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1. Introducao

Nos dias atuais, a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) conceitua a
dor como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou semelhante

aquela associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial” (DESANTANA, J. M. et al. 2020)

Portanto, a dor, em seu sentido amplo, ¢ uma experiéncia subjetiva, envolvendo
percepcao e consciéncia, ja que se relaciona tanto com as dimensdes sensorial-discriminativa
(intensidade, localizacdo, duragdo) como afetivo-emocional (relagdo entre dor e humor)
(LENT, 2008). Serve, normalmente, como um dispositivo de alerta, permitindo ao individuo
adotar comportamentos de prote¢ao adequados em resposta aos danos ocorridos ou iminentes

(BASBAUM et al., 2009; SCHOLZ; WOOLF, 2002).

Ja a nocicepgao, em contrapartida, trata-se de um sistema sensorial que transmite ao
sistema nervoso central informag¢des do meio interno e externo que sao usadas para diversos
ajustes do funcionamento do organismo sem necessariamente chegar ao nivel consciente

(LENT, 2008).

Dessa forma, as etapas fisiologicas da dor nociceptiva ocorrem da seguinte forma:
primeiramente temos processo de transducdo, que se baseia na conversao dos estimulos
ambientais, quimicos ou fisicos em potenciais de acdo ao longo das fibras nervosas do
sistema nervoso periférico para as do sistema nervoso central. Desse modo, o sinal elétrico s6
¢ gerado ao longo dos neurdnios periféricos aferentes primarios (também chamados de
nociceptores), quando os estimulos térmicos, quimicos ou fisicos, superam o limiar de
excitacdo ao interagirem com 0s receptores nociceptivos, deflagram um potencial de agao
através do neuronio aferente de primeira ordem, para seu corpo celular, encontrado no
ganglio da raiz dorsal (GRD), que por fim ¢ direcionado para os neuronios de segunda ordem,
rumo ao sistema nervoso central, a fim de obter a interpretagdo do estimulo doloroso pelo

cérebro.

Além do mais, em situagdes de lesdo tecidual ocorre um processo denominado
sensibilizacdo de nociceptores (sensibilizacdo periférica ou hiperalgesia), que passam a
responder a estimulos leves (quimicos, mecanicos e térmicos) devido a diminui¢ao do limiar
de ativagdo ou propiciar o aparecimento de atividade espontanea. A sensibilizagdo periférica

representa uma forma de plasticidade neuronal provocada por um estimulo nociceptivo. O



estimulo, no caso, ¢ um conjunto de mediadores inflamatorios liberados de células lesadas e
inflamatorias que reduzem o limiar de excitagdo, aumentando a capacidade de resposta. No
local da lesdo, ou na inflamagao, e como resultado da mudanga no meio quimico produzido
pelo rompimento de células, degranulacdo de mastocitos, secre¢do por células inflamatorias e
indugdo de enzimas como a ciclooxigenase-2 (COX-2), os nociceptores deixam de detectar
exclusivamente estimulos nocivos, mas também estimulos indcuos. 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 ¢ "experimentada" pela
terminagdo do nociceptor e, como resultado, o altera (WOOLF; MA, 2007).

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

O mecanismo de sensibilizacao neuronal induzido por PGE2 além de estar associado
a fosforilagdo de canais i0nicos, importantes para a atividade elétrica neuronal, relaciona-se
também a indugdo de alteragdes na liberagdo de neurotransmissores no GRD de ratos. Nesse
sentido, em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, foi observado que, quando
administrada por via intraplantar, a PGE2 sensibiliza os neuronios periféricos e que essa
sensibilizacdo ¢ inibida por administracdo interganglionar do antagonista de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), especificamente o AP-5, sugerindo
que a hiperalgesia induzida por injecdo PGE2 possa desencadear a liberagao de glutamato no
GRD e que este neurotransmissor atue em receptores presentes em células satélites gliais
(FERRARI et al., 2014).

