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Nada na vida

pode substituir a persisténcia:

nem o talento o fara,

pois 0 mundo esta cheio
de homens de talento fracassados;
nem a genialidade o fara,

pois génios desprezados

sdo quase um provérbio;

nem o conhecimento o fara,

pois encontramos

muitos diplomados mediocres.

S0 a persisténcia e a determinacdo

sao onipotentes.

Calvin Coolidge
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GLOSSARIO DE TERMOS USADOS NO ESTUDO DA DOR

NEUROPATICA

(MERSKEY e BOGDUK, 1994; VRINTEN et al., 2001; ZIMMERMANN, 2001; SAH

et al., 2003)

4.1- Alodinia: dor provocada por um estimulo que normalmente néo provoca dor.
4.2- Autotomia: termo usado para descrever uma forma de auto mutilacdo que

pode resultar no aparecimento de feridas ou na amputacao dos digitos.

4.3- Estimulo nocivo: um estimulo que é danoso para o tecido normal.

4.4- Ganglio da raiz dorsal: € um grupo de corpos celulares de neurbnios
sensoriais que correspondem a um nivel particular da medula espinhal.

4.5- Rizotomia: cirurgia na qual as raizes dorsais séo cortadas.

4.6- Deaferentacdo: perda de fibras nervosas sensoriais que normalmente
conduzem informacdes sensoriais dos tecidos periféricos para a medula espinhal.
4.7- Dor por deaferentacdo: dor iniciada ou causada por uma lesdo priméria do
sistema nervoso central ou periférico.

4.8- Disestesia: sensacdo anormal desagradavel, sendo espontanea ou
provocada

4.9- Hiperalgesia: resposta dolorosa aumentada para um estimulo que é
normalmente doloroso.

4.10- Hiperestesia: sensibilidade aumentada para uma estimulacdo, excluindo

estimulos especiais.
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4.11- Hipoalgesia: sensacédo dolorosa diminuida em resposta a um estimulo
normalmente doloroso.

4.12- Hipoestesia: sensibilidade diminuida para uma estimulagdo, excluindo
estimulos especiais como visdo, por exemplo.

4.13- Dor neuropética: dor iniciada por lesdo priméria ou disfuncdo no sistema
Nnervoso.

4.14- Nociceptor: um receptor preferencialmente sensitivo para estimulo nocivo

ou para estimulo que pode se tornar nocivo se prolongado.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi caracterizar um novo modelo de dor
neuropatica periférica, produzida pela avulsdo do tronco inferior do plexo braquial
de ratos. Comparou-se os efeitos da leséo por avulsdo com aqueles da ligadura
ou constricdo do mesmo plexo. A avulsédo, e com menor intensidade a ligadura e a
constricdo causaram hiperalgesia mecéanica, alodinia mecéanica e ao frio de longa
duracdo nas patas traseiras dos animais sem causar hiperalgesia térmica. A
capacidade de apreensdo das patas anteriores foi reduzida no grupo avulsao
durante todo o periodo de avaliagcdo, ndo ocorrendo 0 mesmo para ligadura e
constricdo. A atividade locomotora dos animais nao foi alterada. A administracao
aguda de morfina (5 mg/Kg; s.c.), clonidina (300 ng/Kg; i.p.), cetamina (25 mg/Kg;
i.p.), gabapentina (70 mg/kg; v.0.), L-NAME (150 mg/Kg; i.p.) ou diacereina (100
mg/kg), reverteu a hiperalgesia mecanica e a alodinia ao frio em ambas as patas
traseiras. Ao contréario, diclofenaco (100 mg/Kg; i.p.), dexametasona (1,5 mg/kg;
I.p.), imipramina (10 mg/kg; i.p.) ou dipirona (180 mg/kg; i.p.) ndo interferiram com
a hiperalgesia mecéanica ou com a alodinia ao frio. Além disso, a lidocaina (40
mg/kg; i.p.) inibiu apenas a alodinia ao frio enquanto que o celecoxib (10 mg/Kg;
v.0.) e a adenosina (100 mg/kg) reverteram apenas parcialmente a hiperalgesia
mecanica, sem interferir com a alodinia ao frio. O tratamento repetido com
dipirona, dexametasona, diclofenaco e imipramina foi semelhante a administracao
aguda. A administracéo repetida de gabapentina apresentou efeito antinociceptivo
ligeiramente superior. Nao foram observadas alteragBes significativas nos niveis

medulares das citocinas IL-1b, IL-6, IL-10 ou TNF-4 5, 20 ou 45 dias ap0s a
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avulsdo. Os anticorpos anti-NGF, anti-BDNF e anti-GDNF aplicados localmente
reverteram tanto a hiperalgesia mecéanica quanto a alodinia ao frio 20 dias apés a
avulsdo. Finalmente, é possivel sugerir que a hiperalgesia mecanica e a alodinia
ao frio ndo sdo dependentes da ativacdo das fiboras C ou Ad sensiveis a
capsaicina, pois o tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/Kg, s.c.) ndo
modificou a hiperalgesia mecéanica, mas reverteu de modo significativo a alodinia
mecanica. Os resultados do presente estudo sugerem que a avulsdo do tronco
inferior do plexo braquial em ratos constitui um modelo adequado para o estudo da
dor neuropatica persistente, bem como pode contribuir para a avaliacdo da

atividade de novas terapias para o tratamento de neuropatias periféricas.



XiX

Parte destes resultados esta publicado em:

RODRIGUES-FILHO, R.; SANTOS, A.R.S.; BERTELLI, J.A.; CALIXTO, J.B.

Avulsion injury of the rat brachial plexus triggers hyperalgesia and allodynia in
the hindpaws: a new model for the study of neuropathic pain. Brain Research,

v. 982, p. 186-194, 2003.

Além deste trabalho, outro grupo de resultados do presente estudo esta

submetido para publicacéao:

RODRIGUES-FILHO, R.; CAMPOS, M.M.; FERREIRA, J.; SANTOS, AR.S;
BERTELLI, J.A.; CALIXTO, J.B. Pharmacological characterisation of the rat

brachial plexus avulsion model of neuropathic pain.



ABSTRACT

The primary aim of the present study was to characterise a novel
behavioural model of peripheral neuropathic pain, produced by brachial plexus
lower trunk avulsion of the rats. The avulsion and, to a lesser extent, ligation or
crushing elicits a long-lasting mechanical hyperalgesia, cold allodynia and
mechanical allodynia but not thermal hyperalgesia in the hindpaws of the animals.
The analysis of the functional activity of the forepaws revealed that, when
compared with control and sham-operated rats, avulsion, ligation and crushing of
brachial plexus lead to a marked reduction in grasping on the 5" day after the
nerve damage. The locomotor activity was not modified. The acute administration
of morphine (5 mg/Kg; s.c.), clonidine (300 ng/Kg; i.p.), ketamine (25 mg/Kg; i.p.),
gabapentin (70 mg/kg; v.0.), L-NAME (150 mg/Kg; i.p.) or diacerhein (100 mg/kg;
i.p.) consistently reduced mechanical hyperalgesia and cold allodynia. In contrast,
diclofenac (100 mg/Kg; i.p.), dexamethasone (1,5 mg/kg; i.p.), imipramine (10
mg/kg; i.p.) or dipyrone (180 mg/kg; i.p.) failed to significantly attenuate both
mechanical hyperalgesia and cold allodynia induced by lower trunk brachial plexus
avulsion in both hindpaws. On the other hand , lidocaine (40 mg/kg; i.p.) reduced
only cold allodynia, whereas celecoxib (10 mg/Kg; v.0.) and adenosine (100 mg/kg)
partially inhibit the mechanical hyperalgesia, without affecting cold allodynia. The
repeated treatment with dipyrone, dexamethasone, diclofenac and imipramine
produced results similar to acute administration. However, the repeated

administration of gabapentin produced a gain its antinociceptive effects. We have



not observed significant alterations in the medullare levels of the IL-1b, IL-6, IL-10

or TNF-a at 5, 20 or 45 days after avulsion.

The local administration of antibodies to NGF, BDNF and GDNF
administreated locally, significantly reverted both mechanical hyperalgesia and
cold allodynia 20 days after avulsion. Finally, it is possible to suggest that the
mechanical allodynia, but not mechanical hyperalgesia and cold allodynia is
depend of the activation of the C-fibers and Ad-fibers capsaicin-sensitive since the
neonatal treatment with capsaicin (50 mg/Kg, s.c.) did not affect the mechanical
hyperalgesia.

The results of the present suggest that avulsion of the brachial plexus
lower trunk avulsion in rats is a new model for the study of persistent neuropathic
pain and also for the evaluationof new alternatives for the management of

peripheral neuropathies.



1. INTRODUCAO

Conceitua-se a dor como uma percep¢do sensorial altamente complexa
de uma sensacao aversiva e desagradavel em uma regido especifica do corpo. A
dor possui um carater protetor pois ela nos alerta sobre uma lesdo tecidual real ou
iminente, determinando respostas reflexas ou comportamentais para que o dano
causado seja 0 menor possivel (MERSKEY, 1986; SAKATA e GOZZANI, 1994;
VRINTEN et al., 2001; BORSOOK e BECERRA, 2003).

Basicamente dois processos estdo envolvidos na percepcdo e na
transmissdo da dor; um processo periférico, relacionado com a deteccdo e
transmisséo da informacéao relacionada ao dano potencial ou real do tecido, e um
processo central, comandado pela resposta cerebral para esta informagéo
(KANJHAN, 1995). Além disso, receptores, vas de transmissdo e de modulacéo,
assim como diferentes substancias, estao direta ou indiretamente envolvidos nos
processos dolorosos (MELZACK e WALL,1983). Em geral, os receptores para
estimulos nocivos, conhecidos como nociceptores, estdo localizados em varias
partes do corpo e representam ramos terminais livres e especializados das fibras
nervosas sensoriais. Os nociceptores apresentam estrutura particular e especifica,
necessarias para transformar o estimulo nociceptivo em impulso nervoso
(JESSELL e KELLY, 1991). Desta forma, o calor, o frio, a presséo, a distencdo, os
traumas e o0s estimulos quimicos podem, direta ou indiretamente, ativar 0s
nociceptores (BESSOU e PERL, 1969; LICO, 1979; HANDWERKER e REEH,
1994). Estes nociceptores conduzem as informacfes nociceptivas até o sistema

nervoso central, conectados por sua vez com seus corpos celulares localizados



dentro do ganglio da raiz dorsal, adjacente a medula espinhal (DRAY e PERKINS,
1997; GRUBB, 1998; RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999). Sob condigbes
fisioldégicas, a transmissdo do estimulo nocivo para a medula espinhal é feita

fundamentalmente pelas fibras C e Ad. As fibras C, ndo mielinizadas realizam a

conducao lenta do estimulo doloroso (ADRIAENSEN et al., 1983; RAJA et al.,
1988; COHEN e PERL, 1990), enquanto que as fibras Ad sdo pouco mielinizadas
e de conducdo rapida (GEORGOPOULOS, 1976, 1977). Esse estimulo
nociceptivo faz com que neurénios localizados no corno dorsal da medula espinhal
liberem mediadores quimicos diretamente envolvidos na transmissdo do impulso
nociceptivo. Dentre estes mediadores destacam-se a substancia P, o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), as prostaglandinas e os aminoacidos
excitatérios, como por exemplo o glutamato (JACKSON et al., 1995). A liberacdo
destes neurotransmissores resulta na ativacado de um segundo neurdnio localizado
predominantemente na lamina Il (substancia gelatinosa) da medula espinhal e
também de vias ascendentes, que transmitem a dor (nocicep¢ao) para 0s centros
supra-espinhais (BESSON e CHAOUDI, 1987; RAJA e MEYER, 1988; WOOLF,
1989; HALEY et al., 1990).

A transferéncia das informacfes nociceptivas entre a medula espinhal e
0s niveis supra-segmentares sofre alteracdes intensas devido a participacao de
mecanismos modulatérios da nocicepcdo. As fibras periféricas Ab ativam as
células da lamina Il e estas, bloqueiam a transferéncia das informacdes entre as
fibras aferentes nociceptivas e os neurdnios da medula espinhal. Por outro lado, a

modulacdo da nocicepcdo feita pelas vias descendentes ocorre a partir de



diversas estruturas, como por exemplo a substancia cinzenta periaquedutal, o
talamo, o hipotdlamo, o nucleo caudato, o nucleo magno da rafe e o nucleo
gigantocelular (DUGGAN e MORTON, 1988; WILLIS, 1988), causando liberacao
de neurotransmissores inibitorios, como a serotonina, a noradrenalina, as
encefalinas (HERTZ e MILLAN, 1988; ZEMLAN et al., 1988; BONICA, 1990), e
outros opiodides enddgenos, como por exemplo as dinorfinas (DICKENSON, 1995).
Desta forma, a modulagdo da nocicepcado é um processo dinAmico que envolve
interacbes continuas entre 0 complexo ascendente e os sistemas descendentes
(MELZACK e DENNIS, 1978).

Em termos de duragédo, a nocicepcdo pode se apresentar nas formas
transitéria, aguda e cronica. Na nocicepcdo transitéria, a ativacdo dos
nociceptores € feita na auséncia de qualquer dano tecidual, e contribui para
proteger o organismo de potenciais danos fisicos causados pelo ambiente ou por
estresse de tecidos corporais. A nocicep¢ao aguda € causada por lesdo tecidual e
ativacdo de nociceptores no local da lesédo. Este tipo de nocicepgédo tem causa
bem definida, com um curso temporal caracteristico, desaparecendo até mesmo
antes da remocéo ou cura do dano tecidual. A nocicepcdo cronica por sua vez é
causada geralmente por lesdo ou doenca que supera a capacidade de cura do
organismo. Este tipo de nocicepcédo pode ocorrer mesmo quando o trauma inicial
ja desapareceu, e pode se estender por meses ou anos (MELZACK e WALL,
1983; ASHBURN e STAATS, 1999; LOESER e MELZACK, 1999).

A noccipecédo cronica difere substancialmente da nocicep¢do aguda em
relacdo asua duracgdo, alteragbes adaptativas como a neuroplasticidade em varios

niveis do sistema nervoso e também quanto as dificuldades de tratamento



(IADAROLA e CAUDLE, 1997; BESSON, 1999; WANG e WANG, 2003). Esse tipo
de dor (nocicepgao) afeta centenas de milhares de pessoas em todo o mundo,
estando associada com mudancas da funcéo fisica e emocional, com reflexo na
gualidade de vida e nas atividades ocupacionais (ASHBURN e STAATS, 1999).

A nocicepcao cronica esta associada com dano tecidual, inflamag&o ou
neuropatologias, onde a sensacdo nociceptiva ndo possui utilidade bioldgica.
Neste tipo de nocicepgdo, muitos processos ocorrem em associagdo com 0s
eventos béasicos da nocicepgdo, que alteram a relagdo entre o estimulo e a
resposta nociceptiva, e afetam a modulacdo do estado nociceptivo resultante.
Alguns desses eventos ocorrem durante o desenvolvimento e a consolidagéo do
estado nociceptivo, levando a mudancas desde a excitabilidade das fibras
aferentes primarias, até alteracbes drasticas no fendtipo celular dessas fibras,
como por exemplo a expressao de novas moléculas, incluindo os canais idnicos,
0S neurotransmissores, as enzimas e alguns receptores. Além disso, alteracdes
centrais crbnicas na neuroquimica da sinalizagdo da nocicep¢do produzem
hipersensibilidade, aumentando e prolongando niveis relativamente pequenos de
impulsos aferentes, e permitindo que estimulos in6cuos passem a ser percebidos
como nociceptivos (como a alodinia por exemplo). Mudancas estruturais,
secundarias a lesdo nervosa periférica, incluem a perda de interneurdnios
espinhais, rearranjos nao apropriados de processos nervosos aferentes na medula
espinhal e a proliferacdo de fibras simpéticas no ganglio sensorial. Essas
mudan¢cas ndo séo uniformes e dependem do tipo de lesédo tecidual, do

envolvimento de tipos especificos de fibras e da participagdo do sistema imune



(DRAY et al.,, 1994; PERKINS e TRACEY, 2000; WATKINS e MAIER, 2002;
DOGRUL et al., 2003).

As dores cronicas mais comuns incluem a sindrome dolorosa miofascial, a
fibromialgia, a dor associada a artrite reumatoéide, a dor do membro fantasma, as
sindromes dolorosas centrais e a dor neuropatica (ASHBURN e STAATS, 1999).

A primeira descricdo da dor neuropatica € atribuida ao Dr. Weir Mitchell
(1829-1914) que avaliou inumeros soldados com lesdes nervosas ap0s a guerra
civil americana. A descricao clara da dor associada com causalgia foi detalhada
em seu livro “Lesdes de Nervos e suas Consequéncias” publicado em 1872, e que
hoje ainda é valida. Em 1906, Dejerine e Roussy publicaram um estudo sobre dor
associada com lesdo talamica, com o titulo ‘Le syndrome thalamique” publicada
no “Revue Neurologique”. A dor associada com esta sindrome foi
subsequentemente chamada de “dor central” por Riddoch em 1938 (BEYDOUN,
2003). Ambas as sindromes, uma associada com lesdo do sistema nervoso
periférico e a outra com lesdo do sistema nervoso central, sdo classificadas como
dor neuropética, de acordo com a definicdo da Associacdo Internacional para
Estudo da Dor (IASP) (MERSKEY e BOGDUK, 1994).

Segundo a IASP a dor neuropatica pode ser definida como “a dor iniciada
ou causada por uma lesao ou disfuncéo primaria no sistema nervoso” (MERSKEY
e BOGDUK, 1994). Esta definicdo € importante para guiar a avaliacdo clinica e o
tratamento da dor neuropatica, e inclui tanto as situacdes nas quais existe uma
lesdo nervosa atual, como aquelas relacionadas com o trauma do nervo ou

doenca, e aquelas nas quais existe dor na auséncia de leséo fisica atual do nervo.



As sindromes da dor neuropéatica em humanos estdo, em muitos casos,
associadas com lesdes de nervos periféricos devido ao trauma (por exemplo:
amputacdo, tracdo, compressao), drogas (como vincristina, cisplatina, taxol),
desordens metabdlicas (por exemplo a diabetes) e infeccbes por herpes virus
(SELTZER, 1995; DICKINSON et al., 1999; ALEY e LEVINE, 2002; HANSSON,
2002; BAUMGARTNER et al., 2002; BORSOOK e BECERRA, 2003).

Embora as causas da lesdo do sistema nervoso possam variar, 0S
sintomas da dor neuropética sdo comuns e podem ser classificados em negativos
e positivos. Os sintomas negativos consistem de sensibilidade diminuida para a
dor ou estimulacdo (hipoalgesia e hipoestesia), (ver glosséario para definicdo de
termos). Os sintomas positivos podem ser representados por sensacdes
espontaneas e evocadas. As sensacdes espontaneas sao caracterizadas pela dor
independente de estimulo, que pode ser continua (freqientemente descrita como
dor em queimacédo, em pontada, tipo cortante ou como ardéncia) ou paroxistica
(descrita como dor de ferimento a bala ou como choque elétrico) e pelas
sensacdes espontaneas anormais, tais como, formigamento, dorméncia, picada ou
sensacao de coceira (disestesias e parestesias); (ver glosséario para definicdo de
termos). As sensacdes evocadas s&o representadas pela resposta aumentada
para um estimulo doloroso (hiperalgesia) e/ou a percep¢do dolorosa para um
estimulo in6cuo (alodinia) (MILLAN, 1999; BESSON, 1999). Estas sensacfes
podem ser provocadas tanto pela estimulacdo mecanica, quanto térmica (calor e
frio)) e sdo comuns na dor neuropética (para revisao ver. KINGERY, 1997;
MALMBERG e BASBAUM, 1998; SYRIATOWICZ et al., 1999; ZIMMERMANN,

2001; VRINTEN et al., 2001).



Na pratica clinica, tem sido extensivamente descrito que a dor neuropatica
é de dificil tratamento, pois envolve etiologia distinta e, principalmente, porque os
mecanismos celulares e moleculares envolvidos sdo complexos e até 0 momento
pouco entendidos (ZIMMERMANN, 2001; ERICHSEN e BLACKBURN-MUNRO,
2002; ALEY e LEVINE, 2002; BAUMGARTNER et al., 2002; BOLAY e
MOSKOWITZ, 2002; HARDEN e COHEN, 2003). Sabe-se que tanto o sistema
nervoso periférico, quanto o sistema nervoso central, estdo implicados na génese
da dor neuropatica. A lesdo do nervo periférico pode mudar a fisiologia do corno
dorsal e como consequéncia a dor pode se tornar progressivamente centralizada,
resultando na sua amplificagdo e persisténcia (IGNATOWSKI et al.,, 1999;
SCHWARTZMAN et al., 2001).

A variedade de opcdes terapéuticas para o tratamento da dor neuropatica
tem aumentado nos ultimos anos (GALER, 1995), embora a resposta da dor
neuropatica para a maioria dos tratamentos disponiveis ndo seja satisfatoria.
Dentre os tratamentos farmacologicos disponiveis na clinica estdo incluidos os
antidepressivos, 0s anticonvulsivantes, 0s agentes topicos, 0s anestésicos locais,
0s analgésicos opibdides e ndo opibides, os antiinflamatérios e os antiarritmicos
(GALER, 1995; ATTAL, 2000; SAH et al.,, 2003; GUSTAFSSON et al.,, 2003;
KVARNSTROM et al.,, 2003). Além do alivio limitado da dor neuropatica obtido
com estas drogas, o tratamento se torna ainda mais dificil em funcéo da janela
terapéutica, normalmente estreita e dos efeitos colaterais dificeis de serem
tolerados pelos pacientes. Como muitas destas drogas tém normalmente efeitos
muito mais paliativos do que curativos, existe na atualidade uma grande

necessidade do desenvolvimento de novas drogas que possam ser uteis no



tratamento da dor neuropética. Evidéncias recentes indicam que fatores
neurotroficos podem ser candidatos potenciais para cura ou revesao do processo
natural da doenca. Dentre os fatores neurotréficos mais estudados podemos
destacar o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), o fator de crescimento
do nervo (NGF), a neutrofina 3 (NT3) e o fator neurotréfico derivado da glia
(GDNF) (KIDD e URBAN, 2001; SAH et al., 2003; SAWYNOK, 2003; GWAK et al.,
2003; LI et al., 2003).

