4.2 Teste da Formalina

Utilizamos o teste da formalina como modelo para avaliar o sistema sensorial
nociceptivo dos animais. Segundo estudos prévios (CODERRE et al., 1990, 1994,
PARADA et al., 2001) este experimento induz uma resposta bifasica, que parece

estar relacionada a mecanismos de sensibilizagao centrais e periféricos.

O teste foi realizado ap6s 30 minutos da injegéo intraganglionar (9 ug diluido
em 5L de salina) ou intratecal (18 pg diluido em 10 uL de salina) do antagonista do
receptor NMDA AP-5. No grupo controle realizou-se a administracéo intraganglionar

de veiculo (5uL de salina).
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Os animais foram colocados em uma camara de acrilico por cerca de 15
minutos para adaptacao. Entao, realizada injegao intraplantar de 50 uL de Formalina
a 1%. Sem intervalo, os animais foram observados por 60 minutos. O tempo de
registro foi separado em blocos de 5 minutos e um score de dor foi determinado para
cada bloco de acordo com o numero de reagdes nociceptivas que cada animal

apresentou durante a observacgao. Os grupos experimentais foram os seguintes:

1) Salina i.gl., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administracéo de
solucdo salina (5ul) através da injegao intraganglionar.

2) AP-5 i.gl., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administracdo de 9
Mg/5ul de AP-5 através da injegao intraganglionar.

3) AP-5 i.t.,, no qual foi realizada a constricdo do nervo e administracéo de 18

Mg/10ul de AP-5 através da injegao intratecal.

4.4.3 Teste de pressao crescente: von Frey eletrénico

Esse teste foi empregado neste trabalho nos testes de carragenina,
hiperalgesia pos-cirurgica e de constricdo do nervo ciatico. Foi realizado pelo método
de pressao crescente descrito em 2004 por Vivancos et al. Para tanto, utilizamos o
aparelho (von Frey eletrénico, Insight®) composto de um transdutor de pressao ligado
por um cabo a um detector digital de forca, expressa em gramas. Ao transdutor &
adaptada uma ponteira Universal Tips10 pL (T-300, Axygen®) que estimula
diretamente a pata do animal. O teste consiste em aplicar a ponteira em angulo reto
na regido central da pata traseira do animal com uma pressdo gradualmente
crescente, o que provoca uma resposta de flexdo caracteristica. O estimulo é

interrompido apos a observagao da resposta, na qual o animal retira e agita a pata.

A pressao registrada no aparelho no momento do reflexo do animal é
considerada como o limiar mecanico nociceptivo. Durante os experimentos os
animais sdo mantidos em caixas acrilicas medindo 12 x 100 x 17 cm de altura, com
assoalho formado por uma rede de malhas medindo cerca de 5 mm? constituida de
arame nao maleavel de 1 mm de diametro. Essas caixas sdo mantidas a cerca de
25 cm da superficie de uma bancada, de modo que a estimulagdo da pata traseira

dos animais seja realizada. Antes de iniciar o experimento os animais permanecem
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nessas caixas por quinze minutos para a adaptacdo. A sensibilidade mecanica é

obtida pela média de pelo menos 4 medidas de cada pata.
4.4.4 Teste da Carragenina

Esse teste também foi realizado pelo método descrito em 2004 por
Vivancos et al. Realizamos injecéo intraplantar subcutanea de 50 pl contendo 100
Mg de carragenina na pata traseira direita dos animais. Meia hora antes da terceira
hora apds a administragao de carragenina, foi realizada aplicagao de AP-5 (9 ug/5uL
i.gl. ou 18 pg/10uL i.t.) ou salina (5uL i.gl.), no grupo controle. Em todos os grupos
(tratados e salina) o limiar de sensibilidade mecanica (von Frey eletrénico) foi
avaliado antes da injegao de carragenina (medida basal) e a cada 1,5 hora até a

sexta hora da injegao de carragenina. Os grupos experimentais foram os seguintes:

1) Salina i.gl., no qual foi realizada a constricao do nervo e administracao de
solucdo salina (5ul) através da injegao intraganglionar.

2) AP-5 i.gl., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administracéo de 9
Mg/5ul de AP-5 através da injegao intraganglionar.

3) AP-5 i.t., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administracéo de 18

Mg/10ul de AP-5 através da injegao intratecal.

4.4.5 Hiperalgesia pés-cirurgica

Da mesma forma que o experimento da carragenina, descrito anteriormente,
aqui os animais também foram submetidos ao teste para a deteccao do limiar de
nocicepg¢ao mecanica (von Frey eletrénico, descrito anteriormente) basal. O teste foi

repetido com uma, trés e seis horas apds a conclusao do procedimento cirurgico.