Sendo assim, a possivel participagdo de receptores NMDA, alvo dos
neurotransmissores glutamatérgicos, periféricos na sensibilizacdo foi verificada apenas
recentemente (FERRARI et al., 2014). Logo, ¢ valido ressaltar, que este estudo demonstrou
que esses receptores também estdo presentes nos ganglios da raiz dorsal, mais
especificamente, em cé¢lulas satélites gliais (CSGs). A participagdo de receptores NMDA na
nocicep¢do ¢ conhecida hd bastante tempo, sendo que receptores NMDA presentes em

neurdnios de segunda ordem té€m sido considerados os principais responsaveis por processos



de sensibilizagdo central, na medula espinhal, em processos de dor cronica (SASHMAWI,

H. A.; FREIRE, G. M. G, 2016.). Os ganglios sensitivos contém os corpos celulares de
neuronios aferentes que transmitem informagdes sensoriais da periferia para o sistema
nervoso central 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 sistema nervoso central através de um
ganglio da raiz dorsal (GRD). Estas estruturas se localizam perto da entrada de raizes dorsais
da medula espinhal e ndo fazem parte do sistema nervoso central. E interessante notar que os
neurdnios sensoriais ganglionares ndo possuem dendritos, portanto, sua estrutura ¢ muito
mais simples do que a maioria dos outros neurdnios e, ainda, ndo recebem sinapses, mas sao
dotados de receptores para inimeros neurotransmissores (DEVOR, 1999).

Na maioria dos locais no sistema nervoso central, as células endoteliais formam uma
barreira para impedir a difusdo de grandes moléculas dos vasos sanguineos para o 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 sdo fenestrados (ARVIDSON, 1979). Sugere-se que este arranjo possa permitir a
comunicagdo entre neurdnios, nos GRD, pela difusdo de neurotransmissores, base proposta
da excitag¢do cruzada encontrada entre essas células (SHINDER; DEVOR, 1994).

Portanto, ha fortes evidéncias, segundo estudos publicados por Ferrari et al. (2014), de
que quando o neurdnio aferente primario ¢ estimulado quimica ou eletricamente, ocorre a
liberacdo de glutamato, além da liberacdo de ATP no GRD (ZHANG et al, 2007). Uma vez
que as ce¢lulas satélites gliais possuem receptores para NMDA, ¢ possivel que esses
mediadores neuronais também participem da excitacdo cruzada entre o neuronio aferente
primario e as células satélites gliais (FERRARLI et al., 2014). Entretanto, 0 mecanismo exato
pelo qual as células satélites ativadas por glutamato influenciam a excitabilidade neuronal e
contribuem para a transmissao de estimulos dolorosos ndo esta totalmente esclarecido.

A dor influencia significativamente na qualidade de vida das pessoas, podendo gerar a
incapacitagdo para o trabalho e ocasionar graves consequéncias psicossociais € econdmicas.
Este estudo faz parte de um projeto mais amplo que visa determinar se a analgesia induzida
por cetamina pode ocorrer pelo bloqueio de receptores NMDA periféricos. Com isso, nosso
estudo visou comparar os efeitos de dois antagonistas de receptores NMDA, a cetamina, que
¢ muito utilizada na clinica e possui efeito central, e um antagonista que nao ¢ permeavel a

barreira hematoneural, podendo apresentar um efeito periférico, o 5-7-DCK. No estudo aqui



apresentado, realizamos experimentos para avaliar se as doses de cetamina necessarias para
promover analgesia apresentam efeitos no sistema nervoso central. Dessa forma, o presente
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. Fato este que amplia e
aprimora a utilizagdo desses antagonistas na clinica médica como uma forma de amenizar a

dor e melhorar a qualidade de vida das pessoas.

2. Objetivos:

Verificar o papel dos NMDAR periféricos, presentes no ganglio da raiz dorsal, na
analgesia induzida pelo antagonista cetamina em modelos de dor e hiperalgesia em ratos.

. Determinar os efeitos da administracdo sistémica (i.p.) da cetamina em
modelos de dor e hiperalgesia em ratos.

. Verificar os efeitos da administracdo de cetamina sistémica (i.p.) sobre
receptores presentes no sistema nervoso central através da avaliagao do efeito da cetamina

sobre o comportamento motor de ratos.

3. Metodologia

3.1. Animais

Os testes foram e continuardo sendo realizados, utilizando ratas da espécie Wistar,
com uma média de 10 animais por grupo. Todos os animais foram mantidos e devidamente
tratados em salas com temperatura ideal, ciclo de luminosidade controlada, acesso a 4gua e
racdo pelo instituto REBIR- UFU (rede de biotério). Além do mais, ¢ valido afirmar que os
experimentos obedeceram as normas éticas estabelecidas para experimentagdo com animais
acordados. Ademais, para a realizagdo dos experimentos, foi submetido, primeiramente,
permissio ao Comité de FEtica na Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de

Uberlandia, registrada sob o protocolo 090/19.