A relacdo entre a etiologia, a sindrome neuropética e a eficacia do
tratamento € complexa. Dentre os pacientes com lesdo de nervo, alguns nao
desenvolvem dor neuropatica, entretanto, outros pacientes desenvolvem dor
acentuada e de longa duracédo apés lesdo de nervo periférico ou central (WOOLF
e MANNION, 1999; ZIMMERMANN, 2001). A susceptibilidade para o
desenvolvimento de dor neuropética apds a lesdo nervosa ainda ndo € bem
compreendida, sendo dificil predizer quais pacientes com lesdo de nervo
desenvolverdo dor neuropatica (WOOLF e MANNION,1999; ZIMMERMANN,
2001). Além disso, em geral, a eficacia de um tratamento particular nem sempre
pode estar relacionada com a etiologia (HANSSON, 2002). Causas e mecanismos
fisiopatologicos distintos podem existir entre os diferentes pacientes, mas estes
podem se manifestar clinicamente com sintomas similares.

Por causa da sua heterogeneidade e complexidade, a dor neuropatica é
de dificil classificagdo. Em geral, as sindromes de dor neuropatica sao
classificadas de acordo com a etiologia do dano causado. Baseando-se nos
mecanismos envolvidos, Dellemijn (1997) definiu trés grupos diferentes de

sindromes: 1) dor nociceptiva do nervo, € a dor relacionada a um processo



inflamatorio do tecido que envolve 0 nervo, ou Seja, epineuro ou perineuro, e este
tipo de dor sempre se origina no sistema nervoso periférico; 2) sindrome da dor
regional complexa e distrofia, que pode ser mantida pelo sistema nervoso
simpatico; 3) dor por deaferentacdo, € a dor originada de lesdo do sistema
nervoso central ou periférico, sem componente inflamatoério (BOIVIE, 1999).

Atualmente, existe maior tendéncia em se classificar a dor neuropatica
com base nos sinais e sintomas detectados (WOOLF e MANNION, 1999;
NICHOLSON, 2000) e ndao apenas em relacdo a sua etiologia. Similarmente, a
eficacia das drogas usadas no tratamento dos diferentes tipos de sindromes
neuropaticas dolorosas gera outra possivel classificacdo, baseada nas respostas
obtidas com o uso de diferentes agentes farmacolégicos (SINDRUP e JENSEN,
1999). Este tipo de abordagem pode possibilitar que se estabeleca um tratamento
farmacologico de acordo com as necessidades individuais do paciente (ATTAL,
2000). Além disso, na pesquisa de novas estratégias de tratamento € importante
entender quais mecanismos fisiopatoldgicos estao envolvidos na dor neuropatica.

A transeccdo de nervo periférico estd associada com varias alteracdes
neuroanatdbmicas que normalmente envolvem tanto o sistema nervoso central
como o periférico. Na periferia, desenvolve-se um neuroma no local onde ocorreu
a lesdo. Este neuroma € desenvolvido no coto proximal do nervo lesado, e
consiste de brotamentos do nervo em regeneracdo em todas as diregcbes. A
porcdo distal a lesdo do nervo degenera pela falta de suprimento energético
oriundo do corpo celular (localizado no géanglio da raiz dorsal), mas a porcao
proximal a lesdo sobrevive formando o neuroma. No neuroma é observado o

desenvolvimento de descargas ectopicas, particularmente de fibras C que chegam
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ao sistema nervoso central, e sdo interpretadas como originarias do membro
lesionado. Estas descargas ectOpicas podem ser causadas pelo acumulo de
transmissores e de receptores na regido do neuroma, que deveriam chegar até a
porcao distal da les@o por transporte anterogrado (MACFARLANE et al., 1997). A
lesdo axonal também resulta no transporte retrogrado de proteinas ao nucleo,
causando hiperexcitabilidade do soma (no ganglio da raiz dorsal) e degeneracao
trans-sinaptica (YAMAMOTO e YAKSH, 1993; WATKINS et al., 1995).

As descargas ectOpicas periféricas podem provocar reorganizacdo e
alteracdes nas fibras que chegam ao corno dorsal da medula espinhal. Em
consequéncia ocorre queda do controle inibitério da nocicep¢do com a
estimulacéo das fibras C que causam liberacdo excessiva de glutamato, aspartato,
substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), causando
sensibilizacdo dos neurénios do corno dorsal medular, como resultado dos niveis
elevados de atividade das sinapses glutamatérgicas (mediadas pelo receptor
NMDA) (WOOLF e THOMPSON, 1991; MENDELL e SAHENK, 2003). Dessa
maneira, 0s estimulos excitatérios periféricos tornam-se exagerados e 0s
neurdnios do corno dorsal podem ser despolarizados espontaneamente (Figura 1;
p.26). Além disso, fibras Ab (de baixo limiar) que transmitem estimulos mecéanicos
inGcuos, reorganizam-se anatomicamente e passam a fazer sinapse na lamina Il
do corno dorsal da medula espinhal, produzindo neurotransmissores como
substancia P e CGRP que participam da transmisséo da noccicep¢cédo (WOOLF e
MANNION, 1999; MENDELL e SAHENK, 2003; SAH et al.,, 2003). Com esta

reorganizacdo funcional, os alvos pdés-sindpticos que recebiam usualmente
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impulsos de fibras aferentes pequenas (WOOLF et al., 1992), podem contribuir
para a percepcao da nocicep¢do evocada por estimulos mecéanicos indécuos
(SUGIMOTO et al., 1990; MAO et al., 1997) (Figura 1; p. 26). Estas fibras passam
entdo a interpretar o estimulo in6cuo como sendo nocivo, constituindo assim base
anatdmica para o estabelecimento da alodinia mecénica (VRINTEN et al., 2001).

Foi também demonstrado que 0s neurdnios aferentes primarios nao
lesados das areas que circundam alesdo formam novos brotos para inervar areas
desnervadas da pele e freqliientemente emitem descargas espontaneas. Estas
areas da pele podem entdo desenvolver respostas anormais e limiares reduzidos,
tornando-se hiperalgésicas e alodinicas. Nao esté claro entretanto, se estes sdo
produzidos através de mecanismos periféricos ou centrais ou se resultam da
combinacdo de ambos. Em conjunto, estas mudancas podem levar a
hiperexcitabilidade dos neurbnios do corno da raiz dorsal (VRINTEN et al., 2001).

Como ja comentado anteriormente, uma das consequéncias da lesdo dos
nervos periféricos é o desenvolvimento de descargas ectépicas espontaneas.
Estas descargas se originam no local da lesdo e no ganglio da raiz dorsal e
contribuem para o0 surgimento de nocicepg¢ao espontanea e da hiperestesia (SAH
et al., 2003). Mais recentemente, evidéncias tem demonstrado que a geragado das
descargas ectdpicas espontaneas que ocorrem na dor neuropatica esta
relacionada com mudancas nos canais de sodio que regulam a voltagem (SAH et
al., 2003; LAl et d., 2003; LOGRASSO e McKELVY, 2003). Estes canais estao
localizados na membrana plasmatica de axbnios lesados, no ganglio da raiz
dorsal, e em sitios proximais a transeccdo do nervo (ENGLAND et al., 1996;

HOLDEN e PIZZI, 2003; LoOGRASSO e McKELVY, 2003, LAl et al., 2003; SAH et



12

al., 2003). A sua despolarizacédo permite a entrada de ions sodio para o interior da
célula, que causa em consequéncia a geracao de potenciais de acdo (SAH et al.,
2003).

Dos canais de sodio ativados por voltagem, 9 subtipos estdo associados a

subunidade a (Nay1.1 — Na,1.9), e 3 subtipos estdo associados & subunidades b
(b1-3), que podem regular a funcdo da subunidade a (BLACKBURN-MUNRO et
al., 2002; LAl et al., 2003). Varias subunidades a e todas as subunidades b tém

sido detectadas em neurénios do ganglio da raiz dorsal, contribuindo dessa forma
para o aparecimento de dois tipos de correntes de sédio que sdo definidas de
acordo com a sua sensibilidade farmacologica a tetrodotoxina (BLACKBURN-
MUNRO et al., 2002; LAI et al., 2003). Os subtipos de canais de sodio insensiveis
a tetrodotoxina séo especificos de neurdnio sensorial (LOGRASSO e McKELVY,
2003). O subtipo Na,1.8 é encontrado principalmente nas fibras periféricas néo
mielinizadas de pequeno diametro (fibras C), mas também pode ser expresso em
fiboras mielinizadas A, no ganglio da raiz dorsal (BLACKBURN-MUNRO et al.,
2002; LAl et al., 2003). Entretanto, ndo sdo encontrados em outros neurdnios
periféricos ou centrais ou mesmo em tecidos ndo neuronais (COWARD et al.,
2000; HOLDEN e PIzZIl, 2003; SAH et al., 2003; LoOGRASSO e McKELVY, 2003).
Existem evidéncias recentes que indicam que a dor neuropatica pode ser
parcialmente mediada pela redistribuicdo anormal dos canais de sédio do subtipo
Na,1.8 em decorréncia da lesdo nervosa (DECOSTERD et al., 2002). Embora a
ligacdo de nervos espinhais (L5 e L6) resulte na reducdo do RNAm e da proteina

Na,1.8 e das correntes resistentes a tetrodotoxina nos neurdnios do ganglio da
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raiz dorsal apos a lesdo, o ganglio da raiz dorsal ndo lesado adjacente apresenta
acentuada redistribuicdo da proteina para canais Na,1.8 para o0 axonio,
determinando assim aumento significante de correntes resistentes a tetrodotoxina
ao longo do nervo ciatico (LAI et al., 2003; LoOGRASSO e McKELVY, 2003; SAH et
al.,, 2003). Redistribuicdo similar foi observada apds lesdo por constricdo cronica
bem como em tecidos obtidos de pacientes portadores de dor neuropatica crénica
(LAl et al., 2003).

Os canais de sodio tipo Na, 1.9 (NaN) também sé&o relativamente
resistentes a tetrodotoxina, embora suas propriedades cinéticas sejam diferentes
das propriedades dos canais Nayl1.8. Os canais Na,1l.9 sdo expressos
seletivamente em neurdnios nociceptivos, e ndo sao detectados em fibras A néo
nociceptivas (FANG et al., 2002). Estes canais sao ativos em potencial de repouso
da membrana (-70 mV), e podem modular o potencial de repouso dos
nociceptores e suas respostas para estimulos sub-limiares (HERZOG et al., 2001).
Em condicdes de excitabilidade persistente, muitos destes canais de sodio
encontram-se em estado inativo e portanto ndo viaveis para serem abertos.
Recentemente, Konnerth e colaboradores demonstraram que o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) ativa este tipo de canal de sédio no hipocampo,
indicando que a sua distribuicdo nédo é restrita ao ganglio da raiz dorsal (BLUM et
al., 2002). Como acontece com os canais do Nay1.8, o subtipo 1.9 também é
pouco expresso em fibras nervosas transectadas (SLEEPER et al.,, 2000;
DECOSTERD et al.,, 2002). A participacdo destes dois subtipos de canais de
sbdio na dor neuropética € portanto, bastante diferente, e pode ndo somente ser

influenciada por suas propriedades distintas mas também por sua expressao
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diferencial e/ou distribuicdo nos subtipos de fibras aferentes sensoriais em
resposta alesao (LAl et al., 2003).

Além disso, tem também sido observado que o subtipo Na, 1.3 esta
aumentado em lesbes do tipo axotomia, contusdo de nervo periférico, ligacdo de
nervos espinhais ou constricdo crénica do nervo ciatico. O aumento da expressao
destes canais (Na, 1.3) em neurdnios sensoriais de segunda ordem do corno
dorsal, apos lesé@o nervosa, sugere que existe relagdo funcional entre a expressao
de Na,1.3 e a hiperexcitabilidade neuronal associada com dor neuropatica (KIM et
al., 2001; HAINS et al., 2003; LAl et al., 2003).

Atualmente, vem crescendo o interesse pelo esclarecimento da possivel
participacdo de canais de calcio e canais de potassio na dor neuropatica. O ion
calcio entra nas terminagfes nervosas através de canais de calcio e regulam
muitas func¢des, incluindo proteinas relacionadas ao crescimento. Os canais de
calcio também surgem em brotos de nervos em regeneracao, e podem influenciar
a liberagéo de substancia P em neuroma de rato (ZIMMERMANN, 2001). Existem
cinco tipos de canais de calcio sensiveis a voltagem (L, T, N, P/Q e R) com
caracteristicas eletrofisiolégicas e farmacologicas distintas (CATTERALL, 2000;
DOGRUL et al.,, 2003). Os canais de célcio tipo L e N estdo implicados na
liberacdo de neurotransmissores e de neuromoduladores como o CGRP, de
neurdnios sensoriais na medula espinhal. O bloqueio dos canais de célcio
sensiveis a voltagem do tipo N e P/Q, mas ndo os do tipo L, reduzem os sinais
comportamentais da dor neuropatica em modelos animais de lesdo nervosa. Os
canais de calcio tipo T possuem limiar mais baixo para potenciais de agédo e

promovem excitacao sinaptica rapida, que podem favorecer o desenvolvimento de
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dor acentuada (MATTHEWS e DICKENSON, 2001; SEKIZAWA et al.,, 2000;
DOGRUL et al.,, 2003). Entretanto, a auséncia de antagonistas seletivos para
estes canais impede uma avaliacdo mais precisa com relacdo a participagao dos
mesmos na dor neuropatica (DOGRUL et al., 2003). Pouco se sabe sobre o
envolvimento dos canais de potdssio na dor neuropatica. Sabe-se que a sua
abertura pode resultar em hiperpolarizacdo ou estabilizagdo do potencial de
membrana, e portanto, contribuir para a geracdo das descargas ectépicas que
induzem a dor neuropatica (ZIMMERMANN, 2001).

Como o neuroma contem fibras C aferentes e fibras eferentes pos-
ganglionares simpaticas que liberam adrenalina e noradrenalina, é possivel que o
aumento da sensibilidade dos brotos em regeneracdo possa ser influenciado por
mediadores nociceptivos, em situagfes onde ha niveis aumentados da atividade
simpética (JANIG, 1988). A noradrenalina liberada dos terminais simpaticos por
ativacdo de autorreceptores leva a producdo de eicosanoides, que se difundem
para o neurdnio sensorial resultando em sua sensibilizagdo (GONZALES et al.,
1991). Além disso, o0s neurbnios sensoriais lesados tornam-se sensiveis &
catecolaminas, com aumento da expressdo de a-adrenoceptores (HU e ZHU,
1989). A leséo de nervos periféricos também induz crescimento de axbnios de
fiboras simpéticas para dentro do ganglio da raiz dorsal, formando redes
entrelacadas ao redor dos corpos celulares de aferentes primarios (MCLACHLAN
et al., 1993; MENDELL e SAHENK, 2003) (Figura 1; p. 26). Estes dois fatos juntos
podem representar 0 mecanismo pelo qual a atividade simpatica mantém

descargas em fibras aferentes priméarias.
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Além de todas as alteracfes ja descritas, 0s niveis de varios outros
neuropeptideos e de neurotransmissores sdo regulados em fungdo da lesdo
nervosa. Esta plasticidade neuronal pode contribuir para a transmissdo da
informacdo sensorial alterada que € observada na dor neuropatica. Apos a leséao
nervosa existe aumento acentuado dos niveis de galanina em neurdnios lesados
ou preservados do ganglio da raiz dorsal (VRINTEN et al.,, 2001), facilitando a
transmisséo nociceptiva e aumentando a liberacdo de substéncia P determinada
pela estimulacdo (KURAISHI et al., 1991). O peptideo intestinal vasoativo (VIP)
também estd aumentado apos a lesdo de nervos periféricos (NAHIN et al., 1994;
DICKINSON e FLEETWOOD-WALKER, 1999). Sugere-se que o VIP tenha
atividade excitatoria mantendo a transmissdo no corno dorsal (VRINTEN et al.,
2001). Além destes, o neuropeptideo Y, a colecistocinina, a somatostatina, o fator
neurotréfico derivado do cérebro e o fator de ativacdo de transcricdo tipo 3
também tém seus niveis aumentados na dor neuropatica (NOGUCHI et al., 1993;
MARCHAND et al.,, 1999; ANTUNES et al, 1999; SAH et al., 2003). Estas
alteracbes nos niveis dos neuropeptideos refletem uma resposta adaptativa
complexa do organismo em relagdo ao estado neuropatico estabelecido e podem
contribuir com a sensibilizacdo neuronal presente em pacientes com dor
neuropatica.

Por outro lado, a sensibilizagdo dos nociceptores também pode contribuir
para mecanismos periféricos WOOLF e DOUBELL, 1994; THEODOSIOU et al.,
1999; ZIMMERMANN, 2001). Tem sido relatado que a sensibilizacdo periférica
pode ser associada com a liberagdo de mediadores éalgicos por células imunes.

Dentre estas células, mastocitos e macréfagos parecem ser recrutados para o
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nervo lesado, processo esse que ocorre em paralelo com a resposta inflamatoria
(CLATWORTHY et al., 1995; TRACEY e WALKER, 1995; VRINTEN et al., 2001).
Células envolvidas com o processo inflamatério produzem mediadores que
provocam sensibilizacdo das fibras sensoriais. Portanto, a dor neuropética €, pelo
menos em parte, mantida pela reacdo inflamatéria (TRACEY e WALKER, 1995;
BENNETT, 1999). Neste caso, a lesdo deve envolver o recrutamento de leucécitos
(polimorfonucleares na fase aguda e macrofagos e células T na fase crbnica) e
liberacdo de mediadores inflamatérios (cininas, complemento, citocinas e
metabolitos do acido araquidonico) (TRACEY e WALKER, 1995; PERKINS e
TRACEY, 2000; VRINTEN et al., 2001).

De fato, a hiperalgesia causada pela lesdo de nervos periféricos pode ser
resultado da liberagcdo de citocinas pro-inflamatorias pelas células imunes
ativadas. Tem sido descrito que a lesdo nervosa é seguida por invasdo massiva e
rapida de macréfagos ao sitio da lesédo, que liberam citocinas proé-inflamatérias.
Outras células, como por exemplo as células de Schwann e a micréglia também
podem produzir citocinas como o fator de necrose tumoral (TNFa) e as
interleucinas-1 e 6 (IL-1 e IL-6) (WATKINS et al., 1995). Estas células fagociticas
parecem ser responsaveis pela sensibilidade anormal a varios estimulos e pela
atividade espontanea exagerada dos nervos periféricos lesados. Além das
citocinas, os macréfagos podem liberar também glutamato, causando aumento da
excitabilidade neuronal (WATKINS et al.,, 1995). Esta sensibilizacdo € refletida
pela atividade espontanea aumentada, limiar reduzido ou aumento da

responsividade para estimulacado aferente, estimulagcédo repetida para descargas
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prolongadas, e expansdo para campos receptivos periféricos de neurbnios do
corno dorsal (VRINTEN et al., 2001).

Durante a sensibilizagdo central ocorrem alteragbes eletrofisiologicas
como o “wind up” (facilitacdo dependente do uso), na qual os neurénios da medula
espinhal, ao receberem estimulos de pequenas fibras, geram potenciais de agao
repetidos apos cada estimulacdo. Neste fendbmeno, o receptor NMDA
desempenha funcdo fundamental (VRINTEN et al, 2001). Associada com a
sensibilizacdo e excitacdo prolongada das células do corno dorsal da medula
espinhal, a estimulacdo nociva e a lesao tecidual também produzem expansao dos
campos receptivos dos neurdnios do corno dorsal. Neurdnios do corno dorsal da
medula espinhal com campos receptivos adjacentes a uma lesdo cutanea
expandem seus campos receptivos para incorporar o sitio da leséo (McMAHON e
WALL, 1984).

Portanto, mudancas na funcdo quimica e na estrutura dos neurdnios
(plasticidade neuronal) estdo claramente envolvidas na produgéo da sensibilidade
alterada, caracteristica da dor neuropatica. Essas mudancas tém sido mais
estudadas em neurbnios periféricos e espinhais, mas alteracdes semelhantes
ocorrem no cérebro, particularmente no coértex, e podem ser medidas
experimentalmente ou por tomografia funcional (WOOLF e MANNION, 1999).
Assim, as sindromes dolorosas neuropaticas frequentemente desenvolvem um
componente mediado pelo sistema nervoso central com influéncia sobre a
experiéncia cognitiva da dor e que esta associada a mudancas de humor

(IGNATOWSKI et al., 1999).
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Como a dor neuropatica pode resultar de varias etiologias e apresentar
diferentes sintomas, inldmeros mecanismos tém sido propostos como possiveis
responsaveis por suas manifestagfes. Os mecanismos envolvidos na génese da
dor neuropatica sdo comumente identificados e estudados em modelos animais
(Tabela 1; p. 25).

Em 1986, Zimmermann re-interpretou a definicdo de dor publicada pela
Associagcao Internacional para Estudo da Dor para que se pudesse aplicar tal
definicho para o estudo em animais. Assim, a dor foi definida como uma
experiéncia sensorial aversiva causada por leséo atual ou potencial que determina
reac0es motoras e vegetativas progressivas, resulta em comportamento de
aprendizado para esquiva, e pode modificar o comportamento especifico das
espécies, incluindo comportamento social (LE BARS et al., 2001).