O procedimento cirurgico foi realizado de acordo com a técnica descrita por
Brennan et al. em 2005 (Figura 6). A cirurgia foi realizada em todos os animais apos
30 minutos da injecao intraganglionar (9 ug diluido em 5uL de salina) ou intratecal
(18 pg diluido em 10 pL de salina) do antagonista do receptor NMDA AP-5. No grupo
controle realizou-se a administracao intraganglionar de veiculo (5uL de salina). Os
animais foram anestesiados com isoflurano (Cristalia® 1mL/mL). Antissepsia com

clorexidina aquosa 1% (Cimed®) foi realizada na pata direita traseira. Uma incisdo
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longitudinal, com Iamina de bisturi numero 11, de cerca de 1 cm foi realizada através
da pele e fascia, iniciando-se a 0,5 cm do calcanhar até os dedos da pata. Solugao
de gentamicina 40 mg/mL (Hypofarma®) embebida em algodao foi aplicada
localmente para que, entdo, a incisdo fosse suturada com ponto simples utilizando

fio nylon 5-0 (Shalon®). Os grupos experimentais foram os seguintes:

1) Salina i.gl., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administragcao de
solucdo salina (5ul) através da injegao intraganglionar.

2) AP-5 i.gl., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administracdo de 9
Mg/5ul de AP-5 através da injegao intraganglionar.

3) AP-5 i.t.,, no qual foi realizada a constrigdo do nervo e administracéo de 18

Mg/10ul de AP-5 através da injecao intratecal.

Fonte: Adaptado de Brennan et. al, 2005.

Figura 6. Diferentes estagios da incisao plantar em ratos. A: leséo longitudinal
de 1 cm é feita através da pele e fascia iniciando a 0,5 cm da porgéo proximal do
calcanhar extendendo até o meio da pata. B: o musculo flexor é elevado e também
incisionado longitudinalmente. C: o musculo é seccionado longitudinalmente. D:
Depois de realizada hemostasia, a ferida foi suturada com Nylon 5-0.
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4.4.6 Constricao Cronica do Nervo Ciatico

A constricdo cronica do nervo ciatico foi realizada segundo uma adaptagéo do
modelo proposto por Bennett e Xie em 1988. Sob anestesia induzida por Tiopental
Sadico (40 mg/Kg), o nervo ciatico do lado direito foi exposto por meio de uma incisdo
na pele e corte feito através do tecido conjuntivo entre o musculo superficial do gluteo
e o biceps femoral. Quatro ligaduras (Poligalactina 910, 4-0), foram amarradas ao
redor do nervo ciatico com intervalo de 1 mm entre cada, para obstruir, mas nao
interromper o fluxo sanguineo epineural. A incisdo foi suturada e o animal
permaneceu em recuperagao por um periodo de 24 horas (AUSTIN et al., 2012)
(Figura 7).

ApoOs a mensuragédo dos valores basais referentes a estimulos mecanicos
através do teste von Frey eletrénico foi realizado o procedimento cirurgico para a
constricdo do nervo ciatico. As administragées da solugao salina e do antagonista
foram realizadas de acordo com os grupos descritos abaixo, 30 minutos antes da
cirurgia e durante os quatro dias posteriores. Os grupos experimentais foram, entéo,
submetidos ao teste de sensibilidade mecéanica durante 28 dias, sendo que as
avaliagdes ocorreram diariamente nos quatro primeiros dias e semanalmente nas
quatro semanas subsequentes a cirurgia. Nos dias em que foram realizados os
tratamentos (1° ao 4°) o teste von Frey foi realizado duas vezes, a primeira antes da
administracao da droga e a segunda uma hora ap6s. Os grupos experimentais foram

0S seguintes:

1) Sham, no qual foi realizada uma simulagdo da cirurgia, que consiste na
exposicao do nervo sem que sejam feitam as ligaduras no mesmo.

2) Salina i.gl., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administragéo de
solugdo salina (5ul) através da injegao intraganglionar.

3) AP-5 i.gl., no qual foi realizada a constrigdo do nervo e administragao de 9
Mg/5ul de AP-5 através da injecao intraganglionar.

4) AP-5 i.t., no qual foi realizada a constricdo do nervo e administragdo de 18

Mg/10ul de AP-5 através da injegao intratecal.
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Fonte: Fagundes et. al, 2017

Figura 7 Cirurgia de contricao cronica do nervo ciatico. Em A: apresenta o
nervo exposto apos incisao na pele e através do tecido conjuntivo. Em B: apresenta
as ligaduras (em azul) posicionadas ao redor do nervo.

4.5 Analise Estatistica
Os dados representam a médiatEPM de 5-10 animais por grupo experimental.
Os dados obtidos nos experimentos foram comparados através da Anadlise de
Variancia (ANOVA) de uma via ou duas vias, seguidos dos pos-testes de Dunnet e
Bonferroni, quando adequados. As analises estatisticas foram feitas com o auxilio
do software GraphPadPrism 4®, e as diferencas consideradas estatisticamente