3.2 Farmacos utilizados

e C(Capsaicina (Sigma)
o Dose de 50 uL contendo 10 pg de capsaicina;
© Via intraplantar;
o Frequéncia Unica.

e (Cetamina (Syntec) primeiro protocolo:
o Dose de 0,5 mg/kg e 5 mg/kg, por via intraperitoneal;
o Frequéncia tnica.

e C(Cetamina (Syntec) segundo protocolo:
o Dose de 15 mg/kg e 30 mg/kg, por via intraperitoneal;
o Frequéncia Unica.

e (arragenina (Sigma)
o Dose de 100 ug em 50 pl d e solugdo salina e m ratos;
o Via intraplantar;

o Frequéncia tnica

3.3. Testes comportamentais

3.3.1 Teste da capsaicina

A capsaicina, um gradiente irritante encontrado na pimenta, assim como os acidos,
podem ser identificados por meio de um transdutor comum conhecido como VR1 (receptores
de potencial transitério vaniloide do tipo I), delineando elementos de redundancia na
nocicep¢ao (LENT, 2008). A ativagdo adequada de um nimero suficiente dessas moléculas
instiga a geracdo de potenciais de agdo, os quais sdo entdo conduzidos pelos axdnios das
fibras amiclinicas C e miclinicas Ad em direcdo ao sistema nervoso central, desencadeando
uma sensa¢ao de dor em estruturas supra-espinhais. Dessa forma, este teste visou uma injecao
intraplantar, na pata direita do animal experimentado, com uma dose de 50 uL contendo 10
pg de capsaicina (em NaCl 0,9% contendo 1% de DMSO), utilizando uma seringa BD
Ultra-fine II. E valido frisar que essa injegdo foi subcutinea. Sendo assim, apds a injegdo
intraplantar de capsaicina, o animal foi observado durante 5 minutos e registrado o nimero de
sacudidas ou lambidas da pata, chamada de “reacdes nociceptivas”. A administragdo dos

antagonistas foi realizada 15 minutos antes da inje¢ao da capsaicina.



3.3.2. Teste da carragenina

Antes da realiza¢do do teste da carragenina, foi realizado um treinamento para o uso
do von Frey, definido por um filamento utilizado para investigar o limiar de detecgao tatil em
testes sensoriais quantitativos, gerando uma pressao na pata dos animais e registrado o valor
da forga aplicada para que o animal retire a pata. Dessa forma, utilizamos os 5 animais que
foram utilizados, anteriormente, para avaliar o efeito do antagonismo de receptores de
NMDA no ganglio da raiz dorsal, no teste nociceptivo da capsaicina.

Desse modo, o teste da carragenina teve a finalidade de avaliar a hiperalgesia
inflamatéria das ratas Wister. Portanto, este teste consistiu na injecdo intraplantar de um
estimulo inflamatorio ndo especifico, a carragenina, um polissacarideo isolado de alga.
Consequentemente, esta injecdo causa uma intrinseca resposta inflamatoria, induzindo um
aumento de sensibilidade dolorosa (hiperalgesia). Nas ratas, a sensibilidade mecéanica foi
avaliada por meio de um estesiometro eletronico (von Frey eletronico Insight), caracterizado
como um transdutor de pressao conectado a um contador digital de forga expressa em gramas
(g), ilustrado na “figura 1”. Desta forma, foi aplicada uma pressao linearmente crescente no
centro da planta da pata da rata, com o objetivo de evidenciar seus devidos comportamentos
nociceptivos, caracterizada como sacudida ou reflexo de retirada da pata estimulada. E valido
afirmar, que o reflexo de retirada da pata ¢ considerado representativo do limiar
hipernociceptivo, ou seja, a forca necessaria aplicada a pata para que induza uma resposta
aversiva a um estimulo nocivo.

Além disso, primeiro foi avaliado e registrado a sensibilidade mecanica dos animais
antes da administracdo da carragenina (basal). Dessa forma, ap6s as inje¢des intraplantar da
mesma, a sensibilidade mecanica foi avaliada apos 1, 4,5 e 6 horas. Ademais, 3 medidas
foram realizadas para cada tempo experimental em cada animal. Os antagonistas ou veiculo
testados foram injetados 2 horas e 45 minutos apos a administracao de carragenina, isto €, 15
minutos antes do pico de sensibilizacdo induzido por carragenina que ocorre apos 3 horas da

administracao.



Figura 1. Von Frey sendo aplicada na pata traseira do rato. Fonte: retirado

de métodos experimentais, 2019

3.3.3. Teste da do campo aberto

O teste do campo aberto ¢ uma ferramenta amplamente utilizada na pesquisa
comportamental para avaliar a atividade locomotora e a exploracdo de um animal em um
ambiente desconhecido e aberto (RAVANDI et al., 2019).