Nos ultimos 25 anos varios modelos animais tém sido desenvolvidos para
0 estudo dos mecanismos basicos envolvidos na nocicepcado neuropatica. Estes
modelos animais mimetizam com certa variabilidade alguns dos principais
sintomas observados clinicamente apds a lesdo nervosa. Estes modelos, apesar
de suas limitagbes tém contribuido para o entendimento de alguns dos
mecanismos envolvidos na producdo e na manutencdo da dor neuropatica, além
de serem uteis para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da dor
neuropatica persistente (MCMAHON e PRIESTLEY, 1995; SELTZER, 1995;
PITCHER et al, 1999; ZIMMERMANN, 2001; SMITH et al., 2002; WANG e
WANG, 2003).

A transeccdo completa ou axotomia do nervo ciatico € um dos modelos

mais utilizados para estudo da nocicepcdo neuropatica. Este modelo tem
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proporcionado muitas informacdes importantes, mas também tem uso limitado por
causa da dificuldade de produzir respostas comportamentais na pata desnervada
(WALL et al.,, 1979). O comportamento nociceptivo dos animais € representado
pela autotomia do membro lesado. Como muitos pacientes que sofrem de dor
neuropatica possuem lesdo parcial de um nervo, varios modelos refletindo esta
condicdo tém sido desenvolvidos. O modelo de lesdo por constricdo cronica (figura
2) € um modelo de mononeuropatia (BENNETT e XIE, 1988), onde um fio de
sutura é passado ao redor do nervo ciatico e fortemente amarrado resultando em
perda substancial tanto de fibras mielinizadas, quanto ndo mielinizadas na porcao
distal a ligadura (BASBAUM et al., 1991; KAJANDER and BENNETT, 1992). Esta
lesdo resulta em recolhimento da pata afetada, comportamento defensivo
espontaneo, assim como alodinia ao frio ou a estimulo mecéanico e hiperalgesia
para estimulos térmicos (BENNETT and XIE, 1988). Tem sido proposto, que a
chegada de estimulos aferentes significantes na area extraterritorial € mediada
pelo nervo safeno sensibilizado e pelo processamento da disfung¢édo central para o
impulso periférico (TAL e BENNETT, 1994).

Outro modelo desenvolvido e muito utilizado consiste na ligagéo parcial do
nervo ciatico, que determina o aparecimento de alteracbes semelhantes ajuelas
observadas na dor causalgiforme clinica (SELTZER et al., 1990). Neste modelo,
somente um ter¢co ou metade do nervo ciatico € ligado (figura 2), e assim, tanto as
fiboras ndo mielinizadas quanto as mielinizadas de pequeno diametro sao
preservadas (SHIR e SELTZER, 1990). Os animais apresentam comportamento

indicativo de nocicepg¢do espontanea, incluindo recolhimento ou lambida da pata
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afetada poucas horas apés a cirurgia, além do aparecimento de alodinia tatil e
hiperalgesia térmica de longa duracao.

Mais recentemente, foram desenvolvidos os modelos de ligacdo de
nervos espinhais e lesdo preservada do nervo. No modelo de ligagcdo de nervos
espinhais, as raizes L5 e L6 sdo ligadas distalmente ao ganglio da raiz dorsal
(Figura 2; p. 27). A principal vantagem deste modelo € que as ligaduras sdo
proximais a trifurcagdo do nervo ciatico envolvendo apenas as raizes sensoriais L5
e L6, correspondentes aos nervos lesados, enquanto a raiz L4 recebe impulsos
somente de nervos intactos, permitindo um exame seletivo dos componentes do
nervo responsaveis pela dor neuropética (KIM e CHUNG, 1992; BOUCHER e
McMAHON, 2001). Os ratos com ligadura de nervos espinhais desenvolvem
comportamentos sugestivos de nocicepcdo espontanea, hiperalgesia térmica e
mecanica acentuadas, alodinia mecéanica estavel e de longa duragéo,
correspondendo a causalgia clinica (KIM e CHUNG, 1992).

O modelo de lesao preservada do nervo se caracteriza pela ligadura dos
nervos peroneal e tibial, mantendo intacto o nervo sural (figura 2). O objetivo deste
modelo foi possibilitar o estudo de mudancas nos nervos lesados e no nervo
intacto, proximalmente a jungéo destes trés nervos para formar o nervo ciatico. Os
ratos com este tipo de lesédo desenvolvem sinais comportamentais de nocicepgaor
espontanea ja observada 24 horas apds, e que persiste por mais de 6 meses,
demonstrando respostas intensificadas para estimulos tateis, nocivos ou néao, e
alodinia ao frio (DECOSTERD e WOOLF, 2000).

Vérias patologias podem causar dor neuropatica. O diabete melito

determina perda de ax6nios mielinizados e ndo mielinizados. O modelo animal que
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correponde o diabete melito foi desenvolvido a partir da injecdo sistémica de
estreptozotocina, que destréi as células b-pancreaticas e resulta em aumento da
glicose plasmatica, perda de peso, diminuicdo da mobilidade, polidipsia e poliurea
(COURTEIX et al., 1993). Ap0s a injecdo de estreptozotocina 0s animais
desenvolvem hiperalgesia térmica seguida de hipoalgesia térmica, hiperalgesia
mecanica e alodinia para estimulos quentes e frios (COURTEIX et al., 1993).
Entretanto, diferente da doenca em humanos, a perda de axdnios periféricos ndo
ocorre em extensdo significante durante os primeiros meses ap0s a injecao de
estreptozotocina, e o0 modelo é geralmente definido como severo, estando
associado com toxicidade aguda e rapida, ao contrario da lenta neurodegeneracao
gue ocorre em pacientes diabéticos (COURTEIX et al., 1993; NAKAMURA-CRAIG
e FOLLENFANTS, 1995; D¢ALMEIDA et al., 1999).

A dor neuropatica também pode ocorrer em consequéncia do tratamento
do cancer. O uso de agentes quimioterapicos € freqientemente acompanhado
pelo desenvolvimento de dor neuropatica. Um modelo de dor neuropética
associada com quimioterapia foi desenvolvido apds o tratamento repetido por
administragdo intravenosa de vincristina. Este tratamento resulta em
hipersensibilidade para estimulos térmicos (hiperalgesia) e mecanicos (alodinia)
em ratos ALEY et al., 1996; TANNER et al., 1998). Além disso, no modelo de
neuropatia induzida por vincristina, as fibras C sao hiperresponsivas aestimulacao
nociva (TANNER et al., 1998).

Embora muitos destes modelos sejam de grande valor para a analise

experimental dos mecanismos patolégicos no préprio nervo, devido a
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complexidade da dor neuropética, poucos deles parecem produzir desordens com
sensac¢do nociceptiva semelhante auelas observadas nas neuropatias periféricas
em humanos BESSON, 1999). Por essa razéo, apesar de existirem na literatura
varios modelos para o estudo da nocicepcdo neuropdtica persistente, o
desenvolvimento de novos modelos que permitam avaliar as alteragbes
nociceptivas associadas com as lesées nervosas ainda sdo necessarios.

A lesdo por tracdo do plexo braquial com avulsdo de raizes nervosas €
um evento comum em humanos que pode levar a importantes alteracdes
patolégicas que sao responsaveis pela inducdo das sensacdes dolorosas e
estabelecimento de dor neuropatica (CARVALHO et al., 1997). Este tipo de lesao
nao se reproduz nos modelos experimentais existentes atualmente.

A dor por deaferentagdo é uma das mais significantes razdes de
incapacidade nos pacientes que sofrem avulsdo do plexo braquial. Wynn Parry
observou que 98 dos 108 pacientes, que apresentavam avulsdo das raizes do
plexo braquial, referiam dor significante durante o periodo pés-traumatico (WYNN
PARRY, 1980). A lesdo do plexo braquial € causada pela avulsdo da raiz medular,
que produz dor caracteristica constante, intermitente e freqiientemente intratavel
(BERMAN et al., 1998; ANAND e BIRCH, 2002). A dor geralmente localiza-se na
projecdo do ombro e regido supraescapular com irradiacdo para o membro
superior ipsilateral, dependendo da intensidade e da regido do plexo lesado. Pode
ser idiopatica, de carater familiar, ou induzida por certas posicbes do membro
superior, além de compressfes, traumas e procedimentos anestésicos ou pos-

radioterapia.
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Acidentes de motocicleta constituem a causa mais comum de lesdo do
plexo braquial, seguido de acidentes automobilisticos e atropelamentos (GARCIA -
MARCH et al.,, 1987; MOSSY e NASHOLD, 1988; WAIKAKUL et al., 2000). Ha
predominio de pacientes do sexo masculino e com idade inferior a 35 anos, o que
€ justificado pelo fato desses individuos participarem de atividades mais
freqientemente associadas com acidentes graves (WYNN PARRY, 1970;
WAIKAKUL et al., 2000).

Acompanha-se de disturbios da sensibilidade superficial como parestesias
e déficits motores associados a alteracbes dos reflexos miotaticos. Exaustao
fisica, assim como situacdes de ansiedade e depressdo, costumam agravar o
desconforto. Na casuistica de Wynn Parry, o inicio da dor ocorreu imediatamente
apos o traumatismo em 60% dos pacientes e nos demais, nas primeiras 12
semanas. Além disso, a presenca de zonas de gatilho distantes da area
deaferentada, no hemicorpo ipsi ou contralateral, também foi descrita (WYNN
PARRY, 1984).

O tratamento dos pacientes com avulsdo do plexo braquial,
freqUentemente é insatisfatério (WYNN PARRY, 1970). O emprego de técnicas de
reabilitagdo fisica, interagdes psicossociais, terapia ocupacional, psicoterapia e o
retorno precoce & atividades habituais sdo importantes e, aparentemente,
melhoram o rendimento funcional e o ajuste psicossocial podendo reduzir a
frequéncia de dor crénica. A dor, quando presente, comumente € resistente &
drogas analgésicas disponiveis no mercado.

Desta forma, dada a complexicidade fisiopatolégica da dor neuropatica

induzida pela avulsdo do plexo braquial associada a auséncia de um modelo
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animal adequado, o presente trabalho se propde a caracterizar um modelo para o

estudo da dor neuropatica induzida pela avulsdo do tronco inferior do plexo

braquial em ratos.

Tabela 1: Principais modelos animais disponiveis para o estudo da dor neuropética

Tipo de Lesao Modelo Comportamento Extensao da
de Dor Deaferentacéo
Lesdo traumética |Transec¢éo do nervo ciético Autotomia Completa
Lesdo por constricdo cronica Alodinia ao frio Extensa
Hiperalgesia térmica
Alodinia tétil
Ligacdo parcial do nervo ciaticp Alodinia tatil Moderada

Hiperalgesia térmida

Ligacéo de nervo espinhal Alodinia tatil Moderada
Hiperalgesia térmida
Lesdo preservada do nervo Alodinia tatil Moderada
Hiperalgesia mecanica
Alodinia ao frio
Metabdlica Estreptozotocina Alodinia tétil Nenhuma

Hiperalgesia térmida
Hipoalgesia térmica

Quimioterapia Vincristina Alodinia tatil Nenhuma

Hiperalgesia térmida

Adaptado de Sah et al., 2003
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Figura 1: Vias envolvidas na dor neuropatica periférica e sitios potenciais de intervencao
farmacolégica. Apds a lesdo de um nervo periférico, desenvolve-se uma cascata de
eventos que determina o aumento de canais de membrana nos neurénios nociceptivos do
ganglio da raiz dorsal. O crescimento de ax6nios simpéticos se entrelacam ao redor dos
corpos celulares, causando dor exagerada. No local da lesé@o periférica, e ao longo do
axonio surgem canais de soédio, resultando em descargas neurais ectépicas. Projecbes
dos neurdnios nociceptivos do ganglio da raiz dorsal para interneurdnios espinhais
aumentam a excitacdo pela liberacdo de substancia P, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina e glutamato. O neurbnio de segunda ordem na medula espinhal, que é
normalmente ativado pelo glutamato através de receptores do tipo AMPA, é induzido a
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disparar espontaneamente (sensibilizacdo central) através do receptor NMDA. A
excitacdo do neurbnio de segunda ordem leva ao aumento de calcio intracelular e
ativacdo de proteinas quinases que fosforilam proteinas intracelulares tais como
receptores NMDA. A dinorfina, um neuropeptideo opidide cujos niveis estdo elevados nas
sindromes de dor crbnica, podem também contribuir para a excitacdo ectopica dos
neurdnios de segunda ordem através da ativacdo dos receptores NMDA. Existe uma
perda da inibicdo dos neurbnios de segunda ordem pela reducdo de estimulos
provenientes do acido gama amino butirico (GABA) através da baixa regulagdo dos
receptores GABA.. O brotamento de terminais centrais de neurénios ndo nociceptivos no

ganglio da raiz dorsal (neurbnios Ab) expressam substancias nociceptivas no corno

dorsal, contribuindo para hiperalgesia e alodinia mecénica.

/ Raiz dorsalmedular

Ganglio daraiz dorsal

MODELO de CHUNG <., 1A
Medula espinhal

Nervo espinhal

MODELOde SELTZER

Nervo safeno
MODELO de BENNETT

= Nervo sural '
T —
Nervo peroneal comum -
— MODELO do NERVO PRESERVADO

Nervo tibial

Adaptado de Ueda e Inoue, 2001

Figura 2: Representagdo esquematica de diferentes lesdes do nervo ciatico
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2. HIPOTESE

A avulsdo do plexo braquial € um trauma comum causado pela lesdo da
raiz medular, e que produz dor constante, intermitente e freqiientemente intratavel.
Como este tipo de lesdo ndo é reproduzivel nos modelos animais existentes
atualmente, gerou-se a hipétese de desenvolver um modelo capaz de reproduzir

alguns desses sintomas em ratos.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como principal objetivo desenvolver e
caracterizar um novo modelo para o estudo da dor neuropética apés a lesdo do
tronco inferior do plexo braquial em ratos e avaliar a sensibilidade deste modelo a

diferentes classes de drogas analgésicas disponiveis clinicamente.

3.2 Objetivos especificos

1- Comparar por meio de diferentes testes comportamentais as respostas

nociceptivas obtidas apds as lesdes por avulsdo, ligadura ou constricdo do tronco

inferior do plexo braquial de rato.
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2- Caracterizar a avulsdo do tronco inferior do plexo braguial como um novo

modelo de estudo para a dor neuropatica cronica.

3- Estudar a sensibilidade farmacolégica do modelo de dor neuropatica induzida
pela avulsdo do tronco inferior do plexo braquial utilizando diferentes classes
de drogas empregadas ou ndo na clinica, para o tratamento de pacientes com

neuropatias.

4- Avaliar a participacao de citocinas no modelo de avulsdo do tronco inferior do

plexo braquial.

5- Investigar o envolvimento de alguns fatores de crescimento neste modelo

experimental de dor neuropatica.

6- Determinar o possivel envolvimento de fibras sensiveis a capsaicina na
alodinia e hiperalgesia induzidas pela avulsdo do tronco inferior do plexo

braquial.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 200 e 300 gramas,
(entre 2 e 3 meses de idade, n=8 por grupo, exceto para os fatores de crescimento
neural, n=4 por grupo) obtidos do biotério central da Universidade Federal de
Santa Catarina. Os animais foram mantidos em camaras com umidade (60-80%) e
temperatura controladas (22 + 2 °C), com ciclo claro-escuro de 12 horas (luz ap6s
as 7:00 horas) e com livre acesso a agua e comida, exceto durante as sessdes de
teste.

Antes do inicio de cada sessao experimental, realizada sempre entre 8 e
17 horas, os animais foram aclimatizados no laboratério, por um periodo de pelo
menos 1 hora. Todos os procedimentos usados no presente estudo foram
conduzidos de acordo com as orientacfes éticas da Associacao Internacional para
Estudo da Dor ZIMMERMANN, 1983). Além disso, todos os esfor¢os foram feitos
para minimizar o sofrimento dos animais e usar somente 0 numero necessario de

animais para produzir dados cientificos confiaveis.

4.2 Anatomia do Plexo Braquial

O plexo braquial de rato é bastante semelhante ao plexo braquial
humano. Ele é formado pelos feixes anteriores de C5 a T1. A unido de C5 e C6
forma o tronco superior, enquanto que feixe C7 d& origem ao tronco médio. Os

feixes C8 e Tl se combinam para formar o tronco inferior (Figura 3), que é



31

amplamente responsavel pelos movimentos e sensibilidade das patas anteriores
(BERTELLI et al., 1995b). Todos os experimentos foram realizados no tronco
inferior do plexo braquial, intimamente relacionado com vasos subclavios. Em um
estudo piloto, todo o plexo braquial dos ratos (n=10) foi extraido da medula
espinhal. Ao final da primeira semana, todos os animais desenvolveram autotomia
do membro superior relacionado. Em outro grupo de experimentos, somente o
tronco inferior do plexo braquial foi lesado e nenhuma autotomia foi observada.
Assim, este modelo de leséo parcial do plexo braquial (lesdo do tronco inferior) foi
adotado para realizacédo do presente estudo.
C5 = Quinta raiz cervical T1 = Primeira raiz toréxica

C6 = Sexta raiz cervical C7 = Sétima raiz cervical

i L g

Figura 3: Anatomia do plexo braquial do rato
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4.3 Procedimento Cirurgico

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados usando técnica
asséptica, sob anestesia profunda, induzida pela injecéo i.p. de solu¢do de hidrato
de cloral a 7% (0,6 ml/100 gramas de peso corporal). O plexo braquial foi
identificado por uma incisdo horizontal paralela a clavicula, que se estendeu do
esterno até a regido axilar. ApGs exposi¢cdo, o musculo peitoral maior foi cortado
com uma tesoura cirdrgica e afastado mantendo-se intacta a veia cefalica. Os
vasos subclavios foram localizados, preservados e o tronco inferior do plexo
braquial foi dissecado até a medula espinhal. Do ponto anatdmico onde o plexo
braquial se divide ros troncos superior, médio e inferior até as respectivas raizes
medulares temos um comprimento que varia entre 1 e 1,5 cm. Para produzir a
leséo do tipo constricdo, em um grupo de ratos o tronco inferior foi esmagado no
mesmo local por 3 vezes com duracdo de 5 segundos cada, usando um férceps
microcirdrgico (Figura 4 F). Ao final deste procedimento o nervo apresentou-se
esmagado e transparente. Para a lesdo do tipo ligadura em outro grupo de
animais o tronco inferior foi ligado em apenas um local usando-se um fio de sutura
(4.0 Ethicon, Edinburgh), que diminuiu o limen deste tronco a um didmetro inferior
ao original (Figura 4 E) (HOWE et al., 1977; BENNETT e XIE, 1988). Para produzir
a lesdo do tipo avulsdo, em um terceiro grupo de animais, o tronco inferior do
plexo foi pincado com um férceps e extraido da medula espinhal por tracéo (Figura
4 C e D). Neste tipo de lesao utilizamos uma forgca mecéanica suficiente para que o
tronco inferior seja arrancado juntamente com o ganglio da raiz dorsal. No grupo

falso operado, o plexo braquial foi exposto e o tronco inferior dissecado sem
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nenhuma lesdo aos nervos. Em seguida, as camadas de tecido foram

reposicionadas e a pele suturada com fio de sutura 4.0.

Figura 4: Esquema representativo mostrando as lesées cirdrgicas do tronco inferior do
plexo braquial do rato: A) regido da incisdo; B) incisdo do musculo peitoral maior; C)
tracdo; D) avulsdo do tronco inferior de suas raizes medulares; E) ligadura e F)

constricdo.



4.4 Aparelhos e Procedimentos

4.4.1 Medida da Hiperalgesia Mecanica

O limiar mecanico doloroso foi avaliado com o emprego de um
analgesidbmetro (Ugo Basile, Italia) e expresso em gramas de acordo com o
método descrito por Randall e Selitto (1957). Foi aplicada uma pressdao que
aumenta linearmente através de um cone sobre a superficie dorsal de cada pata
traseira até a sua retirada (Figura 5). O valor registrado foi considerado como o
limiar de retirada da pata ao estimulo mecanico e expresso como carga suportada
(9). Este estimulo foi aplicado entre o terceiro e o quarto metatarso. Antes da
sessdo experimental, os animais foram treinados no aparelho por 3 dias

consecutivos para reduzir a variabilidade das medidas (TAIWO et al., 1989).

Figura 5:Medida da hiperalgesia mecéanica (método de Randall e Selitto)



4.4.2 Medida da Hiperalgesia Térmica

A hiperalgesia térmica foi avaliada por meio da laténcia de retirada da
pata como descrito previamente (HARGREAVES et al.,, 1988). Os ratos foram
colocados individualmente em um compartimento acrilico posicionado sobre uma
plataforma de acrilico transparente, elevada em cerca de 15 cm (Plantar Test, Ugo
Basile, Italia). Ap6s 15 minutos de adaptacdo ao ambiente de teste, um feixe de
calor radiante (lampada halégena de 50 W com intensidade controlada por uma
fonte de voltagem constante), foi direcionada sobre a superficie plantar de cada
pata traseira (Figura 6). Normalmente os animais reagem ao estimulo térmico
(feixe luminoso) retirando a sua pata do contato com a luz. Ambas as patas foram
testadas com intervalo de 1 a 2 minutos entre cada medida. O tempo maximo de
cada exposicédo foi de 40 segundos para evitar danos teciduais. O tempo para
retirada da pata foi considerado como indice de nocicepcdo (MALAN et al., 2000;
MILLIGAN et al., 2000, 2001).

Para confirmar os resultados do teste de Hargreaves, foi utilizado o teste
de retirada da pata (“paw-flick”), um ensaio modificado do teste de retirada da
cauda (“tail-flick”), que possibilita medir em segundos (s) o tempo de reacao dos
animais expostos a um feixe de luz (90 W). Apos contengdo, cada animal foi
posicionado de maneira que a superficie plantar de cada pata traseira foi
individualmente colocada sobre o feixe luminoso, com um tempo de exposicéo
maximo de 30 segundos para prevenir danos teciduais. O reflexo de retirada da
pata traseira exposta a luz interrompe a fotocélula e também a contagem do
tempo. O valor registrado neste momento foi considerado como indice de

nocicepcao (LASHBROOK et al., 1999).