significativas para P<0,05.
5. RESULTADOS

5.1 Participacao dos receptores NMDA na nocicep¢ao induzida

por capsaicina

O pré-tratamento com AP-5 tanto por via intraganglionar (i.gl.) como pela via
intratecal (i.t.) diminuiu o numero de reagdes nociceptivas observadas apos a
aplicacéo de capsaicina intraplantar (i.pl) quando comparados ao grupo controle
(salina i.gl.). (55,2+4,8 vs. 31,844,7 e 30,5%+6,1; controle vs. AP-5 i.gl. e i.t,
respectivamente; P<0,05). Foram usados 10 animais por grupo (Figura 8).
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Figura 8. Teste de nocicepgado induzida por
capsaicina. Os animais foram tratados por via
intraganglionar com veiculo (NaCl 0,9%, 5 ul) ou AP-
5 (9 ug/5ul, i.gl. ou 18 ug/10ul, i.t.) 30 minutos antes
da injecédo intraplantar de capsaicina (10 ug/50 ul). O
numero de reacdes nociceptivas foi avaliado durante
5 minutos apos a injecédo de capsaicina. *p<0,05 vs.
Salina. (ANOVA-Dunnet). Os dados representam
médiatEPM de 10 animais por grupo.

5.2 Participacao dos receptores NMDA na nocicep¢ao induzida

por formalina

Este teste apresenta duas fases caracteristicas: a primeira, neurogénica,
quando ocorre ativagao direta dos nociceptores pela formalina, e a segunda,
inflamatdria. Na primeira fase os animais pré-tratados com AP-5 pela via i.gl.
apresentaram diminuigao significativa do comportamento nociceptivo em relagao ao
controle (93,817,2 vs. 53,31£10,1; controle vs. AP-5i.gl.; P<0,05). Ja na segunda fase,
o tratamento com o antagonista de NMDAR diminuiu as reag¢des nociceptivas tanto
pela via central, quanto pela via periférica (75,4+4,1 vs. 47,6+5,4 e 51,1+8,3; controle
vs. AP-5 i.t. e i.gl., respectivamente; P<0,05). Foram usados 6 animais por grupo
(Figura 9).
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Figura 9. Teste de nocicep¢ao induzida por formalina. Os
animais foram tratados por via intraganglionar com veiculo (NaCl
0,9%, 5 pl) ou AP-5 (9 pg/5ul, i.gl. ou 18 pg/10ul, i.t.) 30 minutos
antes da injecdo intraplantar de formalina 1%. O numero de
reagdes nociceptivas foi contada nos primeiros 15 minutos (fase
1) e de 20 a 60 minutos (fase 2). *p<0,05 vs. Salina ANOVA-
Dunnet. Os dados representam médiatEPM de 6 animais por

grupo.

5.3 Participacao dos receptores NMDA na hiperalgesia induzida

por carragenina

O pré-tratamento com AP-5 tanto por via intraganglionar (i.gl.) como pela via
intratecal (i.t.) aumentou significativamente os limiares de nocicep¢ao mecénica
observados apos trés (5511,8 vs. 69,5+2,7 e 73,3+1,1; controle vs. AP-5 i.gl. e i.t,,
respectivamente; P<0,0001) e quatro horas e meia (55,2+0,9 vs. 70,4+1,2 e 68%1;
controle vs. AP-5i.gl. e i.t., respectivamente; P<0,0001) da aplicagao de carragenina
intraplantar (i.pl.) quando comparados ao grupo controle (salina i.gl.). Foram usados

6 animais por grupo (Figura 10).
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Figura 10. Teste de hiperalgesia induzida por
carragenina. Avaliagéo do limiar mecanico em von Frey
eletrénico antes; 1,5; 3; 4,5 e 6 horas apds aplicagao
intraplantar de carragenina (100 pg/50ul). Os animais
foram tratados por via intraganglionar com veiculo (NaCl
0,9%, 5 pl) ou AP-5 (9 pg/5ul, i.gl. ou 18 pg/10pl, i.t.) 30
minutos antes da terceira hora apos a injegao intraplantar
de carragenina. ***p<0,0001 vs. Salina. (ANOVA-duas
vias). Os dados representam meédiatEPM de 6 animais
por grupo. # indica a aplicagao intraplantar de carragenina.

5.4 Participacao dos receptores NMDA na hiperalgesia poés-
cirargica
No teste para avaliar hiperalgesia pds-cirurgica o antagonista NMDAR (por via
intratecal ou intraganglionar) ou veiculo (intraganglionar) foi injetado 30 minutos
antes da cirurgia de incisdo na pata de ratos. N&do houve aumento do limiar mecénico
sensitivo dos grupos tratados com AP-5 (i.gl. e i.t.) em relagdo ao grupo salina (i.gl.)
em nenhum dos momentos avaliados, isto é, a cirurgia realizada n&o produziu uma
sensibilizagao suficiente para que o efeito analgésico pudesse ser observado. Foram

usados de 9-10 animais por grupo (Figura 11).
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Figura 11. Teste de hiperalgesia péds-cirurgica.
Avaliacédo do limiar mecanico em von Frey eletrénico
antes; 1; 3 e 6 horas apos lesdo cirurgica plantar. Os
animais foram pré-tratados por via intraganglionar com
veiculo (NaCl 0,9%, 5 ul) ou AP-5 (9 pg/5ul, i.gl. ou 18
Mg/10 pl, i.t.) 30 minutos antes do procedimento cirurgico.
(ANOVA uma via). Os dados representam médiatEPM de
9-10 animais por grupo.