Dessa forma, na pesquisa vigente, o teste teve como objetivo avaliar a atividade
motora dos ratos e camundongos sob a dosagem de Cetamina. A fim de ponderar os efeitos
centrais e periféricos dos fArmacos, decorrente das suas dosagens.

Sendo assim, o teste foi realizado em uma arena circular, dividida por marcagdes em
uma area central e uma area periférica, cada uma destas seccionadas em 8 partes, ilustrado na
“Figura 2”. Por via intraperitoneal, foram administrados os antagonistas (ou veiculos). Apos
15 minutos da aplicacdo, foi avaliado os efeitos comportamentais do roedor. Entdo, cada
animal, individualmente, foi posicionado no centro do campo, tendo a liberdade de explora-lo
livremente por 5 minutos. Os comportamentos dos animais, durante o teste, foram registrados
por uma camera de video posicionada acima do aparato para posterior analise do cruzamento
de linhas no centro e na periferia; bem como o nimero de rearing (empinamento).

Além disso, ¢ valido afirmar que para avaliar os efeitos periféricos da Cetamina,
foram analisadas as doses necessarias para promocao de analgesia e comparar com as doses
que induzem efeitos centrais sobre o controle motor dos animais, através do teste do campo

aberto.



Figura 2. Animal submetido ao teste do campo aberto. Fonte: retirado de

Arrifano et. al, 2020.

4. Analise estatistica:

Apds analise da normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, as médias foram
comparadas através de teste t ou ANOVA seguida de teste de Bonferroni, no caso de
comparagdo entre mais de duas médias. No caso dos dados obtidos que ndo apresentaram
distribuicdo normal, foram utilizados os testes de Mann-Whitney ou o teste de
Kruskal-Wallis, de acordo com a quantidade de médias a serem comparadas. O nivel de

significancia foi estabelecido em 0,05.

5. Resultados

5.1. Resultados da participacdo dos receptores NMDA na nocicep¢iao induzida

por capsaicina

Como a cetamina ¢ um anestésico e analgésico amplamente utilizado na pratica
médica, ao administra-la no animal e posteriormente provocar uma nocicepgao por capsaicina
nos animais, ¢ esperado que o animal, de acordo com seus sinais comportamentais, tenha uma

reducdo do nimero de reagdes nociceptivas. O grafico 1 mostra os resultados observados nos



animais controle e tratados com as duas doses de cetamina por via intraperitoneal (2,5 ¢ 5
mg/kg). Foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA) de uma via, através do aplicativo
“GraphPad Prism, versdo 5.00”. Os resultados mostraram que ndo houve efeito analgésico
significativo com as doses testadas. Neste contexto, procedemos a aumentar as doses de
cetamina para 15mg/kg e 30mg/kg, conforme demonstrado no grafico 2. Além da alteragdo
nas doses, encontramos um estudo (Analgesic, 2000, p. 520) que sugeriu que o tempo de
efeito maximo quando a cetamina ¢ administrada por via intratecal ¢ de 15 minutos. Por este
motivo, no experimento seguinte passamos a injetar a capsaicina apos 15 minutos da
administracdo da cetamina. Os resultados deste segundo experimento indicaram a

manifesta¢do de um efeito analgésico significativo com as doses de 30mg/kg testadas.

Teste de nocicepc¢ao induzida por capsaicina em ratos

)

Reacoes nociceptivas (s

Cetamina

Grafico 1. Foram utilizados nos animais testados a via de administragao
intraperitoneal da Cetamina (0,5 ou 5 mg/kg), apdés 30 minutos foi
administrado por via intraplantar a Capsaicina (10 pg em 50 pl, em NaCl
0,9% contendo 1% de DMSO), em seguida foram avaliados os estimulos
nociceptivos do animal por 5 minutos. Esta sendo mostrada a média e
E.P.M de 5 animais por grupo.
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Grafico 2. Teste de nocicep¢ao induzida por capsaicina. Foram
utilizados nos animais testados a via de administragdo intraperitoneal da
Cetamina (15 ou 30 mg/kg), apos 30 minutos foi administrado por via
intraplantar a Capsaicina (10 pg em 50 pl, em NaCl 0,9% contendo 1% de
DMSO), em seguida foram avaliados os estimulos nociceptivos do animal
por 5 minutos. *P<0,05 diferente do grupo controle (Anova seguida de
teste de Bonferroni). Estd sendo mostrada a média e E.P.M de 5 animais
por grupo.