50 w; 40s

POw; 30s

Figura 6: Medida da hiperalgesia térmica ao calor (Testes de Hargreaves [A]) e “paw-flick”

[B]).

4.4.3 Medida da Alodinia Mecanica

A sensibilidade tatil foi avaliada através da aplicacdo de um estimulo
representado por uma pressado leve e constante, necessaria para determinar a
retirada da pata traseira. Os ratos foram colocados sobre uma plataforma metélica
perfurada (célula de 0,8 x 0,8 cm), elevada 30 cm da superficie, sobre a qual foi
adaptada uma caixa acrilica transparente (8 x 8 x 18 cm) dividida em trés
compartimentos iguais. Os animais foram adaptados individualmente por
aproximadamente 15 minutos, até cessar a atividade exploratoria (Figura 7).
Durante o periodo de teste, a elevacdo da pata devido a atividade locomotora

normal foi ignorada. A freqiéncia de retirada para o estimulo mecéanico foi



37

avaliada usando um grupo de filamentos calibrados de von Frey (Stoelting,
Chicago, EUA). Estudos preliminares realizados em nosso laboratério mostraram
gue o filamento de von Frey de 2 g praticamente ndo produz resposta de retirada
da pata em animais normais, o que foi considerado como adequado para avaliar
alodinia mecéanica. O monofilamento foi aplicado 5 vezes com intervalos de 1 a 4
segundos, em diferentes regibes da superficie plantar de ambas as patas
traseiras. A resposta de retirada foi considerada vélida apenas quando a pata
traseira foi completamente retirada do contato com a plataforma (ALEY e LEVINE,

2002; ERICHSEN e BLACKBURN-MUNRO, 2002).

Figura 7: Medida da alodinia mecanica com o uso do filamento de von Frey (29)



4.4.4 Medidada Alodiniaao Frio

Para avaliagéo da alodinia ao frio, os animais foram colocados sobre uma
plataforma metalica perfurada (célula de 0,8 x 0,8 cm) sobre a qual foi adaptada
uma caixa acrilica transparente (8 x 8 x 18 cm), dividida em trés compartimentos
iguais e elevada 30 cm da superficie. Os animais foram adaptados individualmente
por aproximadamente 15 minutos até cessar a atividade exploratéria. A alodinia ao
frio foi medida com a utilizagdo da acetona como descrito por Choi et al. (1994).
Com o auxilio de uma seringa, 250 m de acetona foram aplicados sobre a parte
central da superficie plantar de cada pata traseira (Figura 8). Neste teste, os ratos
controle ignoram o estimulo ou respondem ocasionalmente com uma retirada
breve e de pequena intensidade. Entretanto, 0s ratos com neuropatia
responderam frequentemente com forte retirada das patas, que é claramente
exagerada em amplitude e duracado. A resposta de retirada foi avaliada com auxilio
de uma escala de 0 a 3 pontos apds aplicacdo Unica de acetona: (a) nenhuma
resposta, O pontos, caracterizada pela auséncia de movimentacdo da pata; (b)
resposta leve, 1 ponto, onde o rato expressa resposta na qual a pata tem pouco
ou nenhum peso sobre ela; (c) resposta moderada, 2 pontos, se caracteriza pela
pata elevada que ndo entra em contato com a superficie; (d) resposta acentuada,
3 pontos, uma resposta na qual o rato lambe, morde ou bate a pata (SHIMIZU et

al., 2000).
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Figura 8: Medida da alodinia ao frio avaliada pelo teste da acetona

4.45 Avaliacado da Atividade Funcional das Patas Anteriores

As lesbes do tronco inferior do plexo braquial causam paralisia do
membro lesado que pode ser temporaria ou permanente dependendo do tipo de
lesdo. Para esta avaliacédo ser feita em ratos, uma grade de arame medindo 8 x 14
cm (diametro do arame: 1,5 cm) foi conectada a uma balanga eletronica por meio
de 4 cabos de 15 cm de comprimento. Um peso de 500 a 800 g foi colocado sobre
0 prato da balanca. Os ratos foram suspensos pela cauda e aproximados da
balanca até que conseguissem agarrar a grade metélica com as duas patas
anteriores, quando entdo foram puxados para cima até soltarem a grade (Figura

9). O valor registrado pela balanga no momento preciso em que o animal soltou a
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grade foi anotado e a forca de apreensdo foi calculada (500g menos o valor
registrado). Este procedimento foi repetido 3 vezes registrando-se a melhor
performace. Para evitar falsas medidas devido a flexdo dos pulsos, a situagéo dos
4 dedos agarrando o centro da grade foi considerado como posicionamento

correto do animal no aparato (BERTELLIet al., 1993; 1995a).

Figura 9: Avaliacdo da capacidade de apreenséo das patas anteriores (“Grasping test”)

4.4.6 Teste de Atividade Locomotora
A influéncia do procedimento cirlrgico sobre a atividade locomotora dos

animais foi avaliada pelo uso do teste do campo aberto (“open-field”). O aparelho
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consiste de uma arena pintada de branco medindo 32,5 cm de altura e 97 cm de
didmetro. O chao da arena é dividido em 19 unidades por linhas pretas, e
iluminadas de cima por duas lampadas de cor vermelha (40 W). A frequiéncia de
linhas cruzadas com as quatro patas (indice de locomocéao) foi registrada durante
5 minutos (Figura 10). Na fase de caracterizacdo do modelo, a atividade
locomotora dos ratos controle, falso operados ou operados (avulsdo, ligadura e
constricdo) foi medido apenas no quinto dia apés a lesdo do plexo braquial
(ZANINI e TAKAHASHI, 1994). Entretanto, durante a caracterizagdo
farmacologica, os animais tratados com drogas depressoras do sistema nervoso
central, quando administradas agudamente, foram avaliados no teste do campo

aberto 20 dias ap6s a cirurgia.

Figura 10: Medida da atividade locomotora dos animais avaliadas no teste do

campo aberto.
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4.5 Protocolos Experimentais

4.5.1 Protocolo Experimental 1: Caracterizagdo do modelo

Para a caracterizacdo do modelo experimental foram usados os seguintes
grupos experimentais: controle, falso operado, avulsdo, ligadura e constricdo do
tronco inferior do plexo braquial. As cirurgias foram realizadas no plexo braquial da
pata dianteira direita. Num estagio inicial do nosso estudo, as observacoes
comportamentais foram feitas em ambas as patas traseiras (5, 20, 30, 90, 120,
165 e 330 dias apods) para analise de pontos de gatilho distantes do local da leséo,
como pode ser observado apos a lesdo do plexo braquial em humanos (WYNN
PARRY, 1980, 1984). Para tal foi utilizado o método descrito por Randall e Selitto
para avaliacdo da hiperalgesia mecanica. Apds o periodo de 330 dias 0os animais
foram sacrificados. Como o0s animais do grupo avulsdo desenvolveram
hiperalgesia mecéanica significante em ambas as patas traseiras durante todo o
periodo de avaliacdo, os intervalos de avaliacdo foram fixados nos dias 5, 20, 30
e 90 apls a cirurgia. Foram ainda utilizados outros procedimentos experimentais
com o objetivo de avaliar além da hiperalgesia mecéanica, também a hiperalgesia
térmica (calor), a alodinia mecéanica e térmica (frio), a movimentagédo esponténea e
a capacidade de apreensdo das patas anteriores. Nos intervalos de tempo
descritos acima cada animal foi submetido sequiencialmente aos diferentes testes.
Como as lesdes do tronco inferior do plexo braquial determinam perda temporéria
ou definitiva dos movimentos e da sensibilidade da pata lesada dificultando
registros nas patas anteriores, todos os testes nociceptivos foram realizados nas

patas traseiras. Além disso, para os testes de Randall e Selitto e da acetona
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medidas nas patas anteriores sdo dificeis de serem realizadas devido ao
posicionamento do animal no aparato ou pela proximidade do focinho do animal.

Apos 90 dias, os animais foram sacrificados.

4.5.2 Protocolo Experimental 2: Influéncia do tratamento neonatal com

capsaicina

Para avaliar o possivel envolvimento das fibras C sensiveis a capsaicina
neste modelo experimental, ratos neonatos (2 dias de idade) receberam injecao
subcutanea de veiculo (10% de etanol + 10% de Tween 80 + 20% de salina) ou o
mesmo veiculo mais capsaicina (50 mg/kg de peso). Ao completarem dois meses,
estes ratos foram divididos em grupos controle, falso operado e submetidos a
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial, cujo procedimento cirargico ja foi
descrito anteriormente (n=8 em cada grupo). No periodo compreendido entre 20 e
40 dias apos a cirurgia, os animais foram avaliados nos testes de Randall e Selitto,

acetona e von Frey como descrito anteriormente.

45.3 Protocolo Experimental 3: Estudo farmacolégico

Para o estudo farmacolégico foram utilizados os grupos controle, falso
operados e animais submetidos a avulsdo do tronco inferior do plexo braquial.
Com base na avaliacao das respostas obtidas durante a fase de caracterizacéo do
modelo e tempo de reparacéo da ferida cirlrgica, objetivando facilitar as medidas
comportamentais, optou-se por avaliagdes entre 20 e 40 dias apds o procedimento

cirargico, com o emprego do método de Randall e Selitto e do teste da acetona.
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Nestes grupos foram registradas as medidas basais seguida de novas avaliacbes
apos a administracdo de salina ou de cada droga. Como o mesmo animal de cada
grupo passou por 3 periodos de avaliacdo, as medidas basais, apds salina e apés
tratamento foram feitas em dias distintos separados por um intervalo de
aproximadamente 5 dias.

- No tratamento agudo, as drogas foram administradas da seguinte
forma: morfina (5 mg/Kg) foi injetada por via subcutanea 30 minutos antes;
cetamina (25 mg/Kg), diclofenaco (100 mg/Kg), donidina (300 ng/Kg), L-NAME
(150 mg/Kg), dipirona (180 mg/kg), imipramina (10 mg/kg), lidocaina (40 mg/kg),
adenosina (100 mg/kg) e diacereina (100 mg/kg) foram administrados por via i.p.
30 minutos antes; dexametasona (1,5 mg/kg) foi administrada por via i.p. 120
minutos antes; celecoxib (10 mg/kg) e gabapentina (70 mg/kg), foram
administrados por via oral, 60 minutos antes. Uma solugéo de salina 0.9% foi
administrada pela mesma via e no mesmo tempo de cada droga e foi utilizada
como controle. Apés o término dos procedimentos os animais foram sacrificados.

- No tratamento repetido, a dipirona (180 mg/kg) foi administrada por via
i.p. duas vezes ao dia por 3 dias consecutivos e no dia do teste uma outra dose foi
administrada 30 minutos antes. A gabapentina (70 mg/kg) foi administrada por via
oral uma vez ao dia por 3 dias consecutivos e no dia do teste uma dose foi
administrada uma hora antes. A imipramina (10 mg/kg) foi administrada por via i.p.
durante uma semana e no dia do teste outra dose foi adminstrada 30 minutos
antes. O diclofenaco (100 mg/kg) e a dexametasona (1,5 mg/kg) foram

administrados por via i.p. uma vez ao dia por 2 dias e no ultimo dia mais uma dose
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foi administrada 30 ou 120 minutos antes, respectivamente. ApOs o término dos

procedimentos os animais foram sacrificados.

4.5.4 Protocolo Experimental 4: Medida dos niveis de citocinas

Para medida dos niveis das citocinas IL-1b, TNFa, IL-10 e IL-6, foi
utilizada a metodologia previamente descrita por Francischi et al. (2000), com
pequenas modificacbes. Apos sedacao prévia com éter os animais dos grupos
controle, falso operado e submetidos a avulsdo do tronco inferior do plexo braquial
foram submetidos a perfusdo com salina + EDTA 10 mM. Durante este
procedimento os animais foram mortos e, em seguida, a medula espinhal foi
retirada, lavada com a mesma solucdo e congelada a 70°C negativos.
Posteriormente, as amostras foram colocadas em tampao fosfato, contendo:
tween 20 a 0,5%, cloreto de benzamet6nio 0,1 mM, EDTA 10 mM, aprotinina A 2
ng/ml, PMSF 0,1 mM e BSA 0,5%. Os tecidos foram homogeneizados e
centrifugados a 6.900 rpm, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante obtido foi utilizado
para o ensaio. Os niveis das citocinas foram medidos através de kit de Elisa de
acordo com as recomendacdes do fabricante (R & D Systemso). Os experimentos
foram realizados em duplicata para 3 animais de cada grupo 5, 20 e 45 dias apés

o procedimento cirdrgico. As respostas foram expressas em pg/mg de tecido.
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455 Protocolo Experimental 5: Participacdo dos fatores de crescimento

neural

Para investigar o envolvimento dos fatores de crescimento neural com a
hiperalgesia e a alodinia induzidas pela avulsdo do tronco inferior do plexo
braquial do rato foram utilizados os grupos falso operado e os animais submetidos
a avulsao do tronco inferior do plexo braquial. Cada grupo (n=4) recebeu no dia da
cirurgia uma aplicacao local de salina ou de um dos seguintes anticorpos: anti-
NGF, anti-BDNF ou anit-GDNF (2ng/sitio num volume de 50 m), na area da leséo.
Entre 20 e 40 dias apds a cirurgia e o respectivo tratamento, os animais foram
submetidos aos testes de Randall e Selitto ou com acetona como descrito

anteriormente. Apos o término dos experimentos 0s animais foram sacrificados.

5. Drogas e Solugbes

As drogas empregadas para caracterizacdo farmacoldgica deste modelo
foram as seguintes: sulfato de morfina, clonidina, diclofenaco, LLNAME (N®-metil-
L-arginine metil ester HCI), dipirona, adenosina, dexametasona, capsaicina e CFA
(SIGMA Chemical Company, St Louis, EUA), hidrocloridrato de cetamina,
hidrocloridrato de lidocaina, hidrocloridrato de imipramina (Research Biochemicals

International, EUA), celecoxib (capsulas de 200 mg, Celebra®, SEARLE, Brasil),
gabapentina cépsulas (Neurontino, PARKE-DAVIS, Brasil), diacereina (TRB-

PHARMA, Brasil), anticorpos anti fator de crescimento do nervo (NGF), anti fator

neuronal derivado do cérebro (BDNF) e anti fator neuronal derivado da glia
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(GDNF) todos da (R & D Systemso, EUA). Além destas drogas foi utilizada

solucao salina 0,9%.

Todas as drogas foram administradas em doses inferiores &uelas que
produzem alteracdo motora em ratos controles. Morfina, clonidina, cetamina,
celecoxib, = L-NAME, gabapentina, diclofenaco, dipirona, imipramina,
dexametasona, e lidocaina foram dissolvidas em salina estéril 0,9%. A adenosina
e a diacereina foram homogeneizadas respectivamente com DMSO 5% e tween
80 5% e, em seguida, dissolvidas em salina 0,9% até completar o volume
desejado. Os anticorpos para os fatores de crescimento anti-NGF, anti-BDNF e
anti-GDNF foram dissolvidos em PBS. A solucdo de capsaicina foi preparada com

10% de tween 80, 10% de etanol e o volume final completado com salina.

6. Anéalise Estatistica

Para andlise estatistica das diferencas no limiar térmico (calor), mecanico
e na atividade funcional das patas anteriores, utilizou-se ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, complementadas pelo teste de Student-Newman-Keuls. Estes
dados foram apresentados como a média + erro padrao da média, em diferentes
tempos apos a lesdo do tronco inferior do plexo braquial para os diferentes grupos
experimentais. A analise de variancia (ANOVA) de uma via foi utilizada para
analisar a influéncia das lesdes sobre a atividade locomotora. A alodinia ao frio foi
apresentada como mediana com 0S seus respectivos intervalos interquartis. O

teste de Mann-Whitney para dados ndo pareados foi utilizado para avaliar as
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possiveis diferencas significativas. Para os controles positivos, feitos para os
testes térmicos, utilizou-se o teste “t” de Student. Os rveis de citocinas foram
determinados por meio de andlise por regressao linear e posteriormente por

ANOVA de uma via. O nivel de significancia aceito em todos os testes foi de

P <0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacdo do modelo

7.1.1 Experimento 1. Efeito das lesdes do tronco inferior do plexo braquial de

rato sobre a hiperalgesia mecanica.

Este grupo de experimentos teve como objetivo investigar se as diferentes
lesbGes realizadas no tronco inferior do plexo braquial seriam capazes de induzir
hiperalgesia mecanica, bem como definir a caracteristica temporal desta alteragéo.
Inicialmente, ndo foi observada diferenca significantiva no limiar para estimulo
mecanico entre os animais dos grupos controle e falso operado, demonstrando
gue o procedimento cirargico sem manipulacédo e/ou lesdo concomitante do nervo
nao induziu qualquer alteracao nociceptiva (Figura 11).

Comparando os trés tipos de lesdo cirargica (avulsdo, ligadura e
constricdo) foi observado que a avulsdo do tronco inferior do plexo braquial
produziu diminuicdo acentuada no limiar mecanico caracterizado pela redugéo na
carga necessaria para induzir retirada da pata traseira, tanto da pata ipsilateral
guanto da contralateral durante todo o periodo de avaliagdo do 5° ao 90° dia)
guando comparados aos grupos controle ou falso operado. A andlise estatistica

dos dados mostrou diferencas significantivas entre os grupos [Fg70=36,10,
P<0,001] (Figura 11). Observou-se ainda que as lesfes por ligadura ou apés a

constricdo do tronco inferior do plexo braquial produziram diminuicdo significantiva

no limiar mecéanico de ambas as patas traseiras no 5°, 20° e 30° dias, retornando
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aos valores basais 90 dias apds a cirurgia (teste de Newman-Keuls, P<0,001)

(Figura 11).
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Figura 11: Carga suportada nas patas traseiras ipsilateral e contralateral avaliadas no
teste de Randall e Selitto em ratos controle, falso operados, ou apods avulséo, ligadura e
constricdo do tronco inferior do plexo braquial direito de ratos em diferentes intervalos de
tempo. Os dados séo expressos como a media + erro padrdo da média de 8 animais em
cada grupo. Os asteriscos indicam diminui¢cdo significativa na carga suportada em cada
pata traseira. * P < 0,05 em relacdo aos grupos controle ou falso gperados. Teste de

Student Newman-Keuls.
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7.1.2 Experimento 2: Efeito das lesdes do tronco inferior do plexo braquial de

rato sobre a hiperalgesia térmica.

Os resultados obtidos usando o método de Hargreaves estao
apresentados na Figura 12. A andlise estatistica dos dados nédo revelou diferencas
significantes entre o0s grupos analisados [Fg70=1,68, P<0,12]. De modo
semelhante, quando os animais foram avaliados no modelo do “paw-flick” (Figura.
13), nenhuma das lesdes do tronco inferior do plexo braquial (avulséo, ligadura ou
constricdo) resultou em diferenca estatisticamente significante quando
comparados com os resultados dos grupos controle ou falso operados [Fg70=8,11,
P<0,07]. Como controle positivo dos resultados obtidos nesses métodos, foram
registradas as laténcias basais de retirada das patas traseiras de dois grupos ratos
controle (n=8). Em seguida, os animais receberam injecdo intraplantar de
adjuvante completo de Freund (CFA, 150 m) na pata direita e 6 horas apés foram
novamente avaliados. Os resultados obtidos demonstraram que houve diminuigéo
significativa <0,05) na laténcia de retirada da pata direita quando comparada

com a pata esquerda em ambos os testes (Tabela 2).
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Tabela 2: Efeito da administracdo de CFA (150 n¥pata) sobre a laténcia de retirada (S)
das patas traseiras de ratos controle submetidos aos testes do Hargreaves e “paw-flick”.
Os valores sdo representados como a média + erro padrdo da média de 8 animais em
cada grupo. Os asteriscos indicam diminui¢c&o significativa no limiar de retirada da pata
traseira direita quando comparada com a pata traseira esquerda apos administracéo de
CFA em cada procedimento. Teste “t” de Student. * P <0,05. PD = pata direita; PE = pata

esquerda
Hargreaves “Paw-flick”
Basal Apos CFA Basal Apos CFA
PD 19,4+ 1,69 6,15+ 0,73 * 20,15+1,82 | 1,27+0,04F
PE 20,94+2,01 20,07 + 1,58 16,96 + 1,87 15,97 + 1,62
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Figura 12: Laténcia de retirada das patas traseiras ipsilateral e contralateral avaliados no
teste do Hargreaves em ratos controle, falso operados, ou apds avulséo, ligadura ou
constricdo do tronco inferior do plexo braquial direito de ratos em diferentes intervalos de
tempo. Os dados sao expressos como a média + erro padréo da média de 8 animais em
cada grupo. As diferencas entre os grupos foram analisadas por meio de ANOVA e
comparados aos valores observados nos grupos controle ou falso operados.
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Figura 13: Laténcia de retirada das patas traseiras ipsilateral e contralateral avaliadas no
teste do “paw-flick” em ratos controle, falso operados, ou g0s avulséo, ligadura ou
constricdo do tronco inferior do plexo braquial direito de ratos em diferentes intervalos de
tempo. Os dados sao expressos como a média + erro padréo da média de 8 animais em
cada grupo. As diferengcas entre os grupos foram analisadas por meio de ANOVA e
comparados aos valores observados nos grupos controle ou falso operados.