5.5 Participacao dos receptores NMDA na hiperalgesia induzida
por constricao do nervo ciatico

Para avaliar o efeito do antagonista NMDA sobre a hiperalgesia induzida por
neuropatia, os animais foram tratados com o antagonista (via intratecal ou via
intraganglionar) ou com salina imediatamente antes da cirurgia para constrigdo do
nervo ciatico e depois diariamente durante os préximos 4 dias apds a cirurgia. A
cronificagao da hiperalgesia foi avaliada semanalmente até o 28° dia apds a cirurgia.
Os grupos tratados com AP-5 (i.t. ou i.gl.) apresentaram um aumento no limiar de
sensibilidade mecanica (teste de von Frey eletronico), quando comparados ao grupo
salina (i.gl.), no primeiro e no terceiro dia apds cirurgia. Ja no segundo e no quarto
dia apenas o grupo AP-5 (i.t.) apresentou reducéo na sensibilidade. A administragao

dos antagonistas por via intratecal resultou em efeito analgésico superior aquele
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induzido pela administracdo de AP-5 por via intraganglionar. Foram usados de 5-7

animais por grupo (Tabela 1; Figura 12)

Tabela 1. Limiar mecéanico (em gramas) da pata obtidos 1 hora apés
administragcao dos tratamentos nos primeiros 4 dias apos constri¢gao crénica do
nervo ciatico

Dias apds a cirurgia
1 2 3 4

Salinai.gl. [7] 10,937 £0,7 15,095+ 0,8 13,861 +1,4 20,966 + 1,5
AP-5igl.[6] 24,905+2,8" 22,022+3,9 26,705+1,5" 26,594 +1,7

AP-5 i.t. [9] 37,480 +24™ 31,0056+4,4" 32660+1,7" 38,060+4,3"

Valores representam média + EPM, (***) indica p<0,001 quando comparado por meio
de ANOVA de duas vias a medida referente ao grupo Salina i.gl. [n].
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Figura 12. Avaliagcdao do efeito agudo de antagonistas de receptores NMDA
sobre hiperalgesia mecanica induzida por constricao de nervo ciatico.
Avaliagdo do limiar mecanico em von Frey eletrénico nos quatro dias apds cirurgia
uma hora ap6s administragédo intraganglionar de veiculo (NaCl 0,9%, 5 ul) ou AP-5
(9 pg/5ul, i.gl. ou 18 pg/10ul, i.t.). *p<0,01 vs. Salina. (ANOVA duas vias - Bonferroni).
Os dados representam médiatEPM de 5-7 animais por grupo.
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5.6 Avaliacao do efeito de antagonistas do receptor NMDA sobre
a cronificacdo da hiperalgesia induzida por contricao de nervo
ciatico.

Os animais dos grupos tratados que passaram pela cirurgia de constricao
cronica do nervo ciatico manifestaram um reduzido limiar mecanico a partir do
primeiro dia apos a cirurgia. A partir da primeira semana (7° dia) os grupos tratados
apresentaram um aumento crescente do limiar mecanico, indicando efeito
analgésico para os grupos tratados do AP-5. No 21° dia ambos os grupos tratados
com AP5 (i.t. e i.gl.) apresentaram aumento significativo no limiar de sensibilidade
mecanica e o grupo AP-5 i.t. manteve este efeito também no 28° (Tabela 2; Figura
13)

Tabela 2 - Limiar mecanico (em gramas) da pata ipsilateral e
contralateral dos grupos controle e tratados.

Dias apods a cirurgia
7 14 21 28
Salina i.gl. [7] 233+15 28,7+29 348+32 409+3,6

Sham [6] 56,4 + 4,1 539+27 544+13 58,6+411
AP5 i.gl. [6] 294+56 394+51 523+58" 542+39

AP5 i.t. [5] 33,3+ 3,1 39,6 +4,1 59,3t54™ 59,7+ 57"

Valores representam média + EPM, (**) indica p<0,01 e (***) indica
p<0.001 quando comparado por meio de ANOVA de duas vias a medida
referente ao grupo Salina i.gl. [n].
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Figura 13. Avaliagao do efeito de antagonistas de receptores NMDA em longo
prazo sobre a hiperalgesia induzida por constricdo de nervo ciatico. Avaliagao
do limiar mecanico através do teste de von Frey eletrdbnico em diferentes dias apds
a cirurgia de constricdo crbénica do nervo ciatico. *p<0,05 vs. Salina. (ANOVA duas
vias - Bonferroni). #p<0,01 vs. Sham. (ANOVA duas vias - Bonferroni) Os dados
representam médiatEPM de 5-7 animais por grupo.