5.2. Resultados da participacido dos receptores NMDA na nocicepcio induzida
por carragenina

O teste da carragenina foi realizado para avaliar o efeito analgésico da cetamina em
modelo de hiperalgesia inflamatoria. Neste teste sdo avaliados os limiares de retirada da pata
traseira dos animais frente a um estimulo mecanico. A administracdo de cetamina (2,5 ou 5
mg/kg) ou salina (controle) foi realizada apds 2h45 da administragdo de carragenina. Deste
modo, no grafico 3 observamos inicialmente o efeito hiperalgésico da carragenina, que
reduziu o limiar de sensibilidade mecanica ap6s 1h30’. No tempo de 3 horas foi avaliado o
efeito da administracdo de cetamina. No entanto, a analise estatistica (teste de ANOVA de
duas vias) obtido através do aplicativo “GraphPad Prism, versao 5.00” mostrou que nao
ocorreu efeito analgésico nas doses testadas neste experimento.

No grafico 4, observa-se o efeito da carragenina, com incremento na dose de cetamina
para 15 mg/kg e 30mg/kg. Este segundo experimento, com variacdes nas dosagens,

demonstrou que houve manifestacdo de efeito analgésico tanto nas doses de 15mg/kg quanto



nas de 30mg/kg, com maior relevancia estatistica nas doses de 30mg/kg testadas neste

experimento.

carragenina
2 60
© - Controle
8 4% Cet 0,5 mg/kg
3 50- -4« Cet 5.0 mg/kg
=
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Grifico 3. Teste de nocicep¢ao induzida por carragenina. Avaliacdo
do limiar mecanico em von Frey eletronico; Primeiramente foi
quantificado os valores basais (antes da administracdo da carragenina).
Apds um periodo de 1,5 e 3 horas da aplicacdo da carragenina (100 ug
em 50 pl), por via intraplantar, foi avaliado e quantificado a
sensibilidade mecanica do animal. Os antagonistas foram administrados
2 horas e 45 minutos apos a Carragenina. O experimento apresentou
uma média de 10 animais por grupo
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Grifico 4. Teste de nocicep¢ao induzida por carragenina. Avaliagao
do limiar mecanico em von Frey eletronico; Primeiramente foram
quantificados os valores basais, antes da administracdo da carragenina
(tempo 0). Apdés um periodo de 1,5 e 3 horas da aplicacdo da
carragenina (100 pg em 50 pl), por via intraplantar, foi avaliado e
quantificado a sensibilidade mecanica do animal. Os antagonistas foram
administrados 2 horas e 45 minutos apds a Carragenina. *P<0,05 vs.
grupo controle. **P<0,001 vs. grupo controle (Anova de duas vias
seguida por teste de Bonferroni). Estd sendo mostrada a média e E.P.M

de 6 animais por grupo.

5.3 Resultados da participacio dos receptores NMDA no teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi empregado para avaliar o impacto da cetamina na atividade
motora dos ratos experimentais. O antagonista foi administrado por via intraperitoneal 15
minutos antes do inicio do teste. Cada animal foi individualmente posicionado no centro do
aparato e permitido explorar o ambiente livremente por um periodo de 5 minutos. Os
comportamentos foram subsequentemente analisados e quantificados, incluindo o cruzamento
de linhas tanto no centro quanto na periferia e o numero de empinamentos (rearing)
(RAVANDI et al., 2019). Portanto, em relacdo a andlise estatistica conduzida por meio da
metodologia de ANOVA de duas vias, utilizando o aplicativo "GraphPad Prism, versao 5.00",



evidenciou-se um efeito analgésico com diferenca estatisticamente significativa apenas no
grupo submetido a injecdo de cetamina na dose de 30 mg/kg, conforme representado no

Grafico 5.

Cruzamentos + Elevagoes
150+
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Atividade
Motora

50+

Cetamina

Grafico 5. Teste do campo aberto. Teste que visa avaliar a
influéncia da cetamina na atividade motora dos ratos experimentados.
Os animais foram segregados em trés grupos distintos: um grupo de
controle, que recebeu injecdo de salina, e dois grupos adicionais que
foram administrados com cetamina, nas doses de 15 mg/kg e 30
mg/kg, respectivamente. Todos os grupos receberam administragdao
por via peritoneal. Apdés um intervalo de 15 minutos desde a
administracao do veiculo, os animais foram submetidos ao teste, com
o proposito de analisar e quantificar suas atividades motoras.