7.1.3 Experimento 3: Efeito das lesGes do tronco inferior do plexo braquial de
rato sobre a alodinia mecanica.

A influéncia das diferentes les6es do tronco inferior do plexo braquial de
rato sobre a alodinia mecanica foi avaliada pelo uso dos filamentos de von Frey.
Os animais com avulsdo do tronco inferior do plexo braquial apresentaram alodinia

mecanica estatisticamente significante, manifestada em ambas as patas traseiras
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nos periodos de 20, 30 e 90 dias apds a cirurgia, quando comparados com 0S
resultados obtidos com os grupos controle ou falso operados [Fg70=9,70,
P<0,001]. Surpreendentemente, nenhuma alodinia mecanica foi observada nos
animais submetidos a ligadura ou apds constricdo do tronco inferior do plexo
braquial durante todo o periodo de avaliagéo (Figura 14).
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Figura. 14: AlteracGes da sensibilidade tactil das patas traseiras ipsilateral e contralateral
avaliadas com o uso dos filamentos de von Frey (2 g) em ratos controle, falso operados,
ou apoés avulséo, ligadura ou constricdo do tronco inferior do plexo braquial direito de
ratos em diferentes intervalos de tempo. Os dados sdo expressos como a média + erro
padrdo da média de 8 animais em cada grupo. Os asteriscos indicam uma diminuicédo
significativa no limiar de retirada da pata. * P < 0,05 em relacdo aos grupos controle ou
falso operados. Teste de Student-Newman-Keuls.
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7.1.4 Experimento 4. Efeito das lesées do tronco inferior do plexo braquial de

rato na alodinia ao frio.

Os efeitos das lesdes do tronco inferior do plexo braquial sobre a
sensibilidade ao frio estdo representados na Figura 15. A andlise destes dados
revelou que a lesdo por avulsdo produziu alodinia marcante ao frio, efeito esse
gue foi de longa duracdo, em ambas as patas traseiras durante todo o periodo de
avaliagao (90 dias), quando os resultados obtidos foram comparados com aqueles
dos grupos controle ou falso operados f<0,05). Porém, os ratos submetidos a
constricdo do tronco inferior do plexo braquial apresentaram alodinia ao frio 5, 20 e
30 dias apés a cirurgia (Mann-Whitney U-test, P<0,05), mas nao 90 dias apos o
procedimento cirdrgico. JA nos animais com ligadura, a alodinia ao frio foi
observada somente no 5° dia e muito discretamente na pata ipsilateral no 20° dia
apos a cirurgia (Mann-Whitney U-test, P<0,05).

Para validar os resultados obtidos como alodinia ao frio e descartar a
contribuicAo de um possivel componente mecéanico na aplicacdo da acetona, o
mesmo protocolo foi realizado com agua. Em um grupo de 8 ratos controle, a
temperatura da superficie plantar de ambas as patas traseiras foi registrada. As
meédias observadas foram: pata direita = 28,9 + 2°C; pata esquerda = 28,7 + 2°C.
Apoés adaptacdo dos animais ao ambiente de teste, 250 m de agua aquecida
(28°C) foram aplicadas na superficie plantar de ambas as patas traseiras e

nenhuma resposta foi observada (resultados ndo apresentados).
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Figura. 15: Alteracdes da sensibilidade ao frio das patas traseiras ipsilateral e contralateral
avaliadas com o uso do teste da acetona em ratos controle, falso operados, ou apés
avulsdo, ligadura ou constricdo do tronco inferior do plexo braquial direito de ratos em
diferentes intervalos de tempo. As respostas de retirada da pata foram medidas por
escores (0, nenhuma resposta; 1, resposta leve; 2, resposta moderada e 3, resposta
acentuada). Os dados s@o expressos como a mediana com seus respectivos intervalos
interquartis de 8 animais em cada grupo. Os asteriscos indicam uma diminuicédo
significativa no limiar nociceptivo das patas. * P <0,05 em relagdo aos grupos controle ou
falso operados. Teste de Mann-Whitney.
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7.1.5 Experimento 5: Efeito das les6es do tronco inferior do plexo braquial de

rato sobre a atividade funcional das patas anteriores.

Este procedimento experimental teve como objetivo avaliar o prejuizo
funcional das patas anteriores determinado pelas diferentes lesdes do tronco
inferior do plexo braquial. A analise estatistica efetuada por meio de ANOVA de
duas vias com medidas repetidas revelou diferencas significantes entre os grupos
[F235=13,86, P<0,001] (Figura 16). As comparagcdes subsequentes indicaram
reducdo significantiva da atividade funcional nas patas anteriores dos ratos
(Newman-Keuls, P<0,001). Esta reducdo foi determinada principalmente pela
perda de funcionalidade termporéaria ou definitiva da pata anterior direita (local de
lesdo do plexo). Observou-se ainda, que a partir de 20 dias ap0s a cirurgia, 0s
animais dos grupos ligadura e constricio comecam a demonstrar sinais de
recuperacao da forca de flexdo dos dedos, sugerindo que somente a avulsdo do
tronco inferior do plexo braquial foi capaz de determinar diminuicdo acentuada e

definitiva nesta fungao (Figura. 16).
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Figura 16: Atividade funcional das patas anteriores avaliadas com o uso do teste de
apreensao (“grasping test”) em ratos controle, falso operados, ou apods avulsao, ligadura
ou constricdo do tronco inferior do plexo braquial direito de ratos em diferentes intervalos
de tempo. Os dados sdo expressos como a média + erro padrédo da média de 8 animais
em cada grupo. Os asteriscos indicam uma diminuigéo significativa da capacidade de
apreensdo das patas anteriores. * P < 0,05 em relagdo aos grupos controle ou falso
operados. Teste de Student Newman-Keuls.

7.1.6 Experimento 6: Efeito das lesGes do tronco inferior do plexo braquial de

rato sobre a atividade locomotora.

Considerando que as lesfes do tronco inferior do plexo braquial causaram
hiperalgesia e alodinia das patas traseiras, além de prejuizo funcional das patas

anteriores, 0 presente experimento teve como objetivo avaliar se estas alteracdes
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poderiam modificar a atividade locomotora dos animais. Os resultados
apresentados na Figura 17 demonstraram que 5 dias ap0s a cirurgia, as lesbes
por avulsdo, ligadura ou constricio ndo causaram mudangas significantes na
atividade locomotora dos animais em comparagcdo com 0s grupos controle e falso
operados [F435=13,86, P<0,001]. Foi possivel dissociar também a atividade
locomotora espontanea dos animais do estado hiperalgésico e alodinico, como

também da paralisia temporaria ou definitiva da pata anterior direita.
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Figura. 17: Atividade locomotora avaliada em ratos controle, falso operado, ou apés a
avulsdo, ligadura ou constricdo do tronco inferior do plexo braquial direito de ratos 5 dias
apos o procedimento cirargico. Os dados sdo expressos como a média + erro padréo da
média de 8 animais em cada grupo. As diferencas entre os grupos foram analisadas por
meio de ANOVA e comparados aos valores observados nos grupos controle ou falso
operados.
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7.2 Tratamento neonatal com capsaicina

O tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/Kg s.c.) rdo modificou a
hiperalgesia mecanica (Figura 18), mas reverteu de modo significativo a alodinia
mecanica (Figura 19) nas patas traseiras ipsilateral e contralateral de ratos
submetidos a avulsdo do tronco inferior do plexo braquial. Curiosamente, o
tratamento neonatal com capsaicina induziu resposta sugestiva de alodinia ao frio

nos animais dos grupos controle e falso operados (Figura 20).
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Figura 18: Efeitos do tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/kg) ou veiculo sobre a
hiperalgesia mecéanica induzida pela avulsdo do tronco inferior do plexo braquial de rato,
avaliada em ambas as patas traseiras 20 dias ap0s a cirurgia. Os dados sdo expressos
como a média + erro padrao da média de 8 animais em cada grupo. * P < 0,05 em relacao
aos grupos controle e falso operado. Testes de Student Newman-Keuls.
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Figura 19: Efeitos do tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/kg) ou veiculo sobre a
alodinia mecanica induzida pela avulsdo do tronco inferior do plexo braquial de rato,
avaliada em ambas as patas traseiras 20 dias apés a cirurgia. Os dados sao expressos
como a média + erro padrao da média de 8 animais em cada grupo. * P < 0,05 em relacdo
aos grupos controle e falso operado e # em relagdo aos grupos avulsdo tratados com
veiculo. Testes de Student Newman-Keuls.
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Figura 20: Efeitos do tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/kg) ou veiculo sobre a
alodinia ao frio induzida pela avulsdo do tronco inferior do plexo braquial de rato, avaliada
em ambas as patas traseiras 20 dias apos a cirurgia. Os dados s&o expressos como a
mediana mais os intervalos interquartis de 8 animais em cada grupo.* P < 0,05 em relacao
aos grupos controle e falso operado tratados com veiculo.Teste de Mann-Whitney.



7.3 Estudo Farmacolégico (Tratamento agudo)

A partir dos resultados obtidos na etapa de caracterizagdo do modelo de
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial como um novo modelo de estudo da
dor neuropética de longa duracao, foi iniciado o estudo farmacolégico do mesmo
utiizando drogas pertencentes a diferentes classes farmacoldgicas, conhecidas
por serem ativas ou inativas no tratamento clinico de pacientes que sofrem de dor
neuropéatica de diferentes etiologias. Para tal foi avaliada a sensibilidade
farmacoldgica e preditiva deste modelo utilizando os testes de Randall e Selitto e
da acetona. Estes testes foram escolhidos em funcdo dos resultados bastante
significativos obtidos na caracterizacdo do modelo, por serem testes que utilizam
estimulos diferentes e também porque a cinética das drogas empregadas limita o
tempo de manipulagéo dos animais.

Durante esta fase do estudo, foram utilizados para cada droga testada os
grupos controle, falso operados e submetidos a avulsado do tronco inferior do plexo
braquial. Em todos os casos nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos controle e falso operados. Além disso, a injecdo de
salina ndo alterou o limiar nociceptivo nos ratos normais ou neuropaticos .

Antes da administracdo de cada droga, a andlise estatistica efetuda por
meio da ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou diferencas
significantes entre os grupos controle ou falso operados e avulsdo para os valores
basais ou apds a administracdo de salina, ou seja, todos 0s animais com leséo por
avulsao do tronco inferior do plexo apresentavam hiperalgesia mecéanica e alodinia

ao frio. Os valores de “F” obtidos foram: morfina [Fs105= 86,19; P<0,05]; L-NAME
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[Fs105= 50,57; P<0,05]; clonidina [Fsi05s= 48,85, P<0,05]; cetamina
[Fs10s= 33,03; P<0,05]; gabapentina [Fsi05s= 17,07; P<0,05]; Ilidocaina
[F510s= 47,15; P<0,05]; imipramina [Fs10s= 184,08; P<0,05]; celecoxib
[Fs105= 45,65; P<0,05]; diclofenaco [Fsi0s= 84,77; P<0,05]; dexametasona
[Fs10s= 89,26; P<0,05]; dipirona [Fs5i105= 193,08; P<0,05]; diacereina
[Fs.105= 40,05; P<0,05] e adenosina [Fs 105= 19,44; P<0,05].

Além disso, nas doses testadas, as diferentes drogas utilizadas nao
causaram alteracGes na atividade locomotora dos animais testados no campo

aberto (resultados ndo apresentados).

7.3.1 Efeito da Morfina

A administracdo subcutanea de morfina, um analgésico opidide potente,
na dose de 5 mg/kg, resultou em reducao significante da hiperalgesia mecanica e
da alodinia ao frio induzidas pela avulsdo do tronco inferior do plexo braquial em

ambas as patas traseiras do rato (P<0,05) (Figura 21 A - D).
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Figura 21: Efeitos anti-hiperalgésico (painéis A e B) e anti-alodinico (painéis C e D)
causados pela administracdo s.c. de morfina (30 min antes), avaliados 20 dias apos a
cirurgia nas patas posteriores de ratos com avulsdo do tronco inferior do plexo braquial
direito. Os dados sao expressos como a média + erro padrdo da média (painéis A e B) e
como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada
grupo. * P < 0,05 em relagdo aos grupos controle e falso operados e # em relagéo aos

grupos avulsdo basal e avulsdo salina. Testes de Student Newman-Keuls e Mann-
Whitney.
7.3.2 Efeito do L-NAME

No presente estudo a administracdo aguda de L-NAME (150 mg/kg, i.p.)
reverteu totalmente a hiperalgesia mecanica e a alodinia ao frio induzidas pela

avulsdo do tronco inferior do plexo braquial em ambas as patas traseiras

(P <0,05), (Figura 22 A-D).
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Figura 22: Efeitos anti-hiperalgésico (painéis A e B) e anti-alodinico (painéis C e D)
causados pela administracéo i.p. de L-NAME (30 min antes), avaliados 20 dias apés a
cirurgia nas patas posteriores de ratos com avulsédo do tronco inferior do plexo braquial
direito. Os dados séo expressos como a média + erro padrdo da média (painéis A e B) e
como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada
grupo. * P < 0,05 em relacdo aos grupos controle e falso operados e # em relacdo aos
grupos avulsdo basal e avulsdo salina.Testes de Student Newman-Keuls e Mann-
Whitney.

7.3.3 Efeito da clonidina

Os efeitos do tratamento dos animais com clonidina, um agonista a »-
adrenérgico, estdo ilustrados na Figura 23 (A-D). A andlise estatistica dos dados
obtidos demonstrou que a clonidina na dose de 300 ng/kg (i.p.) reduziu

significativamente tanto a hiperalgesia mecanica quanto a alodinia ao frio
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induzidas pela avulsdo do tronco inferior do plexo braquial nas patas traseiras

ipsilateral e contralateral (P<0.05). Efeito semelhante foi observado com a dose de

150 ng/kg (i.p.) (resultados n&o mostrados).
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Figura 23: Efeitos anti-hiperalgésico (painéis A e B) e anti-alodinico (painéis C e D)
causados pela administracdo i.p. de clonidina (30 min antes), avaliados 20 dias ap0s a
cirurgia nas patas posteriores de ratos com avulsdo do tronco inferior do plexo braquial
direito. Os dados sdo expressos como a média + erro padrdo da média (painéis A e B) e
como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada
grupo. * P < 0,05 em relagdo aos grupos controle e falso operados e # em relacédo aos
grupos avulsdo basal e avulsdo salina. Testes de Student Newman-Keuls e Mann-
Whitney.



7.3.4 Efeito da cetamina

A participacdo do receptor NMDA neste modelo de dor neuropética foi
avaliada pela administragdo intraperitoneal do antagonista cetamina na dose de 25
mg/kg. Os resultados representados na Figura 24 (A-D) demonstram que a
cetamina produziu efeitos anti-hiperalgésico e anti-alodinico nas patas traseiras
ipsilateral e contralateral dos animais ap6s avulsdo do tronco inferior do plexo

braquial (P < 0,05).
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Figura 24: Efeitos anti-hiperalgésico (painéis A e B) e anti-alodinico (painéis C e D)
causados pela administracdo i.p. de cetamina (30 min antes), avaliados 20 dias apés a
cirurgia nas patas posteriores de ratos com avulsdo do tronco inferior do plexo braquial
direito. Os dados séo expressos como a média + erro padrdo da média (painéis A e B) e
como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada
grupo. * P < 0,05 em relacdo aos grupos controle e falso operados e # em relacdo aos
grupos avulsao basal e avulséo salina. Teste de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.
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7.3.5 Efeito da gabapentina

O tratamento dos animais com gabapentina (70 mg/kg v.0.), uma droga
anticonvulsivante usada clinicamente para o tratamento da dor neuropatica,
também produziu reducdo significantiva do limiar nociceptivo para estimulos
mecanico e térmico (frio)) em ambas as patas traseiras quando comparados com

0s grupos controle e falso operado (P < 0,05) (Figura 25 A-D).
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Figura 25: Efeitos anti-hiperalgésico (painéis A e B) e anti-alodinico (painéis C e D)
causados pela administracéo v.o. de gabapentina (1 hora antes), avaliados 20 dias apés a
cirurgia nas patas posteriores de ratos com avulsdo do tronco inferior do plexo braquial
direito. Os dados sao expressos como a média + erro padrao da média (painéis A e B) e
como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada
grupo. * P < 0,05 em relagdo aos grupos controle e falso operados e # em relacdo aos
grupos avulséo basal e avulséo salina. Teste de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.
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7.3.6 Efeito da lidocaina
A administracdo de lidocaina (40 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente a

alodinia ao frio em ambas as patas traseiras (P<0.05), mas falhou completamente

em afetar a hiperalgesia mecéanica neste modelo experimental (Figura 26 A-D).
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Figura 26: Efeitos anti-hiperalgésico (painéis A e B) e anti-alodinico (painéis C e D)
causados pela administracdo i.p. de lidocaina (30 min antes), avaliados 20 dias apés a
cirurgia nas patas posteriores de ratos com avulsdo do tronco inferior do plexo braquial
direito. Os dados sao expressos como a média + erro padrdo da média (painéis A e B) e
como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada
grupo. * P < 0,05 em relagdo aos grupos controle e falso operados e # em relagdo aos
grupos avulséo basal e avulséo salina. Teste de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.
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7.3.7 Efeito da imipramina

A injecdo do antidepressivo triciclico imipramina (10 mg/kg i.p.) nao foi
capaz de modificar a hiperalgesia mecanica nem a alodinia ao frio induzidas em
ambas as patas traseiras de ratos com avulsdo do tronco inferior do plexo braquial

(P>0,05), (Figura 27 A-D).
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Figura 27: Efeitos causados pela administragéo i.p. de imipramina (30 min antes) sobre a
hiperalgesia (painéis A e B) e alodinia (painéis C e D), avaliados 20 dias apds a cirurgia
nas patas posteriores de ratos com avulséo do tronco inferior do plexo braquial direito. Os
dados sdo expressos como a média + erro padrdo da média (painéis A e B) e como a
mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada grupo.

* P < 0,05 em relacédo aos grupos controle e falso operado. Testes de Student Newman-

Keuls e Mann-Whitney.
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7.3.8 Efeito do celecoxib
A administracédo de celecoxib (10 mg/kg, v.0.), um inibidor seletivo da
ciclooxigenase-2, reverteu de modo siginificante a hiperalgesia mecéanica em

ambas as patas traseiras (P < 0,05), porém, néo foi observado efeito anti-alodinico

significante ap6s avulsao do tronco inferior do plexo braquial do rato (Figura 28 A-
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Figura 28: Efeitos da administracdo v.o. de celecoxib (1 hora antes) sobre a hiperalgesia
(painéis A e B) e alodinia (painéis C e D), avaliados 20 dias apds a cirurgia nas patas
posteriores de ratos com avulsdo do tronco inferior do plexo braquial direito. Os dados séo
expressos como a média + erro padrédo da média (painéis A e B) e como a mediana mais
os intervalos interquatis (painéis C e D) de 8 animais em cada grupo. * P < 0,05 em
relacdo aos grupos controle e falso operados e # em relacdo aos grupos avulsao basal e
avulsao salina. Testes de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.
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7.3.9 Efeito do diclofenaco

O tratamento com diclofenaco (100 mg/kg, i.p.), antiinflamatério néo
esteroidal, ndo seletivo para a COX-1 e COX-2, falhou completamente em
interferir com a hiperalgesia mecanica bem como a alodinia ao frio induzida pela
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial de rato nas patas traseiras ipsilateral e

contralateral (P>0,05) (Figura 29 A-D).
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Figura 29: Efeitos causados pela administracéo i.p. de diclofenaco (30 min antes) sobre a
hiperalgesia (painéis A e B) e dodinia (painéis C e D), avaliados 20 dias ap0s a cirurgia
nas patas posteriores de ratos com avulséo do tronco inferior do plexo braquial direito. Os
dados sdo expressos como a média + erro padrédo da média (painéis A e B) e como a
mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada grupo. * P <
0,05 em relacdo aos grupos controle e falso operados. Testes de Student Newman-Keuls
e Mann-Whitney.
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O antiinflamatorio esteroidal dexametasona na dose de 1,5 mg/kg i.p.

também falhou em reduzir a hiperalgesia mecanica e a alodinia ao frio apés

avulsao do tronco inferior do plexo braquial (P>0,05), (Figura 30 A-D).
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Figura 30: Efeitos causados pela administracdo i.p. de dexamatasona (2 horas antes)
sobre a hiperalgesia mecanica (painéis A e B) e alodinia ao frio (painéis C e D), avaliados
20 dias ap6s a cirurgia nas patas posteriores de ratos com avulsao do tronco inferior do
plexo braquial direito. Os dados sdo expressos como a média + erro padrao da média
(painéis A e B) e como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8
animais em cada grupo. * P < 0,05 em relagdo aos grupos controle e falso operados.

Testes de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.
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7.3.11 Efeito da dipirona

Os efeitos do tratamento com dipirona, um analgésico nado opidide
amplamente utilizado na clinica estédo representados na Figura 31. A dipirona na
dose testada (180 mg/kg; i.p.) ndo teve qualquer efeito sobre a hiperalgesia
mecanica e alodinia ao frio induzida em ambas as patas traseiras pela avulsao do

tronco inferior do plexo braquial.
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Figura 31: Efeitos causados pela administracdo i.p. de dipirona (30 min antes) sobre a
hiperalgesia (painéis A e B) e alodinia (painéis C e D), avaliados 20 dias apds a cirurgia
nas patas posteriores de ratos com avulséo do tronco inferior do plexo braquial direito. Os
dados sdo expressos como a média + erro padrédo da média (painéis A e B) e como a
mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada grupo. * P <
0,05 em relagdo aos grupos controle e falso operados. Testes de Student Newman-Keuls
e Mann-Whitney.
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7.3.12 Efeito da diacereina

O possivel envolvimento das citocinas no modelo proposto, foi
inicialmente avaliado a partir da administragédo de diacereina (100 mg/kg, i.p.),
uma droga que inibe a producéo e liberacdo de IL-1, usada na clinica para o
tratamento da artrose. Na dose testada, a diacereina inibiu totalmente a
hiperalgesia mecanica e a alodinia ao frio nas patas traseiras ipsilateral e

contralateral (P < 0,05), (Figura 32 A-D).
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Figura 32: Efeitos causados pela administracao i.p. de diacereina (30 min antes) sobre a
hiperalgesia (painéis A e B) e alodinia (painéis C e D), avaliados 20 dias ap0s a cirurgia
nas patas posteriores de ratos com avulsédo do tronco inferior do plexo braquial direito. Os
dados séo expressos como a média + erro padrao da média (painéis A e B) e como a
mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada grupo. * P <
0,05 em relag&o aos grupos controle e falso operados e # em relagédo aos grupos avulsao
basal e avulsdo salina. Testes de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.