6. DISCUSSAO

O glutamato ¢é o principal neurotransmissor do sinal doloroso entre neurénios
de primeira e de segunda ordem na medula espinal. Atualmente, considera-se que
receptores NMDA medulares estdo envolvidos em processos de sensibilizacio
central, ocorrendo especialmente em situacdes de dor cronica e neuropatica. Os
resultados mostrados neste estudo indicam que a administragdo intratecal e
intraganglionar de antagonistas dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
produzem analgesia de maneira semelhante em diferentes modelos experimentais
de dor. Estes dados indicam que a analgesia obtida pela administracdo de
antagonistas de NMDAR na clinica pode ocorrer, ao menos em parte, através do
bloqueio de receptores periféricos. Deste modo, o estudo abre novas perspectivas

para o desenvolvimento de farmacos com efeitos analgésicos e menos efeitos
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colaterais, que sao caracteristicos da administracdo central de antagonistas

NMDAR, como psicose e agitagdo motora.

Em estudo anterior (FERRARI et al., 2014) foi evidenciada a liberagcdo de
glutamato no ganglio da raiz dorsal e a ativacdo de receptores NMDA em células
satélites gliais. Neste trabalho foi determinada a participagdo destes receptores
periféricos na hiperalgesia inflamatéria, induzida por injecao de prostaglandina E2 na
pata de ratos. Resultados mais recentes de nosso laboratorio, entretanto, sugeriram
que a participacdo dos receptores NMDA periféricos também na dor aguda.
Considerando estes resultados e a importancia da utilizagdo de antagonistas de
NMDAR na clinica, decidimos por avaliar a participacao dos receptores periféricos,
presentes no ganglio da raiz dorsal, na analgesia induzida por um antagonista de
NMDAR, o AP-5, em diferentes modelos de dor. Para tanto, foram comparados os
efeitos obtidos pela administragdo central do antagonista, pela via intratecal, com os
efeitos obtidos pela administragcdo do antagonista por via intraganglionar. Importante
salientar que substancias administradas por via intratecal tem acesso ao ganglio da
raiz dorsal (JOUKAL et. al., 2016). No estudo de Ferrari e col (2014) verificamos que
a administracao intratecal de NMDA pode ser bloqueada através da administracao
intraganglionar do antagonista AP-5. Isto demonstra, ndo sé a importancia dos
receptores presentes no ganglio da raiz dorsal, mas também a comunicacao entre o
espaco subaracnoide e o ganglio. Além disso, foi mostrado que a injecéo do agonista
AMPA causa um efeito pré-nociceptivo que nao é bloqueado pela administracdo de
antagonista (DNQX) no ganglio da raiz dorsal. Esta € uma evidéncia de que
substancias administradas por injecao intraganglionar tem agao restrita ao ganglio
injetado. A seletividade deste tipo de injecado foi demonstrada também em outros
estudos (ARALDI et al., 2013; SOUZA et al., 2013). Utilizando a técnica de inje¢ao
intraganglionar no ganglio L5 direito podemos avaliar efeitos sobre estimulacéo da
pata traseira direita, visto que este ganglio possui uma parte importante dos
neurénios que inervam este membro (FERRARI et al., 2007). Deste modo, para que
fosse possivel comparar o efeito central (intratecal) do antagonista de NMDAR com
o efeito periférico (intraganglionar), foram escolhidos testes de dor e hiperalgesia que

envolvam avaliagao da pata traseira de ratos.

No primeiro teste comparamos o efeito da administragdo intraganglionar e

intratecal do antagonista de NMDAR no teste da capsaicina. Neste experimento,
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administra-se capsaicina na pata e avalia-se a resposta comportamental nociceptiva,
durante 5 minutos. Os resultados aqui apresentados mostram que a aplicagao
intraganglionar e intratecal de AP-5 inibiram a nocicepgéo estimulada por capsaicina
de forma semelhante. A capsaicina ativa os neurdnios sensoriais aferentes primarios
através de acgéao direta sobre o receptor TRPV1 (canais em receptores de potencial
transitorio vaniléide, tipo 1) altamente expresso por um subconjunto de nociceptores
associados a fibras C (HOLZER, 1991). Este receptor € um canal ibnico que promove
despolarizagdo e excitagdo direta dos neurdnios, esse resultado sugere, que a
ativacao de fibras C leva a liberacado de glutamato no GRD seguido da ativagao de
receptores NMDA, possivelmente em células satélites no GRD (FERRARI et al.,
2014). Considerando que ndo houve diferenca entre os efeitos das administragbes
intratecal e intraganglionar, e lembrando que as substancias administradas por via
intratecal chegam ao GRD, podemos inferir que o efeito analgésico da administragcao
de antagonista NMDAR ocorra, ao menos em parte, no GRD. Ainda, este resultado
mostra que os receptores NMDA periféricos participam também do processamento
da dor aguda e n&o apenas em processos envolvendo sensibilizacdo, como
assumido em trabalho anterior (FERRARI et al, 2014).