6. Discussao

O glutamato ¢ o aminodcido mais abundante no sistema nervoso central atuando como o
principal neurotransmissor no encaminhamento do sinal doloroso entre neuronios de primeira
e segunda ordem na medula espinal. Com isso, a participagdo dos receptores NMDA
medulares ¢ considerada fundamental nos processos de sensibilizagdo central, notadamente
em contextos de dor cronica e neuropatica (MECANISMO, 2014, p. 58). Em estudo anterior

de nosso grupo, mediante a administracao intratecal e interganglionar de antagonistas dos



receptores N-metil D-aspartato (NMDA), observa-se uma manifestagdo consistentemente
semelhante de analgesia induzida através destas duas vias de administracdo em distintos
modelos experimentais de dor (ARAUJO DF.; 2019). Importante esclarecer que quando
substancias sdo administradas por via intratecal, estas substancias terdo acesso 0s neuronios
medulares, no caso onde ocorrem as sinapses entre os neuronios de primeira e segunda
ordem, mas também tem acesso direto aos ganglios da raiz dorsal, podendo atuar nos
neurdnios e nas células gliais periféricas. Por outro lado, a administragdo intraganglionar
(ARALDI et al., 2013; SOUZA et al., 2013; FERRARI et al., 2007) permite avaliacdo do
efeito das substancias apenas no ganglio da raiz dorsal, onde se encontram os corpos
celulares dos neuronios de primeira ordem e células gliais satélites. Dessa forma, tais
resultados sugerem que a inibicdo dos receptores periféricos por meio da administragdo de
antagonistas de NMDAR (receptores NMDA) desencadeia substanciais efeitos analgésicos
que provavelmente se devem a um efeito periférico destes antagonistas sobre o ganglio da
raiz dorsal. Esses dados, estabelecem bases para uma investigacdo mais profunda neste
campo, com o objetivo de desenvolver farmacos analgésicos que nio apresentem efeitos
colaterais no nivel motor ou induzam psicose.

No estudo conduzido por Ferrari et al. (2014), foi observada a contribui¢ao dos
receptores NMDA localizados em células satélites do ginglio da raiz dorsal para a
manutengdo da hiperalgesia induzida pela administracdo de prostaglandina E2 na pata de
ratos. Isso se da pela liberagdo de glutamato no ganglio da raiz dorsal e a ativacdo de
receptores NMDA em células satélites gliais. Portanto, no estudo publicado anteriormente foi
determinada a participagdo de receptores NMDA na hiperalgesia, ou seja, na sensibilizacdo
dos neuronios nociceptivos e ndo na transmissao do sinal nociceptivo. No estudo mais recente
(ARAUJO DE, et al 2019), verificamos que o antagonista de receptores NMDA, AP-5,
administrado por via intraganglionar é capaz também de reduzir a dor manifesta, ou seja, na
auséncia de sensibiliza¢do. Estes resultados mudaram a nossa forma de entender o papel dos
receptores NMDA nos ganglios da raiz dorsal e indicam que as células satélites gliais
participam do processamento da dor e ndo somente em situacdes de hiperalgesia ou
sensibilizacdo. Portanto, entendemos agora que ocorre um processamento do sinal
nociceptivo enquanto os potenciais de agdo estdo passando pelos ginglios sensoriais e a
comunicagdo entre neurdnios e células satélites gliais possivelmente resulta em uma
amplificacdo do sinal que vai ser transmitido a medula espinhal, nas sinapses com os

neurdnios de segunda ordem.



Os resultados anteriores, citados acima, nos motivaram a avaliar o efeito analgésico
produzido por administragdo de cetamina em ratos. A cetamina ¢ utilizada na clinica
principalmente para produzir anestesia, mas também tem uma utilizagdo importante para
produgdo de analgesia (URMAN R., et al 2016). Interessante notar que a dose de cetamina
responsavel por produzir analgesia € menor do que aquelas necessarias para produzir
anestesia e parecem nao causar efeitos adversos relacionados com a acao central da cetamina,
como incoordenacdo motora, alucinagdes e outros. Em conjunto com os nossos resultados
anteriores, estes dados nos levaram a levantar a hipotese de que o efeito analgésico da
cetamina pode ocorrer através de uma agao periférica, pelo bloqueio dos receptores presentes
nos ganglios da raiz dorsal.