7.3.13 Efeito da adenosina

A administracdo de adenosina (100 mg/kg, i.p.) reverteu totalmente a
hiperalgesia mecéanica (P < 0,05) induzida pela avulsdo do tronco inferior do plexo
braquial, mas néo teve efeito significante sobre a alodinia ao frio em ambas as

patas traseiras (Figura 33 A-D).
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Figura 33: Efeitos causados pela administragdo i.p. de adenosina (30 min antes) sobre a
hiperalgesia (painéis A e B) e alodinia (painéis C e D), avaliados 20 dias apoés a cirurgia
nas patas posteriores de ratos com avulséo do tronco inferior do plexo braquial direito. Os
dados sé@o expressos como a média + erro padréo da média (painéis A e B) e como a
mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada grupo. * P <
0,05 em relagao aos grupos controle e falso operados e # em relagéo aos grupos avulsao
basal e avulsdo salina. Testes de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.
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7.4 Estudo Farmacolégico (Tratamento repetido)

Para administragao repetida foram escolhidas a dipirona, o diclofenaco, a
dexametasona e a imipramina que nado tiveram qualquer efeito quando
administradas em dose Unica. Além disso, embora tenha apresentado um bom
efeito em dose Unica, o efeito da administracdo repetida de gabapentina, foi
também avaliado, uma vez que na clinica os anticonvulsivantes a exemplo dos
antidepressivos tem sido utilizados cronicamente.

Antes da administracdo de cada droga, a andlise estatistica efetuada por
meio da ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou diferencas
significantes entre os grupos controle ou falso operados e avulsdo para os valores
basais ou ap6s a administracdo de salina. Como na administracdo aguda, todos
0s ratos com avulsdo do tronco inferior do plexo braquial apresentavam-se
hiperalgésicos e alodinicos. Os valores de “F” obtidos foram: gabapentina [Fs 105=
29,16; P<0,001]; imipramina [Fs105= 54,41; P<0,001]; diclofenaco [Fs105= 39,39;

P<0,05]; dexametasona [Fs 105= 32,95; P<0,05] e Dipirona [Fs 105= 75,26; P<0,001].

7.4.1 Efeito da gabapentina

A administracao repetida de gabapentina inibiu a hiperalgesia mecanica e
a alodinia ao frio em ambas as patas traseiras. Doses repetidas parecem ser mais
efetivas em inibir a hiperalgesia mecéanica quando comparada com administracao

aguda (P < 0,05), (Figura 34 A-D).
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Figura 34: Efeitos causados pela administracdo repetida v.o. de gabapentina (3 dias; 1
dose/dia) sobre a hiperalgesia (painéis A e B) e alodinia (painéis C e D), avaliados a partir
do 20° dia ap0s a cirurgia, nas patas posteriores de ratos com avulsao do tronco inferior
do plexo braquial direito. Os dados séo expressos como a média + erro padrdo da média
(painéis A e B) e como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8
animais em cada grupo. * P < 0,05 em relacdo aos grupos controle e falso operados e #
em relacdo aos grupos avulsédo basal e avulsdo salina. Testes de Student Newman-Keuls
e Mann-Whitney.

7.4.2 Efeito da imipramina
A administracdo repetida de imipramina nao foi capaz de inibir a
hiperalgesia mecéanica. Entretanto a alodinia ao frio foi totalmente revertida em

ambas as patas traseiras (P < 0,05), (Figura 35 A-D).
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Figura 35: Efeitos causados pela administracéo repetida i.p. de imipramina (1 semana; 1
dose/dia) sobre a hiperalgesia (painéis A e B) e alodinia (painéis C e D), avaliados a partir
do 20° dia ap6s a cirurgia, nas patas posteriores de ratos com avulsdo do tronco inferior
do plexo braquial direito. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média
(painéis A e B) e como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8
animais em cada grupo. * P < 0,05 em relacdo aos grupos controle e falso operados e #
em relacdo aos grupos avulséo basal e avulsdo salina. Testes de Student Newman-Keuls
e Mann-Whitney.

7.4.3 Efeito do diclofenaco
A administracéo repetida de diclofenaco a exemplo do tratamento agudo
ndo inibiu a hiperalgesia mecanica e a alodinia ao frio em ambas as patas

traseiras dos ratos com avulsdo do plexo braquial, (Figura 36 A-D).
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Figura 36: Efeitos causados pela administracdo repetida i.p. de diclofenaco (2 dias, 1
dose/dia) sobre a hiperalgesia (painéis A e B) e alodinia (painéis C e D), avaliados a partir
do 20° dia ap0s a cirurgia, nas patas posteriores de ratos com avulsao do tronco inferior
do plexo braquial direito. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média
(painéis A e B) e como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8
animais em cada grupo. * P < 0,05 em relagdo aos grupos controle e falso operados.
Testes de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.

7.4.4 Efeito da dexametasona

A dexametasona administrada repetidamente ndo modificou os resultados
obtidos apds sua administracdo aguda. Nenhum efeito significante foi observado
sobre 0os comportamentos nociceptivos induzidos em ambas as patas traseiras

pela avulsao do tronco inferior do plexo braquial (Figura 37 A-D).
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Figura 37: Efeitos causados pela administracao repetida i.p. de dexametasona (2 dias, 1
dose/dia) sobre a hiperalgesia (painéis A e B) e alodinia (painéis C e D), avaliados a partir
do 20° dia apds a cirurgia, nas patas posteriores de ratos com avulsédo do tronco inferior
do plexo braquial direito. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média
(painéis A e B) e como a mediana mais os intervalos interquartis (painéis C e D) de 8
animais em cada grupo. * P < 0,05 em relagdo aos grupos controle e falso operados.
Testes de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.

7.4.5 Efeito da dipirona

A administracao repetida de dipirona ndo modificou os resultados obtidos
com a administracdo aguda. Nenhuma inibicdo significante foi observada sobre a
hiperalgesia mecéanica ou sobre a alodinia ao frio induzida em ambas as patas

traseiras pela avulsao do tronco inferior do plexo braquial (Figura 38 A-D).
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Figura 38: Efeitos causados pela administracdo repetida de dipirona i.p. (3 dias, 2
doses/dia) sobre a hiperalgesia mecéanica (painéis A e B) e alodinia ao frio (painéis C e
D), avaliados a partir do 20° dia ap6s a cirurgia, nas patas posteriores de ratos com
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial direito. Os dados sdo expressos como a
média + erro padrdo da média (painéis A e B) e como a mediana mais os intervalos
interquartis (painéis C e D) de 8 animais em cada grupo. * P < 0,05 em relacdo aos
grupos controle e falso operados. Testes de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.

7.5 Medida dos Niveis de Citocinas

A lesdo medular pode acarretar alteracdo dos niveis de diversas citocinas.

Os resultados obtidos na dosagem de citocinas estdo representados nas tabelas

3, 4,5 e 6. ApOs a andlise por regressao linear os resultados foram analisados por

ANOVA de uma via. Nenhuma diferenca significante foi encontrada nos niveis de
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IL-1b, TNF-a, IL-10 e IL-6 entre as amostras de medula espinhal dos animais

pertencentes aos grupos controle, falso operados e submetidos a avulsdo do

tronco inferior do plexo braquial.

Tabela 3: Niveis de IL-1b na medula espinhal de animais controle, falso operados e
submetidos a avulsao do tronco inferior do plexo braquial de ratos, 5, 20 e 45 dias apos o
procedimento cirdrgico, medidos em pg/mg de tecido. Os dados sdo expressos como a
média + erro padrdo da média.

Dia ap6s acirurgia 5° 20° 45°

Controle 40,82 + 11,03 ndetectavel 52,44 + 6,29

Falso operado [59,60 + 11,19 0,40 + 0,40 39,6 + 6,91

Avulsao 30,57 + 5,56 indetectavel 36,52 + 5,82

Tabela 4: Niveis de TNF-a na medula espinhal de animais controle, falso operados e
submetidos a avulséo do tronco inferior do plexo braquial de ratos, 5, 20 e 45 dias apos o
procedimento cirargico, medidos em pg/mg de tecido. Os dados s&o expressos como a
média + erro padrdo da média.

Dia ap6s acirurgia 5° 20° 45°

Controle 54,94 +7,10 196 + 8,23 62,17 +11,96

Falso operado |69,13 10,62 27,87 £11,02 59,96 + 11,20

Avulséo 49,02 +£9,22 22,03 + 9,22 56,55 + 7,39




Tabela 5: Niveis de IL-10 na medula espinhal de animais controle, falso operados e
submetidos a avulsdo do tronco inferior do plexo braquial de ratos, 5, 20 e 45 dias apés o

procedimento cirurgico, medidos em pg/mg de tecido. Os dados sdo expressos como a
média + erro padrdo da média.

Dia ap0s a cirurugia 5° 20° 45°
Controle 47,90 £9,10 9,0 + 5,02 $9,88 + 11,51
Falso operado |55,90 £11,03 8,95+ 8,0 65,10 +10,37
Avulséo 10,80 + 8,86 4,74 + 3,84 85,35 + 7,17

Tabela 6: Niveis de IL-6 na medula espinhal de animais controle, falso operados e
submetidos a avulséo do tronco inferior do plexo braquial de ratos, 5, 20 e 45 dias apos o
procedimento cirargico, medidos em pg/mg de tecido. Os dados sdo expressos como a
média + erro padrdo da média.

Dia ap0s acirurgia 5° 20° 45°

Controle 47,89 + 9,05 9,01 + 9,01 59|88 + 11,05

Falso operado (55,89 +11,03 8,95 + 8,95 65,10 + 10,36

Avulséo 10,80 + 8,86 4,74 + 5,14 55|35 + 7,17
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7.6 Fatores de Crescimento Neural
Os anticorpos anti-NGF, anti-BDNF e anti-GDNF aplicados localmente
reverteram de modo significativo tanto a hiperalgesia mecéanica quanto a alodinia

ao frio induzidas pela avulsdo do tronco inferior do plexo braquial de rato (Figura

39 A-D).
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Figura 39: Efeitos causados pela aplicagdo local de anticorpos anti-NGF, anti-BDNF e
anti-GDNF sobre a hiperalgesia mecéanica (painéis A e B) e alodinia ao frio (painéis C e
D), avaliados a partir do 20° dia apds a cirurgia, nas patas posteriores de ratos com
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial direito. Os dados sdo expressos como a
média + erro padrao da média (painéis A e B) e como a mediana mais os intervalos
interquartis (painéis C e D) de 4 animais em cada grupo. * P < 0,05 em relacdo aos
grupos falso operados e # em relagéo aos grupos avulsdo basal e avulsdo salina. Testes
de Student Newman-Keuls e Mann-Whitney.
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8. DISCUSSAO

Como ja comentado na introducdo desta tese, em que pese 0S avangos
recentes ocorridos para a compreensado dos mecanismos envolvidos na génese da
dor neuropética, seu tratamento é na atualidade, um grande desafio que vai exigir
esforcos conjuntos de pesquisadores experimentais e clinicos. Varias evidéncias
experimentais mostram que a dor neuropatica envolve ndo somente a transducgao
de vérios estimulos nociceptivos (calor, frio, agentes quimicos e presséo dentre
outros) mas também respostas emocionais e cognitivas em nivel cerebral. A
transicdo entre a dor fasica (curta duracdo) e a dor persistente (crbnica) envolve
mecanismos complexos no nivel da lesdo (neurbnio sensorial primario) e também
no sistema nervoso central (medula espinhal e encéfalo). Diante desta
complexidade, muitas drogas atualmente usadas no tratamento da dor neuropéatica
apresentam eficacia moderada ou mesmo paliativa, e em contraposi¢cao produzem
véarios efeitos indesejaveis para os pacientes. Em funcdo de suas diferentes
etiologias e principalmente devido a sua complexidade, que envolve desde leséo
ou trauma tecidual, mudancas metabdlicas ou nutricionais, doencas virais,
isquemias, neurotoxicidade por acdo de drogas, 0os modelos experimentais
atualmente  disponiveis para o0 estudo da dor neuropatica certamente nao
representam a totalidade das suas manifestacées clinicas. Além disso, as relacées
entre as diferentes etiologias da dor neuropética e a eficacia do tratamento com os
medicamentos disponiveis sdo ainda pouco compreendidas. E provavel que

existam importantes variagdes entre as diversas origens da dor neuropatica e as
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respostas observadas na clinica entre os pacientes. E fato bem conhecido que
pacientes diagnosticados com os mesmos sintomas clinicos de dor neuropética,
respondem de maneira diversa aos medicamentos disponiveis para o tratamento.
Assim, o0 estabelecimento de novos modelos experimentais que mimetizem, pelo
menos em parte, as dores neuropéticas persistentes € ainda necessario.

O presente estudo foi desenvolvido com o propésito de contribuir para a
modulacao farmacoldgica de mais um modelo de dor neuropética causado pela
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial em ratos. Nossos resultados
claramente indicam que a lesdo do plexo braquial produz hiperalgesia mecéanica e
alodinia mecanica e térmica ao frio de longa duracao (até 90 dias) manifestada em
ambas as patas posteriores dos animais, sem no entanto, produzir hiperalgesia
térmica ao calor ou autotomia. Este modelo de dor mimetiza alguns dos principais
sintomas observados clinicamente para as dores neuropdaticas e, portanto, poderia
ser til para o estudo dos mecanismos envolvidos nesta doenca e também para o
estudo de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da dor neuropdtica,
especialmente aquela decorrente das lesdes do plexo braquial, freqientemente
observada em pacientes acidentados.

Existem evidéncias clinicas mostrando que de todos os tipos de dor
associada com lesdo de nervos periféricos, a dor decorrente das lesdes por tracao
€ a mais severa, freqientemente de carater persistente, além de ser a mais
resistente aos tratamentos atualmente disponiveis (BIRCH e PARRY, 1998).
Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que este modelo
experimental de dor pode ser util no entendimento dos mecanismos associados

com a neuropatia do plexo braquial incluindo a hiperalgesia mecéanica e a alodinia.
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Além disso, este modelo de dor neuropatica poderia ser de interesse para o
desenvolvimento de novas drogas analgésicas clinicamente relevantes para o
tratamento das neuropatias, especialmente aquelas relacionadas ao plexo
braquial.

Apesar dos recentes avangos nas pesquisas relacionadas ao tratamento
da dor neuropatica e dos varios modelos de dor neuropatica desenvolvidos em
roedores nos ultimos anos, atualmente os mecanismos envolvidos na neuropatia
periférica ainda sdo pouco conhecidos. Sabe-se que varios mecanismos
neurobioldgicos potenciais podem contribuir para a patogénese da dor
neuropatica, e que varios mecanismos atuando em diferentes sitios, isoladamente
ou em associacdo podem contribuir para explicar as alteracdes complexas
presentes na dor neuropéatica (DEVOR e SELTZER, 1999; ESCHENFELDER,
2000; SCHOLZ, 2002).

Tem sido proposto que as fibras aferentes sensitivas apos sofrerem
lesdes tornam-se mais sensiveis para estimulos mecéanicos, quimicos e, em
alguns casos, para estimulos térmicos (TRACEY e WALKER, 1995;
THEODOSIOU et al, 1999; WOOLF e MANNION, 1999). Evidéncias
experimentais recentes sugerem que as lesdes nervosas determinam alteracdes
na medula espinhal causando aumento na sensibilidade dos neurdnios do corno
dorsal da medula espinhal. Além disso, alteracfes de receptores e nos canais
ibnicos, tais como a super expressao de adrenoceptores, de canais de célcio e de
sédio, a reducdo do numero de canais de potassio ou a liberacdo de mediadores
neuroativos tém sido também observadas na génese da dor neuropética

(WALLACE, 2001; ZIMMERMANN, 2001; SAH et al.,, 2003; ERICHSEN et al.,
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2003; MENDELL e SAHENK, 2003; McCALLUM, et al., 2003; LOoOGRASSO e
McKELVY, 2003). Ademais, tem sido mostrado que muitos mediadores
inflamatadrios liberados ap6s a lesdo das fibras sensitivas podem colaborar para o
estabelecimento e a manutencdo da dor neuropatica (CLATWORTHY et al., 1995;
WAGNER et al., 1998; SYRIATOWICZ et al., 1999).

Existem também evidéncias experimentais recentes indicando que
alteracdes centrais poés-sinapticas ocorridas na medula espinhal parecem ser
necessarias para a inducdo e a manutencédo da alodinia (FIELD et al., 1999). Os
mecanismos associados com a alodinia mecanica parecem envolver a
sensibilizacdo das fibras sensitivas ndo mielinizadas do tipo C. Entretanto,
evidéncias recentes apontam para uma maior contribuicdo das fibras mielinizadas
de maior diametro do tipo Ab, que transmitem estimulos mecéanicos de baixo limiar
e alta frequéncia (LEUNG et al.,, 2001). Por outro lado, apo6s a sensibilizacdo
central de neurbnios da medula espinhal induzida pela leséo, fibras Ab de baixo
limiar e grande diametro, crescem para dentro da mina Il do corno dorsal e uma
area que normalmente recebe apenas informacfes nocivas transmitidas pelas
fiboras C e Ad, passa a receber informacdes de estimulos tateis ndo nocivos,
tornando-se portanto, capaz de gerar dor (KOLTZENBURG et al., 1992,
DECOSTERD e WOOLF, 2000; VRINTEN et al.,, 2001). O crescimento de fibras

Ab dentro da lamina Il do corno dorsal tem sido claramente observado apés a

axotomia do nervo ciatico, ligadura parcial ou constricdo crénica do nervo ciatico
(LEKAN et al., 1996; SHORTLAND et al., 1997; NAKAMURA e MEYERS, 1999).

Tem sido também proposto que a estimulacéo de fibras Ab pode ativar reflexos de
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retirada para estimulos mecanicos previamente inodcuos, possivelmente pela
ativacdo de neurdnios de segunda ordem medulares sensibilizados (MALMBERG
e BASBAUM, 1998). Tem sido também proposto que as alteracdes do corno
dorsal da medula espinhal incluem a perda de mecanismos inibitérios
interneuronais ou reducdo na expressao de receptores e/ou transmissores
(WOOLF e WALL, 1982; SUGIMOTO et al., 1990; NOGUCHI et al., 1995).

A hiperalgesia & provavelmente resultante da sensibilizagdo central de
neurénios nociceptivos na medula espinhal em decorréncia de estimulos aferentes
nociceptivos (TREEDE et al., 1992). Isto sugere que a inibicdo da atividade das
fibras C poderia bloguear todas as formas de alodinia e hiperalgesia. Entretanto,
os resultados do presente estudo indicam que este pode ndo ser o a situagao
observada na dor neuropatica induzida pela avulsdo do tronco inferior do plexo
braquial. Além disso, a degeneragédo Walleriana das fibras nervosas que compde o
tronco inferior do plexo braquial pode alterar as regides circunvizinhas & fibras
nervosas intactas proximas da lesdo. As interacdes entre as fibras nervosas
intactas e em degeneracdo poderiam também contribuir para o desenvolvimento
da hiperalgesia mecanica de longa duragdo observada no presente estudo. Vérias
evidéncias experimentais sugerem que a degeneragdo Walleriana pode contribuir
através de diferentes mecanismos para o desenvolvimento da dor neuropatica
(CAMPBELL, 2001). Tem sido demonstrado ainda que a degeneragdo Walleriana
apos axotomia, determina aumento local de citocinas, do fator de crescimento
neural (LI, et al. 2000) e de mediadores inflamatorios que podem afetar

nociceptores intactos e fibras aferentes. Os mesmos sao transportados

retrogradamente produzindo sensibilizacdo de neurdnios do corno dorsal da
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medula (KHALIL e HELME, 1999; SWEITZER et al., 1999; LI, et al. 2000). Desta
forma, € possivel sugerir que na avulsdo do tronco inferior do plexo braquial, a
acentuada hiperalgesia mecéanica e alodinia de longa duracdo observada em
ambas as patas traseiras, sejam resultantes do processamento anormal da
informacéo sensorial mediada pela sensibilizacdo da medula espinhal através de
diferentes mecanismos.

Estudos recentes utilizando técnicas de eletrofisiologia, farmacologia e de
biologia molecular permitiram evidenciar que as agdes nociceptivas causadas pela
exposicao acapsaicina, uma substancia natural encontrad a nas plantas do género
Capsicum origina-se pela ativacao de receptor proprio acoplado a um canal ibnico
nao seletivo denominado de receptor vanildide (TRPV1). Além da capsaicina esse
receptor é ainda sensivel a ativacdo pelo calor (temperatura > 43 °C), baixo pH
(< 6,2) e por algumas substancias endégenas incluindo, a anandamida e varios
derivados da lipoxigenase (CATERINA e JULIUS, 2001). O TRPV1 é
seletivamente expresso em fibras aferentes primarias de pequeno diametro,
principalmente do tipo C, e uma vez ativado produz influxo iénico de calcio e em
menor grau de sdOdio responsavel pela rapida producdo de dor espontanea,
hiperalgesia e alodinia em humanos e animais experimentais (SZALLASI e
BLUMBERG, 1999). Assim, o receptor vanildide funcionaria como um integrador
molecular de estimulos quimicos e fisicos para a producdo da dor (ver para
revisdo ver JULIUS e BASBAUM, 2001; CATERINA e JULIUS, 2001). Além de seu
efeito nociceptivo, existem varios relatos na literatura demonstrando que devido ao
fendbmeno de dessensibilizacdo, a exposicdo repetitiva a capsaicina causa

analgesia prolongada, e dessa forma vem sendo utilizada no tratamento de alguns
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tipos de dor (SZALLASI E BLUMBERG, 1999). Além disto, o tratamento de ratos
durante o periodo neonatal com capsaicina produz neurotoxicidade e
degeneracédo seletiva das fibras ndo mielinizadas do tipo C polimodais (que
respondem aos estimulos mecanicos, quimicos e ao calor) e em menor grau de
fibras parcialmente mielinizadas do tipo Ad (sensiveis a estimulos mecéanicos e ao
calor) (ver para revisdo HOLZER, 1991). A degeneracdo de fibras aferentes
produzida pelo tratamento de ratos neonatos com capsaicina reduz o teor de
neuropetideos incluindo a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), além da expressdo do TRPV1 nos géanglios da raiz dorsal,
medula espinhal e no ganglio trigémio ou ainda no sistema urinario, traquéia e
pele (SZALLASI e BLUMBERG 1999; CATERINA e JULIUS 2001, ANDRE et al.,
2004). Desta forma, o tratamento de animais neonatos com capsaicina € uma
importante ferramenta no estudo das fibras e mediadores envolvidos na génese e
manutenc¢éao da dor.