Considerando a possivel aplicacado clinica destes achados, decidimos por
avaliar a participacdo dos NMDAR periféricos em outros modelos de dor ou
hiperalgesia. Um teste nociceptivo bastante utilizado em estudos de analgesia é o
teste da formalina (McROBERTS et al., 2011; SHIELDS et al., 2010). Este teste
consiste na aplicacédo intraplantar de formalina, que, neste caso foi utilizada na
concentragédo de 1% para entdo podermos avaliar a resposta comportamental
nociceptiva, durante uma hora, dividida em blocos de 5 minutos. O mecanismo exato
pela qual o teste da formalina acontece ainda precisa ser esclarecido. De fato,
estudos eletrofisioldgicos demonstraram que os nociceptores associados a fibras A9,
C e até mesmo as AB (nao nociceptivas) parecem ser ativadas durante as duas fases
do teste. A primeira fase, também denominada de neurogénica, momento em que
ocorre ativagdo direta de nociceptores pelo agente irritante e a segunda fase,
conhecida como fase inflamatdria, caracterizada pela marcante presenca de
mediadores inflamatérios (PARADA et. al, 2001). Na primeira fase do presente
estudo, podemos observar uma diminuicdo do numero de reag¢des nociceptivas dos

animais tratados com AP-5 i.gl. em relagédo ao grupo controle, enquanto houve uma
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tendéncia a diminuigdo também no grupo tratado pela via intratecal. Na segunda fase
encontramos diminuigdo tanto pela via central como periférica. Considerando que
alguns autores sugerem que a segunda fase do teste da formalina depende de
sensibilizagado central (McCROBERTS et al., 2011), seria de se esperar um efeito
analgésico de maior intensidade quando o antagonista NMDAR fosse administrado
por via intratecal, o que n&o ocorreu visto que os efeitos foram semelhantes nas duas
vias testadas. Um estudo interessante publicado por Christoph e col., (2005) mostrou
que a administragdo do antagonista de NMDAR, o 5,7-DCK, um antagonista que tem
muito pouco acesso ao sistema nervoso central apresentou efeito analgésico
semelhante a um antagonista de ag¢ao central. Neste estudo, os autores sugerem
que deve haver um alvo periférico para o antagonista de NMDAR, que ainda nao
estaria identificado. Os resultados aqui apresentados indicam que o ganglio da raiz

dorsal deve ser o0 alvo para efeito do antagonista periférico.

Também foi realizado um teste de hiperalgesia em modelo pdés-cirurgico. O
pré-tratamento com o antagonista NMDAR por via intratecal ou intraganglionar ndo
afetou a sensibilidade nociceptiva em nenhum dos tempos avaliados. Neste
experimento verificamos que ocorreu um aumento na sensibilidade mecanica
apenas na primeira hora apos a cirurgia. Nesse modelo a lesdo gera a ativagao e
sensibilizagcdo de nociceptores centrais e periféricos (BRENNAN et al., 2005). Em
concordancia com nossos resultados, Zahn et. al em 1998, também nao detectaram
inibicdo da hiperalgesia mecéanica no mesmo modelo com a administragédo de AP-5
por via intratecal, sugerindo que talvez o estimulo n&o fosse intenso o suficiente para
sustentar a ativacado de receptores NMDA centrais e, ainda, que a plasticidade e
sensibilizagao central nesse modelo seja menos intensos do que nos modelos de

irritacéo quimica, lesdo neuronal e inflamacgéao.

Outro modelo experimental classico no estudo da dor é o teste da carragenina
(CUNHA et al., 2004; POOLE et al., 1999), que é um modelo para avaliagado da
hiperalgesia inflamatéria. Neste caso, é avaliada a variagao no limiar de sensibilidade
mecanica na pata dos animais. A carragenina € um polissacarideo extraido de algas,
bastante utilizado na industria alimenticia e que, quando injetado no tecido
intraplantar dos animais induz uma resposta inflamatoéria aguda tipica, com migragéao
neutrofilica e liberagdo de mediadores inflamatérios, tais como TNF-q, IL-13 e PGE2
(CUNHA et. al., 2008). A injecao do antagonista de NMDAR pelas duas vias testadas
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foi igualmente eficiente em promover analgesia no modelo de hiperalgesia
inflamatdria. A dor aguda inflamatdéria é reconhecidamente dependente da agéo de
prostaglandinas que atuam por sensibilizar neurbnios aferentes primarios
associados a fibras C. O papel de receptores NMDA do GRD foi anteriormente
descrito na sensibilizagao induzida por prostaglandina E2 na pata de ratos (FERRARI
et al., 2014). Os resultados apresentados neste estudo mostram que antagonista do
NMDAR apresenta efeito analgésico em modelo de inflamag&o aguda e ainda sugere

que este efeito se deva a inibigcdo de receptores periféricos.