Para determinar o efeito analgésico da cetamina, inicialmente, procedeu-se a
avaliacdo do impacto da administragcdo intraperitoneal (sist€émica) do antagonista do receptor
NMDA no teste da capsaicina. Este protocolo experimental envolve a aplicacao de capsaicina
na pata do animal, seguida pela observacdo e registro das respostas comportamentais
nociceptivas, incluindo o chacoalhar e a lambedura da pata afetada, ao longo de um intervalo
de observagdo de 5 minutos. Os resultados obtidos neste estudo de maiores dosagens (15 e
30mg/kg), evidenciam uma reducdo significativa da nocicepg¢do no grupo experimental
submetido a inje¢cdo de 30 mg/kg de cetamina. Ademais, observa-se que os resultados da
menor concentragdo de cetamina apresentaram uma tendéncia de redugdo da nocicepgao.
Mais experimentos serdo realizados de forma a aumentar o tamanho da amostra para verificar
se esta reducdo sera mantida e € significativa. Importante salientar que os experimentos com
animais sdo realizados em blocos de 5 ou 6 animais e s6 aumentamos o tamanho da amostra
se necessario, de forma a reduzir a necessidade de utilizagdo dos animais experimentais.
Estudos adicionais corroboram que a capsaicina promove uma estimula¢do dos neurdnios
sensoriais aferentes primarios, por meio de uma interagao direta com os canais dos receptores
de potencial transitério vaniloide do tipo I (TRPV1), os quais sdo abundantemente expressos
por um subgrupo de nociceptores associados a fibras C (HOLZER, 1991). Sendo assim,
sugere-se que a liberacdo de glutamato no ganglio da raiz dorsal (GRD) pelas fibras C,
desencadeada pela despolarizagdo e ativacdo dos TRPV1, resulte na ativagao dos receptores
NMDA, presumivelmente nas células satélites no GRD (FERRARI et al., 2014).

Outro modelo experimental empregado nesta pesquisa para investigagcdo da dor foi o
teste da carragenina (CUNHA et al., 2004; POOLE et al., 1999), utilizado para avaliar a
hiperalgesia inflamatoria. Este teste consiste na medi¢do da variagdo do limiar de

sensibilidade mecanica na pata dos animais. Assim, o polissacarideo conhecido como



carragenina, obtido de algas, encontra ampla aplicacdo na industria alimenticia. Contudo,
quando administrado por inje¢do no tecido intraplantar dos animais, provoca uma resposta
caracteristica de inflamacao aguda, marcada pela concentragdo de neutrdfilos e pela liberacao
de mediadores inflamatorios, tais como TNF-a, PGE2 e IL-1f (CUNHA et al., 2008). A
aplicacdo do antagonista de NMDAR pela via intraperitoneal, foi eficiente para promover
analgesia no modelo de hiperalgesia inflamatoria nos grupos experimentais testados, com
énfase significativa para o grupo submetido a injecdo de 30 mg/kg de capsaicina. A dor aguda
inflamatéria ¢ mediada pela atividade das prostaglandinas, as quais promovem a
sensibilizacdo dos neurdnios sensoriais aferentes primarios associados as fibras C. Nesse
contexto, o envolvimento dos receptores NMDA no GRD foi previamente descrito na
sensibilizacdo induzida pela prostaglandina E2 na pata de ratos. Os resultados delineados
neste estudo apontam que os antagonistas do NMDAR manifestam um efeito analgésico em
um modelo de inflamacao aguda, insinuando que tal efeito possa ser associado a inibi¢ao dos
receptores periféricos. Todavia, serd novamente necessario ampliar o tamanho da amostra,
com a inclusdo de um maior nimero de animais por grupo, visando obter resultados
conclusivos.

Os testes comportamentais realizados para avaliagdo de nocicepg¢do em ratos sao
fundamentais para que possamos determinar o efeito analgésico da cetamina. No entanto,
esta substdncia ¢ capaz de atuar em neurdnios do sistema nervoso central e produzir
anestesia, além de outros efeitos que alteram o comportamento motor. Deste modo, a
avaliacdo do efeito da cetamina sobre o comportamento motor nos permite inferir sobre a
acdo deste farmaco no sistema nervoso central. Para avaliar o impacto da cetamina na
atividade motora dos animais experimentais, foi conduzido o teste do campo aberto. Este
procedimento visa investigar os efeitos da substancia sobre o comportamento locomotor dos
animais. O teste foi realizado em uma arena circular, dividida por marcagdes em uma area
central e uma 4rea periférica, cada uma subdividida em 8 partes. A administracdo da cetamina
foi realizada por via intraperitoneal, 15 minutos antes do inicio do teste, a fim de permitir sua
absorcdo e consequente acdo no sistema nervoso central. Cada animal foi posicionado
individualmente no centro do dispositivo e teve a oportunidade de explorar livremente o
ambiente por um periodo de 5 minutos. Durante esse tempo, os comportamentos foram
registrados por uma camera de video posicionada acima do dispositivo. Posteriormente, esses
registros foram analisados para avaliar quantitativamente o cruzamento de linhas tanto no
centro quanto na periferia da arena, bem como o numero de empinamentos (rearing),