Os resultados do presente estudo mostram que o tratamento neonatal
com capsaicina ndo foi capaz de alterar a hiperalgesia mecanica observada nos
animais apoés lesdo do tronco inferior do plexo braquial. Esses resultados séo de
certa maneira inesperados uma vez que estudos recentes sugerem que OS
receptores vanildides estdo aumentados em animais portadores de dor
neuropdtica e que antagonistas seletivos dos receptores vanildides sao eficazes
em prevenir a hiperalgesia observada na dor neuropética em animais FUKUOKA
et al., 2002; POMONIS et al. 2003; WALKER et al. 2003). Porém, em modelos de

neuropatia causada pela lesdo do nervo ciatico o tratamento neonatal com
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capsaicina foi capaz de prevenir o desenvolvimento de hiperalgesia térmica, sem
no entanto, afetar o desenvolvimento de hiperalgesia mecénica, sugerindo neste
caso que a hiperalgesia mecéanica seja mediada por fibras mielinizadas, enquanto
gue a hiperalgesia térmica parece envolver preferencialmente as fibras
nociceptivas sensiveis ao calor (SHIR e SELTZER, 1990; TRACEY et al., 1995).

Além do calor, o frio também pode produzir ativacdo de subtipos
especificos de fibras aferentes primarias do tipo C e Ad, especialmente aquelas
insensiveis a capsaicina ( MICHAELIS et al., 1999; REEH, 1986; REID et al.,
2002). A sensibilidade ao frio € dependente de receptores especificos encontrados
em neurdnios sensoriais de pequeno diametro. Atualmente sdo conhecidos dois
destes receptores, chamados de TRPM8 e o ANKTM1 (McKEMY et al., 2002;
PELER et al., 2002; STORY et al., 2003). O TRPMS8 ¢é ativado pelo resfriamento
leve (~ 23 °C) enquanto que o ANKTM1 é ativado por temperaturas mais baixas.
Curiosamente, os ratos dos grupos controle ou falso operados pré tratados com
capsaicina durante o periodo neonatal apresentaram comportamento sugestivo de
alodinia ao frio, possivelmente determinado por aumento na expressdo de
receptores para o frio. A expressdo destes receptores parece ser regulada pelo
NGF STORY et al., 2003). De maneira interessante, o tratamento neonatal com
capsaicina causou aumento nos niveis teciduais de NGF nas patas traseiras de
ratos adultos (SAADE et al.,, 2002). Assim, estudos adicionais devem ser
realizados para elucidar os possiveis mecanismos envolvidos nesta resposta.

Além disso, outros sistemas também parecem estar envolvidos na

hipersensibilidade dolorosa observada nas neuropatias. Por exemplo, estudos
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recentes tém demonstrado que agonistas seletivos de receptores canabindides do
tipo CB, sdo efetivos em prevenir a dor neuropatica persistente em animais
(IBRAHIM et al., 2003; ZHANG et al., 2003). Assim, estudos subseqiientes devem
ser realizados para demonstrar a possivel contribuicdo desses receptores na dor
neuropética causada pela avulsao do tronco inferior do plexo braquial em ratos.
Vérios estudos tém demonstrado a diminuicdo bilateral no limiar de
retirada da pata traseira apés lesdo unilateral de nervo periférico (CHACUR et al.,
2001). Seltzer e colaboradores demonstraram a presenca de alodinia mecéanica
contralateral, cuja resposta iniciou uma hora apds a leséo ipsilateral, fendmeno
gue persistiu por cinquenta e quatro dias (SELTZER et al.,1990). Takaishi e
colaboradores (1996) também relataram que no modelo de ligagdo do nervo
ciadtico houve diminuicdo do limiar de retirada da pata contralateral que variou
entre uma e 16 semanas. Foi também relatada que a constricdo de nervo
periférico diminuiu a laténcia de retirada da pata contralateral no teste de Randall
e Selitto (YU et al.,, 1996). Possivelmente as primeiras indicacdes de que a
informacdo sensorial ipsilateral pode influenciar o processamento contralateral,
foram feitas por Culberson e colaboradores (1979) e por Light e Perl (1979) que
relataram que terminais centrais de fibras aferentes primarias podem ser
projetados para o corno dorsal contralateral (LIGHT e PERL, 1979; PITCHER et
al.,, 1999). No modelo de constricdo do nervo ciatico observa-se uma expressao
bilateral dos chamados neurbnios negros, que resultam da degeneracéo
transingptica subsequente a lesdo unilateral do nervo na lamina superficial do
corno dorsal da medula lombar. Além disso, neurbnios gabaérgicos que

normalmente sdo encontrados na lamina superficial no corno dorsal lombar sob
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condi¢cdes normais diminuiram significativamente, tanto na pata ipsilateral quanto
na contralateral apés este tipo de lesdo (PITCHER, 1999). Clinicamente a dor
associada com causalgia em humanos algumas vezes pode se manifestar no lado
oposto & lesdo (PITCHER et al.,, 1999). Portanto, é possivel sugerir que o
processamento sensorial contralateral ao nervo lesado seja relacionado a
alteracbes dos mecanismos sensoriais periféricos e centrais. Por outro lado, tém
sido observadas inimeras mudancas ao longo do neuro-eixo, desde a pata
traseira até o tronco cerebral que podem contribuir para a manutencdo da alodinia
e da hiperalgesia ap0s lesao de nervo periférico (MARTIN e EISENACH, 2001).

Apos a avulsdo unilateral do tronco inferior do plexo braquial, € provavel
gue inumeras conexfes com as vias inibitérias descendentes sdo também
afetadas e muitas delas possuem projecdes contralaterais. A liberacao da inibicdo
tbnica pode produzir responsividade bilateral aumentada, abaixo ou acima da
lesdo nervosa (HAINS et al, 2003).Tem sido demonstrado que no lado
contralateral existem neurdnios comissurais que se conectam de um lado ao outro
da medula espinhal (GWAK et al., 2003) e fibras aferentes primarias que cruzam a
linha média, podendo dessa forma, explicar o surgimento de hiperalgesia e
alodinia contralateral alesé&o.

Estas alteracbes neuroanatbmicas e neurofisiolégicas podem ser
responsaveis pelos chamados sinais extraterritoriais da dor neuropatica, que se
desenvolvem em regides anatomicamente isoladas do nervo lesado, implicando
na existéncia de mecanismos que ndo sdo dependentes de um efeito direto do
nervo lesado para provocar sinais de dor neuropatica. Os sinais observados apos

a lesdo do tronco inferior do plexo braquial de rato possivelmente decorrem da
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atividade espontanea persistente de nervos aferentes lesados que também
determinam dor neuropética extraterritorial (MALAN et al., 2000).

Quando comparado com outros modelos de neuropatia periférica, a
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial de rato apresenta algumas vantagens
evidentes: (i), a autotomia que é relatada em outros modelos LOMBARD et al.,
1979, para revisdo, ver SELTZER, 1995), ndo foi observada apos avulsdo do
tronco inferior do plexo braquial. Este tipo de comportamento foi evitado fazendo a
avulsdo apenas do tronco inferior do plexo braquial, pois em estudo preliminar
demonstramos que quando todo o plexo braquial era avulsionado os animais
desenvolviam autotomia de toda a pata lesada; (i), a neuropatia pode ser
detectada em sitios distantes da lesdo, tanto na pata ipsilateral como na
contralateral, ao contrario do que é observado nos modelos de lesdo por
constricdo crénica, ligacdo do nervo ciatico ou neurectomia espinhal lombar; (iii), o
modelo de avulsdo do tronco inferior do plexo braquial ndo resulta em hiperalgesia
térmica ao calor, que é frequentemente observada em outros modelos, indicando
gue provavelmente esse tipo de lesdo ndo altera o limiar de nociceptores que
captam estimulos térmicos ao calor. No presente estudo, para avaliar a
hiperalgesia térmica foi usada uma intensidade de estimulo ja padronizada na
literatura para ambos os testes realizados. Experimentos iniciais demonstraram
gue animais pré-tratados com CFA e submetidos a estas intensidades de estimulo
térmico, desenvolveram hiperalgesia térmica marcante medida 6 horas apds a sua
aplicacdo. Esses resultados confirmam que os estimulos utilizados no presente

estudo nédo foram supra limiares e que a avulsdo do tronco inferior do plexo

braquial de rato ndo provocou hiperalgesia térmica nas patas traseiras dos
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animais; (iv), a retirada da pata apos aplicacdo de acetona € sinal de alodinia ao
frio e ndo meramente resposta resultante do contato mecanico com o fluido, uma
vez que a aplicacdo de agua em temperatura neutra ndo determinou nenhuma
resposta, sugerindo que a evaporagcdo da acetona € mais importante do que o
proprio contato do fluido com a pata do animal; (v), em relacdo a intensa e
acentuada hiperalgesia e alodinia e a perda de funcdo das patas anteriores
observada nos animais, nenhum prejuizo da atividade motora foi observada na
comparacdo dos grupos no teste do campo aberto. Além disso, a andlise da
atividade funcional das patas anteriores usando o teste de apreenséo revelou que,
guando comparado com ratos controles ou falso operados, a avulsdo, a ligadura e
a constricdo do tronco inferior do plexo braquial causaram reducdo acentuada na
capacidade de apreensdo no quinto dia apés a lesdo do nervo. Entretanto, o
prejuizo da atividade foi gradualmente reduzido 20, 30 e 90 dias apds a cirurgia,
apenas para 0s grupos com lesdo por ligadura e constricdo, enquanto que a
alodinia mecéanica e ao frio ainda permaneceram significantemente aumentadas
no grupo avulsdo durante todo o periodo de avaliagdo. Portanto, a awlsdo do
tronco inferior do plexo braquial causa paralisia permanente nos animais,
caracterizada pela incapacidade de realizar extensao das extremidades da pata
(dedos) lesada sem entretanto, impedir que o animal utilize a mesma para sua
locomocgéo.

Este bloco de resultados sugere que a avulsdo do tronco inferior do plexo
braquial em ratos constitui um novo e interessante modelo que é bastante

reproduzivel para o estudo da dor neuropatica persistente. A hiperalgesia

mecanica acentuada e de longa duracédo, a alodinia mecanica ao frio observada
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nas patas traseiras ipsilateral e contralateral apds a avulsdo do tronco inferior do
plexo braquial, sem nenhuma evidéncia de hiperalgesia térmica (calor), se
correlacionam em algum grau com sinais observados em pacientes que sofrem de
sindromes de dor neuropatica.

A partir da padronizagdo do modelo de avulséo do tronco inferior do plexo
braquial de rato, decidimos avaliar a sua sensibilidade farmacolédgica frente a
varias classes de drogas com propriedades analgésicas clinicamente relevantes
sobre a hiperalgesia mecéanica e a alodinia ao frio de longa duragéo. Os resultados
obtidos mostram que a morfina administrada agudamente foi capaz de prevenir de
maneira significativa tanto a hiperalgesia mecanica quanto a alodinia ao frio nas
patas traseiras dos animais com lesao do tronco inferior do plexo braquial. Existem
algumas controvérsias relativas a eficacia dos analgésicos opidides no tratamento
da dor neuropatica na clinica (IDANPAAN-HEIKKILA e GUILBAUD, 1999;
LaBUDA e FUCHS, 2000; MARTIN e EISENACH, 2001; DICKENSON et al., 2002;
McCLEANE, 2003). Situacdes similares tém sido encontrados em estudos com
animais em relacdo a eficacia da morfina no tratamento de comportamentos
sugestivos de dor apds lesdo experimental de nervo periférico BACKONJA et al.,
1995; LEE et al., 1995; HAO et al.,, 2000). Tem sido bem documentado que a
eficacia dos opiodides no tratamento da dor neuropatica varia em decorréncia da
etiologia da lesdo do nervo (SAH et al., 2003), das diferencas inter-individuais na
extensdo da lesdo do nervo, da dose utilizada bem como em funcdo da via de
administracdo empregada (MARTIN e EISENACH, 2001; PERTOVAARA e WE],
2003; DICKENSON et al., 2002). Além disso, estudos pré-clinicos demonstraram

gue fatores genéticos relacionados aos animais também podem estar envolvidos
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nas diferencas observadas em relacdo & respostas antinociceptivas da morfina
(PARK et al, 2000). A administracdo de morfina ou de drogas opibdides
relacionadas inibe tanto a hiperalgesia térmica quanto a alodinia ao frio na lesao
por constricdo crénica do nervo ciatico (modelo de BENNETT e XIE), a
hiperalgesia mecénica e térmica na lesdo dos nervos espinhais L5 e L6 (modelo
de CHUNG), além de causar reducédo parcial dos sintomas da neuropatia diabética
(CATHELINE et al., 2001; ERICHSEN e BLACKBURN-MUNRO, 2002; BEGON et
al., 2002; PERTOVAARA e WEI, 2003). Administrada sistemicamente a morfina
pode causar antinocicepcao devido a multiplas acées em varios niveis do sistema
nervoso, incluindo acbes nos nervos periféricos, no corno dorsal da medula
espinhal, além de varios sitios no tronco cerebral e prosencéfalo PERTOVAARA
e WEI, 2003). Assim, na dor neuropatica, a diminuicdo da eficacia da morfina na
medula espinhal pode ser parcialmente compensada por sua agao em outros
sitios como a substancia cinzenta periaquedutal ou na periferia PERTOVAARA e
WE], 2003).

Outro resultado importante do presente estudo foi a demonstracdo da
participacdo da transmissdo nitrérgica na hiperalgesia e na alodinia induzidas pela
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial. O 6xido nitrico € uma molécula livre
gasosa sintetizada pela enzima oOxido nitrico sintase a partir do aminoacido
L-arginina (CIZKOVA, et al., 2002). O aumento na expressdo da Oxido nitrico
sintase € considerado como o principal responsavel pela producdo de Oxido
nitrico. A isquemia, o infarto e o trauma sédo situacdes que induzem aumento de
sua expressao em areas de lesdo ou de necrose celular (GORDH et al., 1998). A

administracdo aguda de L-NAME, um inibidor da oxido nitrico sintase, reverteu
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totalmente a hiperalgesia mecénica e a alodinia ao frio induzidas pela avulsdo do
tronco inferior do plexo braquial em ratos. Resultados semelhantes foram obtidos
quando os animais foram tratados com o mesmo inibidor em menor dose (30
mg/kg), demonstrando que a dor neuropatica induzida pela avulsdo do tronco
inferior do plexo braquial em ratos foi bastante sensivel ao tratamento com inibidor
da sintese de oOxido nitrico, sugerindo fortemente que a via mediada pelo oxido
nitrico tem papel preponderante neste modelo de dor. O mecanismo pelo qual o
oxido nitrico pode gerar mecanosensibilidade ainda ndo € completamente
conhecido, mas parece estar relacionado com mudancas na cascata de segundos
mensageiros que influéncia a excitabilidade de aferentes primarios. Dados
recentes da literatura demonstram que inibidores da oOxido nitrico sintase séo
efetivos em reduzir a dor através de um mecanismo espinhal que envolve a
ativacdo da guanilato ciclase (CIZKOVA, et al., 2002; SOUZA, 2001). Assim, 0
oxido nitrico pode ativar e sensibilizar fibras aferentes primarias causando
diretamente hiperalgesia e alodinia (WIESENFELD-HALLIN et al., 1993;
HOLTHUSEN e ARNDT, 1995; CIZKOVA, et al., 2002). Além disso, o 6xido nitrico
pode atuar como mediador secundario da bradicinina, ou promover a formacao de
prostanoides através da ativagdo das ciclooxigenases (SALVEMINI et al., 1993) e
portanto contribuir para a excitacdo das fibras C (DEVOR et al., 1992). De fato, o
oxido nitrico tem sido implicado no controle do desenvolvimento neuronal e na
plasticidade sindptica no sistema nervoso central, como também na nocicepc¢ao
(FURST, 1999; CIZKOVA, 2002). O oxido nitrico participa ainda na modulacéo das
respostas nociceptivas de neurbnios do corno dorsal da medula espinhal em

estados hiperalgésicos associados ao processo inflamatorio apds injecdo de
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formalina ou em modelos de dor neuropatica (NIEDBALA et al., 1995). A
administracdo local de L-NAME foi capaz de suprimir os comportamentos
relacionados a dor neuropatica, sustentando a hipétese de que a via mediada pelo
oxido nitrico pode estar envolvida na geracéo de dor local (THOMAS et al., 1996).
Também relevantes foram os resultados demonstrando que no modelo de
neuropatia causada pela avulsdo do tronco inferior do plexo braquial de ratos, a
clonidina foi efetiva em inibir a hiperalgesia mecéanica e a alodinia ao frio nas patas
traseiras tanto ipsi como contralateral. Os resultados obtidos apos tratamento com
clonidina apontam para um papel desta droga no sistema noradrenérgico e,
particularmente para 0s adreneoceptores-a,; na hiperalgesia mecéanica e na
alodinia ao frio ap6s avulsdo do tronco inferior do plexo braquial. Dados da
literatura tém mostrado que a clonidina foi efetiva em reduzir a hiperalgesia
térmica e a alodinia ao frio nos modelos de constrigcdo crénica ou de lesé@o parcial
do nervo ciatico. Curiosamente, a clonidina apresentou pouco ou nenhum efeito
na neuropatia diabética (JEVTOVIC-TODOROVIC et al.,, 1998). Outros estudos
demonstram que agonistas aj-adrenérgicos reduzem a alodinia tatil nos modelos
de ligacdo de nervos espinhais e axotomia do nervo ciatico (KONTINEN et al.,
1998). Administrada sistemicamente a clonidina foi capaz de prevenir o
desenvolvimento de hiperalgesia mecanica (KONTINEN et al., 1998). Estes
resultados controvérsos podem ser estar relacionados a fatores como via de
administracao utilizada, pois a clonidina administrada por via intratecal ou epidural
tem sido uma alternativa importante no tratamento de pacientes com dor

neuropatica (XU et al., 2000), embora o seu uso possa ser limitado pela depressao
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cardiovascular e sedacdo como observado em experimentos com animais
(SOARES DE MOURA et al., 2000; SOARES DE MOURA et al., 2001). A clonidina
utiizada pela via epidural € aprovada para tratamento da dor neuropética
resultante do céancer sendo efetiva em aproximadamente 50% dos pacientes
refratarios a administracdo epidural de opidides (MARTIN e EISENACH, 2001).
Além disso, a participacdo dos nervos simpaticos na dor neuropatica depende de
fatores que tem fungBes ndo adrenérgicas. Os nervos simpaticos pos-ganglionares
contm ndo somente substancias adrenérgicas, mas também outros
neurotransmissores como ATP, acetilcolina, neuropeptideo Y, galanina,
somatostatina e vasopressina (PARK et al., 2000). Portanto, é possivel que um ou
mais agentes ndo adrenérgicos interfiram no mecanismo de acédo de agonistas a,-
adrenérgicos. Evidéncias recentes sugerem que a acetilcolina est4 envolvida no
efeito analgésico da clonidina. Estudos morfolégicos indicam que receptores 4, e
acetilcolina estdo co-localizados no corno dorsal da medula espinhal. Além disso,
a clonidina administrada por via intratecal aumenta a liberagdo de acetilcolina na
medula espinhal, porém, ndo se sabe como 0s receptores colinérgicos estédo
mediando os efeitos da clonidina na dor reuropética (XU et al., 2000). Outros
estudos tém demonstrado que a clonidina pode exercer seus efeitos
antinociceptivos através da liberacdo de o6xido nitrico (CHEN et al., 2000;
SOARES DE MOURA et al., 2000; XU et al., 2000; SOARES DE MOURA et al.,
2001). Tem sido ainda demonstrado que a ativacdo espinhal de receptores a»-
adrenérgicos determina liberagdo de o6xido nitrico e que o pré tratamento com
inibidores da 6xido nitrico sintase pode inibir o efeito da clonidina (CHEN et al.,

2000). Este pode ser um possivel mecanismo envolvido na acédo analgésica de
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agonistas do receptor a; na dor neuropatica (XU et al., 2000). Entretanto, os

receptores especificos que estdo mediando estas acfes ndo sdo conhecidos. Na
medula espinhal sdo encontrados receptores colinérgicos nicotinicos e
muscarinicos que participam da liberacdo de 6xido nitrico mediada pela clonidina,
sugerindo que estes receptores tém papel importante na analgesia induzida pela
clonidina em modelo de dor neuropatica (XU et al., 2000). Portanto, o preciso
mecanismo de acdo dos agonistas& , na dor neuropatica ndo esta ainda
esclarecido.