O envolvimento de receptores NMDA na dor tem sido implicado
principalmente em processos que envolvem sensibilizagdo central. Estudos
eletrofisiolégicos demonstram que a estimulagdo repetida de fibras aferentes
primarias leva a um aumento da resposta em neurdnios de segunda ordem
(HERRERO:; LAIRD; LOPEZ-GARCIA, 2000). Este processo foi denominado de
“Wind up” e depende de uma plasticidade sinaptica que ocorre de forma similar a
potenciagédo de longa duragdo (LTP). O LTP pode aumentar fungdes sinapticas em
certas regides do cérebro, e também no corno dorsal da medula, onde pode ser
induzido por lesédo periférica. Uma caracteristica do LTP é a participagdo dos
receptores NMDA (ZHUO, 2009). Com o intuito de diferenciar a participacdo de
receptores NMDA centrais e periféricos em um modelo que possivelmente envolva
sensibilizacao central, decidimos por testar os efeitos da administracéo intratecal e
intraganglionar do AP-5 em modelo de dor neuropatica induzida por constricdo do
nervo ciatico (BENNETT; XIE, 1988). O experimento consiste em uma lesao
periférica causada por constricdo cronica unilateral do nervo ciatico. Os grupos
experimentais foram submetidos ao teste de sensibilidade mecanica (von Frey
eletrénico) durante 28 dias, sendo que as avaliagdes ocorreram diariamente nos
quatro primeiros dias e semanalmente nas quatro semanas subsequentes a cirurgia.
O tratamento com o antagonista AP-5 por via intraganglionar ou intratecal foi
realizado antes da cirurgia e depois, diariamente nos 4 dias seguintes. O efeito
analgésico agudo induzido pelo antagonista foi avaliado nos quatro primeiros dias
apods a cirurgia. Neste caso, percebe-se que o antagonista de NMDAR promoveu
efeito analgésico mais intenso quando administrado por via intratecal. Acreditamos
que isso se deva ao fato de que a injegcdo central alcance um numero maior de

neurénios e ganglios, ja que o AP-5 se dispersa pela medula através do liquido
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cefalorraquidiano, enquanto a via intraganglionar tem efeito restrito a um ganglio
(L5), o qual se relaciona a maior parte dos neurdnios que inervam a regiao central
da pata. Por outro lado, quando o efeito dos antagonistas sobre a dor crbnica
neuropatica foi avaliado ao longo das semanas, podemos observar que a
administragao periférica do antagonista apresentou efeito semelhante ao causado
pela administragcdo central. Estes resultados sao corroborados por estudo de
Christoph e col (2005) que verificaram que administragdo do antagonista de agao
periférica, 5,7-DCK, apresenta efeito equivalente a um antagonista de acao central
também em modelo de neuropatia por constricdo do nervo. Neste estudo € mostrado
que o antagonista de acao central € capaz de bloquear, na medula espinhal, o
processo de “Wind-up” causado por estimulacdo repetida do nervo periférico
enquanto que a administracdo do antagonista periférico ndo apresentou este efeito
central. Ainda, neste estudo foi avaliado o comportamento motor dos animais
tratados com o antagonista de agao periférica e estes ndo apresentaram alteragao
alguma, diferente dos animais que foram tratados com o antagonista de agao central.
Este estudo (CHRISTOPH et al., 2005) foi publicado antes daquele em que foi
demonstrado o papel dos receptores NMDA no ganglio da raiz dorsal (FERRARI et
al.,, 2014). Os resultados apresentados neste estudo indicam que os efeitos
observados pelo primeiro estudo devem estar relacionados a efeitos nos ganglios

sensitivos.

A forma exata pela qual o glutamato atua no ganglio da raiz dorsal ainda
carece de investigagao. Os resultados obtidos pelo grupo até entdo, juntamente com
aqueles obtidos por outras publicacbes sobre o tema apontam que durante um
evento nociceptivo o glutamato seja liberado no GRD a partir do neurossoma de
neurdnios nociceptivos. Ja € sabido que transportadores vesiculares de glutamato
(VGLUT), os quais sao responsaveis pela absorcédo do aminoacido excitatério em
vesiculas sinapticas, ja foram identificados no soma de neur6nios de pequeno
didmetro no ganglio da raiz dorsal (KUNG et al., 2013). De fato, em trabalhos
realizados por Hwang et al. (2004), foi relatado que apds a lesdo nervosa ha um
aumento da liberagédo de glutamato no GRD a qual € acompanhada pelo aumento
do transportador vesicular VGLUT2 em neurdnios ganglionares de pequeno