proporcionando uma compreensdo mais abrangente dos efeitos da cetamina na atividade



motora dos animais (RAVANDI et al., 2019). A analgesia refere-se ao processo de reducao
ou eliminag¢do da sensacdo de dor, preservando a consciéncia e a capacidade de responder a
estimulos. Todavia, a anestesia ¢ um estado farmacologicamente induzido de auséncia de
sensacdo, consciéncia e resposta a estimulos dolorosos (FISH, R. et al. 2006). Dessa forma,
o grupo experimental administrado com 15 mg/kg aparentemente experimentou um efeito
analgésico de natureza periférica, uma vez que esta dose de cetamina ndo afetou o
comportamento motor. Por outro lado, o grupo tratado com 30 mg/kg, apresentou
significativa diminuicdo da atividade motora. Portanto, considerando em conjunto os
resultados dos testes para avaliagdo da nocicepcao e o teste de comportamento motor, nao €
possivel determinar o quanto do efeito analgésico observado ocorreu de fato pela diminuigao
da nocicepcao e o quanto dependeu de anestesia ou sedagdo.

Considerando a possibilidade do uso da cetamina na promoc¢do de analgesia
periférica, os resultados dos experimentos apresentados neste estudo sugerem que esta
substancia apresenta efeito analgésico em baixas doses, nas quais ainda nao se observa efeito
central, no entanto uma dose apenas duas vezes maior ja ¢ suficiente para promover alteragdo
motora, indicando um efeito central da cetamina. Além disso, quando comparamos o efeito
obtido com a administracdo da menor dose (15 mg/kg) de cetamina sist€émica com o efeito da
administragdo de outro antagonista, o AP-5, diretamente no ganglio da raiz dorsal (ARAUJO
DF., et al 2019), percebemos que ¢ possivel obter um efeito analgésico mais potente pelo
antagonismo de NMDAR periféricos. Ou seja, o efeito central da cetamina dificulta a
utilizacdo deste farmaco como analgésico, ja que a dose que provavelmente apresenta o
melhor efeito analgésico produz efeitos adversos decorrentes do bloqueio de NMDAR
centrais.

Assim, considerando que os efeitos colaterais associados ao uso de antagonistas de
NMDAR na analgesia podem ser atribuidos a influéncia desses medicamentos sobre o
sistema nervoso central (HAMA et al.,, 2003) a investigacdo do efeito analgésico nos
receptores periféricos do ganglio da raiz dorsal fornece fundamentacdo para futuras pesquisas
envolvendo medicamentos que ndo cruzam a barreira hematoencefalica/hematoneural.
Considerando que nossa equipe estd atualmente conduzindo estudos neste campo de pesquisa
sobre modelos de dor inflamatoria, ¢ importante mencionar que estamos investigando o
5-7DCK, um antagonista de NMDAR com acesso limitado ao sistema nervoso central e que
demonstra um efeito analgésico comparavel ao de um antagonista de acdo central

(CHRISTOPH e col., 2005). Dessa forma, com a restricdo da permeabilidade dos farmacos



pela barreira hematoencefidlica e a escassez de tecidos que excretam glutamato,
particularmente os que possuem receptores NMDA fora do sistema nervoso central, ¢
plausivel que tais medicamentos possuam potencial terapéutico sem acarretar efeitos
adversos. Nosso estudo busca expandir as possibilidades de uso da cetamina, tornando-a
impermedvel a barreira hematoneural por meio de uma reformulagdo de sua composicao
quimica. Essa abordagem ¢ respaldada pela consideracdo de que a cetamina ¢ um farmaco

seguro e amplamente utilizado na préatica clinica.

7. Conclusao

o A administracdo sist€émica de cetamina nas doses de 15 mg/kg e 30 mg/kg em ratos
produz efeito analgésico.

e A administra¢do de 30 mg/kg de cetamina parece afetar o comportamento motor dos
animais, sugerindo efeito central da cetamina nesta dosagem.

e A administragdo de 15 mg/kg de cetamina possivelmente produz analgesia por atuar

em receptores periféricos e nao apresenta efeito central.
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