diametro.
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Além do mais, esses eventos parecem estar estreitamente relacionados a
atuacdo dos antagonistas de NMDAR em células satélites e ndo nos neurdnios
sensoriais propriamente ditos. Isso porque os receptores NMDA neuronais
encontram-se bloqueados por um “plug” de Mg2+ (LAUBE; KUHSE; BETZ, 1998),
que soO € liberado quando ocorre uma despolarizagao, em geral por ativagcao de
receptores do tipo acido aminometilfosfénico (AMPA). Todavia, estudos anteriores
demonstraram que a inje¢ao do antagonista do receptor AMPA DNQX no ganglio da
raiz dorsal ndo altera a hipernocicepgao induzida por inje¢do intraplantar de
prostaglandina E2 (PGE2), embora a administragao intratecal deste antagonista
tenha inibido esta resposta (FERRARI et al., 2014). Como sugerido nesse mesmo
estudo, os receptores ganglionares AMPA, em contraste com aqueles que se
expressam poés-sinapticamente no corno da raiz dorsal, ndo parecem estar
envolvidos na sensibilizagdo do neurdnio sensitivo primario (FERRARI et al., 2014).
Além disso, experimentos de imagem de transientes de Ca2+ intracelular em cultura
primaria de GRD revelaram que os receptores NMDA, canal permeavel ao Ca2+ ,
sao ativados apenas em células satélites, sendo que nessas células esses
receptores ndo sao sensiveis ao bloqueio por Mg2+ (FERRARI et al., 2014).
Portanto, é provavel que os receptores NDMA responsaveis pelo efeito periférico de
antagonistas esteja localizado em células satélites gliais. Estas células gliais devem
ser ativadas por agédo do glutamato liberado por neurénios nociceptivos. Hanani et
al. em 2002, 2005 e Ledda et al. em 2009 demonstraram em modelos de dor
neuropatica (axoniotomia) e inflamatdria (neurite do nervo ciatico) que essas células,
presentes nos ganlios da raiz dorsal, podem receber sinais de outras células e
responderem a mudangas ambientais, sugerindo a participacdo das mesmas no
processamento e transmissdo de sinais nos ganglios sensoriais. O mecanismo
proposto pelos autores foi de que a lesao periférica aumentaria a comunicagao
celular através de jungbes comunicantes, provado atraveés de microscopia eletrénica.
Diante dos nossos resultados, sugerimos que o efeito analgésico do AP-5 possa

estar relacionado a diminuicdo da ativacado dessas células.

Diante do exposto, portanto, podemos dizer que os nossos resultados
ampliam o entendimento sobre a acdo desses receptores nao sé em modelos de dor
inflamatdria, mas também em modelo de dor neuropatica. De fato, os resultados

sugerem um papel inédito dos receptores NMDA periféricos no mecanismo da dor.
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Ainda, visto que os efeitos adversos do uso de antagonistas de NMDAR na analgesia
sdo possivelmente decorrentes do efeito dessas drogas sobre o sistema nervoso
central (HAMA et al., 2003), a determinagado do potencial efeito analgésico sobre os
receptores periféricos, no ganglio da raiz dorsal, fornecem evidéncias que justificam
mais estudos que utilizem farmacos que n&o atravessem a barreira
hematoencefalica/hematoneural. Assim, uma vez que nao ha tal barreira nos
ganglios periféricos e que ha muitos poucos tecidos que liberam glutamato ou,
especialmente, que possuam receptores NMDA fora do sistema nervoso central
(DEVOR, 1999), tais farmacos possivelmente apresentem efeito terapéutico sem
apresentarem os efeitos adversos (alucinagbes, sonoléncia, inquietacao,
dissociagdo, sonhos vividos e déficits de memdria e motor) desses antagonistas

utilizados no presente.

7. CONCLUSOES

e A administragcdo intraganglionar do antagonista de receptor NMDA, AP-5,
produz analgesia de maneira equivalente aquela induzida por aplicagao

intratecal em modelos experimentais de dor aguda, inflamatdria e neuropatica.

e O efeito analgésico induzido por administragdo periférica de antagonistas de
NMDAR pode, ao menos em parte, ocorrer por bloqueio de receptores

periféricos presentes no ganglio da raiz dorsal.

¢ Antagonistas NMDA de acéo preferencialmente periférica podem ser uteis no
tratamento de dores de origem neuropatica, possivelmente apresentando

menos efeitos adversos.
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ANEXO - Certificado Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intifulado “Comparacio entre os efeitos
analgesicos promovidos por antagonistas NMDA administrados na medula
e ganglio da raiz dorsal em ratos”, protocolo n® 109/17, sob a
responsabilidade de Celina Monteiro da Cruz Lotufo — que envolve a
producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de § de outubro de 2008, do
Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA). e
foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA,
em reunido 11 de maio de 2018.

{(We certify that the project entitled “Comparagio entre os efeitos analgésicos promovidos por
antagonistas NMDA administrades na medula e ginglio da raiz dorsal em ratos™. protocol 109/17. under
the responsibility of Celina Monteiwro da Cruz Lotufo- invelving the production. maintenance and/or use
of amimals belonging to the phylum Chordata. subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research -
15 in accordance with the provisions of Law n® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n® 6.899 of July
15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA) and #t was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of may 11th, 2018).

Vigéneia do Projeto Inicio: 25/05/2018 Término: 25/05/2019

Espécie / Linhagem / Gropos Taxondémicos Wistar

Nimero de animais 135

Peso / Idade 200 g/ 8 semanas

Sexo Machos e Fémeas

Origem / Local Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal
{CBEA) da Universidade Federal de Uberlindia

Local onde sera mantido o animal: Centro de Bioterismo e Experimentacio Animal
(CBEA) da Universidade Federal de Uberlindia

Uberlandia, 24 de maio de 2018.

Prof. Dr. Licio Vilela Carneiro Girio
Coordenador da CEUA/UFU
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