A cetamina é uma droga usada clinicamente em anestesia geral. Além
disso, a cetamina possui efeito anestésico local e atua como antagonista néo
competitivo do receptor glutamatérgico do tipo NMDA. Estudos experimentais e
clinicos recentes ressaltam a participacdo de receptores NMDA na hiperalgesia e
na alodinia de pacientes com dor neuropatica e demonstram que antagonistas
deste receptor como por exemplo a cetamina podem ter efeitos analgésicos
(USHIDA et al.,, 2002; FITZGIBBON et al., 2002; BLOCK e HABERMEYER,
2003). No presente estudo observou-se que a cetamina, causou inibicdo
significante da hiperalgesia mecéanica e da alodinia ao frio na dor causada pela
lesdo do tronco inferior do plexo braquial de ratos. Tem sido descrito que a
cetamina foi efetiva em reduzir a hiperalgesia mecanica e térmica e a alodinia ao
frio em varios modelos de dor neuropatica, incluindo a constricdo crénica do nervo
ciatico, a ligagcdo parcial do nervo ciatico, a lesdo dos nervos L5 e L6 e a
neuropatia diabética QIAN et al., 1996; SONODA E OMOTE, 1998; FOX et al.,

1999; PELISSIER et al., 2003). Apos a administrac@o periférica de um irritante ou



105

do inicio de uma artrite inflamatdria ou seguindo a lesdo nervosa, existe aumento
na liberagdo medular de aminoacidos excitatérios, tais como aspartato e o
glutamato. Estes achados sugerem que o glutamato atuando principalmente no
receptor do subtipo NMDA exerce papel importante na regulacdo de informacdes
aferentes e nas manifestacbes dolorosos apos lesdo nervosa ou tecidual
(CHAPLAN et al., 1997; BLOCK e HABERMEYER, 2003; JORUM et al., 2003).
Tem sido sugerido ainda que drogas capazes de bloquear o receptor NMDA, tais
como a cetamina, o dextrometorfano, a memantina, ou a amantadina podem
aliviar a dor neuropatica (BLOCK e HABERMEYER, 2003; KVARNSTROM et al.,
2003). Conforme os resultados observados neste estudo, tem sido demonstrado
gue antagonistas do receptor NMDA séo efetivos em reduzir tanto a alodinia
mecanica quanto a hiperalgesia térmica em modelos animais de dor neuropatica
(FUNDYTUS, 2001). A participacdo dos receptores NMDA na hiperalgesia e na
alodinia resultam de intensa estimulacédo de fibras aferentes primarias, que ativam
inicialmente os receptores de glutamato do tipo ndo NMDA localizados em
neurdbnios pos sinapticos. A ativacdo dos mesmos produz remocéo do blogueio do
ion magnésio do receptor NMDA, permitindo assim a abertura do canal idnico e o
influxo de ions calcio para o interior da célula. A entrada de calcio no citoplasma
da célula ativa uma cascata de segundos mensageiros incluindo enzimas levando
a expressao de genes. Segundos mensageiros retrégrados resultantes desta
cascata sao importantes para a amplificacdo pré-sinaptica da liberacdo de
neurotransmissores, dentre 0s quais destaca-se 0 Oxido nitrico e as
prostaglandinas. Estes eventos sao modulados pela ligagdo do receptor

metabotropico do glutamato aproteina G e pela ligacdo simultanea de peptideos
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neuromodulatérios liberados com glutamato de fibras aferentes primarias
(CODERRE et al., 1993).

Dados da literatura indicam que a atividade alterada de canais iGnicos
(principalmente sédio ou célcio), associada com potencial de acdo ectdpico,
exerce importante papel em estados de dor neuropética (EGLEN et al., 1999;
BAKER e WOOD, 2001; NOVAKOVIC et al., 2001; VENERONI et al., 2003).
Varios estudos tém relatado que bloqueadores de canais de sédio, incluindo
alguns anticonvulsivantes, anestésicos locais e anti-arritmicos, sdo capazes de
aliviar a dor neuropatica tanto em humanos como em modelos animais de dor
persistente (di VADI e HAMANN, 1998; CHRISTENSEN et al., 2001).

A gabapentina € uma droga anticonvulsivante analoga ao acido gama
amino butirico que apresenta baixa toxicidade, e tem mostrado reduzir
comportamentos caracteristicos da dor neuropatica. Estudos clinicos indicam que
a gabapentina se constitui numa droga segura e promissora para o tratamento da
dor neuropética (JAGUSTYN e ROMANIAK, 2001; COLOMBO et al., 2003; FENG
et al., 2003; ARDID et al., 2003; SPRUCE et al., 2003). Estudos experimentais
com ratos apOs lesdo de nervo periférico tém demonstrado a eficacia da
gabapentina em diversos modelos de dor neuropatica (PAN et al., 1999;
GUSTAFSSON et al.,, 2003; FEHRENBACHER, et al., 2003; SPRUCE et al.,
2003). Os mecanismos pelos quais a gabapentina previne a dor persistente ainda
precisam ser melhor esclarecidos, mas sédo provavelmente independentes da
interacdo com os receptores GABA e/ou da sua captacdo ou degradacéo
(BERTRAND et al., 2001; LANNEAU et al., 2001; MARTIN et al., 2002; BEYDOUN

e BACKONUJA, 2003) ou ainda com a interferéncia com canais de sodio voltagem
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dependentes (BEYDOUN e BACKONJA, 2003). Porém, evidéncias recentes
demonstram que a gabapentina interage especificamente com as subunidades ad
de canais de calcio sensiveis a voltagem (TODOROVIC et al.,, 2003) e inibe
correntes de célcio em neurbnios cerebrais de rato (STEFANI et al., 2001). A
consequéncia desta ligacdo ndo esta clara, mas a ligacdo de alta afinidade desta
droga com a subunidade a,d parece estar relacionada com a poténcia
anticonvulsivante e antinociceptiva da gabapentina, sugerindo um papel na
modulacdo da excitagcdo neuronal e na liberacdo resultante de neuropeptideos
(FEHRENBACHER, et al., 2003). Assim, a gabapentina parece ser ativa somente
em tecidos previamente sensibilizados (FEHRENBACHER, et al.,, 2003), néo
tendo nenhum efeito sobre a nocicepgéo aguda (GUSTAFSSON et al., 2003). A
gabapentina pode bloquear a sensibilizacdo de neurénios de camadas profundas
do corno dorsal medular sendo que seus efeitos anti-hiperalgésicos séao
possivelmente mediados por acdo central (FIELD et al., 2000). Além disso, a
gabapentina tem se mostrado efetiva em prevenir a hiperalgesia térmica (calor) e
a alodinia mecanica no modelo de lesdo por constricdo crénica no rato (SPRUCE
et al., 2003). Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias convincentes
indicando que na neuropatia induzida pela avulsédo do tronco inferior do plexo
braquial em ratos, a gabapentina administrada oralmente, em dose Unica ou de
modo repetido, reduziu de maneira importante a hiperalgesia mecanica e a
alodinia ao frio nas patas traseiras ipsilateral e contralateral desses animais. Tais
resultados confirmam e estendem os dados existentes na literatura indicando a

eficacia da gabapentina em varios modelos de dor de origem neuropatica.
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Outro dado observado, no presente estudo foi o fato de que a
administracdo de lidocaina reduziu a alodinia ao frio, mas no entanto, ndo foi
capaz de interferir com a hiperalgesia mecéanica induzida pela avulsdo do plexo
braquial, indicando que somente certos tipos de dor neuropatica parecem
sensiveis a administracdo sistémica de lidocaina MAO e CHEN, 2000). Além
disso, outros estudos demonstram que a lidocaina administrada por via
endovenosa inibe a hiperalgesia ao frio mais do que a resposta ao estimulo
mecanico em individuos com dor neuropatica (WALLACE et al.,, 2000). O
mecanismo de acao pelo qual a lidocaina produz analgesia em modelos animais
de dor neuropética ndo est4d ainda completamente esclarecido (SMITH et al.,
2002). Acredita-se que o efeito analgésico da lidocaina seja, pelo menos em parte,
decorrente do bloqueio de canais de sédio no nervo lesado. Varios subtipos de
canais de sédio podem ser expressos diferentemente em neurbnios sensoriais
dependendo do ambiente fisioldgico. Assim, doses baixas de lidocaina blogueiam
preferencialmente certos subtipos de canais de sddio. Em nosso estudo, pode-se
sugerir que a lidocaina foi capaz de bloguear as despolarizacdes induzidas pela
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial, sem no entanto, alterar os canais de
sodio envolvidos na sinalizagao fisiologica normal. A plasticidade na expressao de
canais de sodio que contribuem para a hiperexcitabilidade de neurdnios sensoriais
apos lesédo nervosa parece envolver canais de sodio sensiveis ou resistentes a
tetrodotoxina (PORRECA et al.,, 1999; VENERONI et al., 2003). A lidocaina é
altamente lipossoluvel sendo capaz de atravessar rapidamente a barreira
hematoencefélica, e dessa forma sua acdo analgésica pode envolver

mecanismos centrais. A poténcia da lidocaina em impedir a atividade ectopica é
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maior para o corno dorsal do que para um neuroma, € em baixas concentracoes
ela pode inibir a excitacdo mediada por glutamato no corno dorsal da medula
espinhal (SMITH et al., 2002)

Os antidepressivos triciclicos tém sido as drogas mais estudadas para o
alivio da dor neuropética, embora os resultados obtidos sejam controversos. Os
antidepressivos mais efetivos no tratamento da dor sdo aqueles menos seletivos
tais como a imipramina e a amitriptiina, cujos efeitos sdo provavelmente
relacionados ao aumento dos niveis de noradrenalina e de serotonina, decorrentes
do bloqueio das suas recaptacfes. Estes neurotransmissores bloqueiam as vias
descendentes e consequentemente modulam a dor medular ou ainda podem
apresentar efeito anestésico local por bloguear canais de sodio (VAN TULDER e
KOES, 2001; PRIEST e HOGGART, 2002). O papel dos receptores da serotonina
na medula espinhal € desconhecido, mas supde-se que 0s antidepressivos que
inibem seletivamente a recaptacdo de serotonina sdo menos efetivos do que
aqueles que inibem ambas as monoaminas (DICKENSON et al., 2002). O
mecanismo de acdo antinociceptivo dos antidepressivos ndo esta ainda bem
conhecido, mas acredita-se que possa estar relacionado com a inibicdo da
recaptacdo de monoaminas, antagonismo do receptor NMDA, bloqueio de canais
de sodio, e estimulacdo da liberacdo de adenosina (MARTIN e EISENACH, 2001).
Tem sido demonstrado que os antidepressivos exercem importante papel no
tratamento da dor com origem na raiz nervosa, sendo a dose requerida menor do
gue aquela usada no tratamento da depressdo (MARTIN e EISENACH, 2001;
PRIEST e HOGGART, 2002). Ao contrario, o tratamento agudo com amitriptilina

ou com desipramina nao foi capaz de reduzir a alodinia mecéanica estabelecida no
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modelo descrito por Bennett e Xie (COOMBS et al., 1995) ou no modelo de Kim e
Chung (JETT et al., 1997). Além disso, os antidepressivos apresentam eficacia
moderada no tratamento da neuropatia diabética, na neuralgia pos herpética ou na
distrofia simpatica reflexa. Confirmando os dados acima mencionados, nossos
resultados mostram que o tratamento agudo com imipramina nao resultou em
nenhuma reducdo significante nos sinais comportamentais de dor neuropética
persistente associada com a avulsdo do tronco inferior do plexo braquial em ratos.
Entretanto, o tratamento repetido foi capaz de reverter de modo significativo a
alodinia ao frio, sugerindo que mecanismos distintos devem estar mediando as
respostas de hiperalgesia mecanica e alodinia ao frio.

Dados da literatura mostram que os antiinflamatérios esteroidais e nao
esteroidais induzem antinocicepcdo em alguns modelos de dor neuropética em
roedores (SYRIATOWICZ et al.,, 1999; ZHAO, 2000; MA et al., 2002). Os
inibidores da ciclooxigenase parecem exercer seus efeitos analgésicos atuando
preferencialmente na medula espinhal. A administracdo destes agentes por via
intratecal tem sido utilizada para o tratamento das dores crénicas (MARTIN e
EISENACH, 2001). Dentre eles, os inibidores seletivos da COX-2 tém sido
utilizados como alternativa para o ratamento de pacientes, pois efeitos adversos,
principalmente a irritacdo gastrointestinal, limitam o uso de inibidores nao seletivos
das COXs (MARTIN e EISENACH, 2001). Em nosso modelo, a administracao
aguda de celecoxib inibiu a hiperalgesia mecéanica, nas no entanto, falhou em
inibir a alodinia ao frio. Além disso, o tratamento agudo ou repetido com
diclofenaco ou com dexametasona ndo foi capaz de alterar significativamente a

hiperalgesia mecéanica ou a alodinia ao frio induzidas pela avulsdo do tronco
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inferior do plexo braquial em ratos. Tem sido demonstrado que os corticéides
guando administrados cronicamente e em doses altas ndo apresentam nenhum
efeito sobre o limiar mecanico e ao calor em portadores de neuropatias (KINGERY
et al., 1999). Além disso, foi demonstrado em modelo de inflamacgéo que a inibicdo
da COX-1 néao foi relevante para a diminuicao da hiperalgesia ou para a reducao
do edema (FRANCISCHI et al., 2002). Outros resultados demonstram que a
administragdo do inibidor preferencial da COX-2, o NS-398 reverteu
significativamente a alodinia tatil no modelo de ligacdo parcial do nervo ciatico,
enquanto que o piroxicam, um inibidor ndo seletivo de ciclooxigenase, nao
apresentou qualquer efeito neste modelo (MA et al., 2002). De modo semelhante,
dados clinicos demonstram que a administracao repetida de piroxicam ndo foi
efetiva em prevenir a dor neuropatica em pacientes com radiculopatia lombosacral
e, a administracdo aguda de ibuprofeno néo teve efeito analgésico em pacientes
com neuralgia poés-herpética (KINGERY, 1997). Outros estudos demonstraram
gue os antiinflamatoérios ndo esteroidais sdo pouco efetivos no tratamento da dor
com origem na raiz nervosa (PRIEST e HOGGART, 2002). Os resultados obtidos
no presente estudo estdo de acordo com estudos anteriores indicando a auséncia
de efeito antinociceptivo dos antiinflamatérios nédo esteroidais no tratamento da
causalgia ou outras formas de dor neuropética (SYRIATOWICZ et al., 1999). Tem
sido sugerido que a administracdo oral de antiinflamatérios ndo esteroidais ndo
atinge concentracfes suficientes na periferia para ser efetivo na dor neuropética
(SYRIATOWICZ et al., 1999). Outros fatores que também podem interferir nas
respostas sédo a via de administragéo e o intervalo de tempo em que 0s animais

sdo avaliados. Foi observado, que o tratamento intratecal com indometacina
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atenuou o desenvolvimento de alodinia apés a ligacdo do nervo, entretanto, este
efeito j& estava muito reduzido 14 dias apdés o estabelecimento da lesdo. A
auséncia de efeito para o diclofenaco e para a dexametasona observada no
presente estudo pode sugerir que ambos os inibidores ndo apresentam efeitos
centrais, pelo menos nas doses testadas. Foi demonstrado que a injecao
subcutanea de indometacina na pata ipsilateral causou analgesia, entretanto,
guando administrada na pata contralateral ou no abdémen n&o foi descrito
nenhum efeito sobre a hiperalgesia da pata ipsilateral, sugerindo que o sitio de
acao neste caso € a pata afetada, e que a indometacina neste experimento nao
atuou sistemicamente ou no sistema nervoso central (SYRIATOWICZ et al., 1999).
Além disso, os niveis de COX-2 mas ndo de COX-1 na medula dorsal e tadlamo
aumentam significativamente um dia apés a lesédo do nervo e retorna aos niveis
basais 72 horas ap6s (ZHAO et al., 2000). Estudo imunocitoquimico mostrou que
a COX-1 geralmente esta ausente na medula espinhal de rato, enquanto que a
COX-2 é densamente presente no corno dorsal superficial (ZHAO et al., 2000; De
LEO et al., 2000).

Varios relatos da literatura demonstram que a dipirona apresenta acao
analgésica em varios modelos de dor. Entretanto, este analgésico ndo opidide néao
tem sido usado com frequéncia no tratamento da dor neuropatica. Babej-Dolle e
colaboradores (1994) estudaram o efeito analgésico da dipirona em pacientes
com dor do nervo cidtico ou em pacientes portadores de dores lombares,
comparando sua eficdcia e tolerabilidade com aquelas do diclofenaco. A
dipirona apresentou eficacia classificada como excelente com baixos efeitos

adversos quando comparada ao diclofenaco e ao placebo. Em outro estudo,
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Marquez e Ferreira (1987) demonstraram apods infusdes repetidas, que a
dipirona era eficaz em aliviar a dor cronica. Embora a dipirona apresente acao
analgésica importante e comprovada a administracio aguda ou repetida de
dipirona ndo foi capaz de inibir a hiperalgesia mecanica e a alodinia ao frio
induzidas pela avulsédo do tronco inferior do plexo braquial em ratos. Por ter
propriedades ligeiramente diferentes das drogas antiinflamatorias néo-
esteroidais, incluindo atividade antiinflamatéria  insignificante,  diversas
pesquisas tém sido desenvolvidas para avaliar a existéncia de possiveis
mecanismos de acao alternativos a inibicdo da sintese de prostaglandinas
para explicar a atividade antinociceptiva da dipirona (BEIRITH et al.,, 1998;
SARAY et al., 2001).

O mecanismo de acdo da dipirona permanece ainda controverso.
Enquanto alguns pesquisadores propdem que sua atividade analgésica esta
relacionada a inibicdo da sintese de prostaglandinas no sistema nervoso
periférico, outros sustentam que a dipirona age diretamente no sistema
nervoso central, ou que sua atividade provém da modulacdo da sintese de
oxido nitrico ou da interferéncia com a liberagdo de endorfinas (LORENZETTI,
e FERREIRA, 1996; BEIRITH et al.,, 1998; SARAY et al., 2001; VANEGAS e
TORTORICI, 2002; FERREIRA, 2002). Em 1986, Carlsson e colaboradores
realizaram os primeiros estudos para mostrar que acbes centrais também
poderiam ser responsaveis pelo efeito antinociceptivo e antiinflamatorio de
analgésicos nao opioides, como é o caso da dipirona. De acordo com o

estudo anterior, estes dados reforcam a hipétese de que a dipirona ativa vias
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descendentes da substancia cinzenta periaquedutal e inibe a transmissao de
impulsos nociceptivos ascendentes na medula espinhal.

A administracdo aguda de diacereina reverteu tanto a hiperalgesia
mecanica quanto a alodinia ao frio em ambas as patas traseiras de ratos com
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial. Esta droga tem sido utilizada para o
tratamento da osteoartrite (CURATOLO e BOGDUK, 2001; PROVVEDINI e
COHEN, 2002; AVOUAC, 2002), embora ndo sejam encontrados relatos na
literatura para o seu uso no tratamento da dor neuropatica. Dados clinicos
demonstram que na dor articular o efeito analgésico da diacereina, ap6s 4 a 6
semanas de uso, & semelhante ao obtido com o uso de antiinflamatoérios nédo
esteroidais. Este efeito analgésico pode persistir por algum tempo apds o término
do tratamento. A diacereina ndo inibe a sintese de prostaglandinas e apresenta
pouca toxicidade gastroduodenal comprovada em estudos pré clinicos e clinicos.
No tratamento da dor neuropatica, que muitas vezes necessita de tratamento
prolongado, a diacereina poderia se constituir em uma excelente alternativa
terapéutica devido a seguranca e tolerabilidade no seu uso, o que dificilmente é
encontrado em outras drogas (HOCHBERG e DOUGADOS, 2001; BRANDT,
2002; PROVVEDINI e COHEN, 2002). A diacereina parece exercer efeitos
inibitérios sobre a IL-1b (MOLDOVAN et al.,, 2000; TAMURA et al., 2002;
PROVVEDINI e COHEN, 2002; AVOUAC, 2002) mas 0s seus mecanismos de
acao ainda nao estéo totalmente elucidados. Sabe-se que a IL-1 pode aumentar a

producdo de Oxido nitrico, e que a diacereina pode em concentracdes
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terapéuticas, diminuir a sua producdo (PELLETIER et al., 1998; SALEH et al.,
1999).

Atualmente existe grande interesse no desenvolvimento de agentes
terapéuticos que atuem alterando a atividade do sistema purinérgico e, portanto,
possam ser utilizados no tratamento da dor neuropatica. Varios estudos clinicos e
em animais demonstram que a adenosina e drogas analogas a adenosina sao
efetivas no tratamento da dor neuropética (HASHIZUME et al., 2000; DICKENSON
et al., 2002). A administracdo sistémica ou medular destes agonistas inibem ou
reduzem comportamentos de dor reuropatica nos modelos de Bennett, de Chung
ou de isquemia medular (WALLACE, 2001). Os receptores de adenosina tém um
papel inibitorio importante no desenvolvimento e manutencdo da sensibilizacdo
central de neurdnios da medula espinhal (WALLACE, 2001). Estes receptores sao
encontrados na substancia gelatinosa do corno dorsal da medula e a sua
estimulacéo resulta na diminuicdo da liberacdo do neurotransmissor ocasionada
pela diminuicdo da entrada de célcio pré-sinapticamente, bem como aumento na
condutancia ao potassio através da membrana hiperpolarizada (WALLACE, 2001).
Esses dados sugerem uma possivel interacdo entre a adenosina e o glutamato na
medula espinhal e entre a ativagdo do receptor NMDA e a liberacdo de adenosina
(DICKENSON et al., 2002). Os efeitos da adenosina sdo observados em modelos
de dor aguda e crbnica através da ativagcao do receptor purinérgico principalmente
do tipo A; que tem sido implicado no controle indireto da via nociceptiva medular
mediada pelo receptor NMDA (LI, et al., 2002; DICKENSON et al., 2002). Este
pode ser um possivel mecanismo para explicar a acdo antinociceptiva da

adenosina na medula espinhal. Portanto, a ativacdo do receptor NMDA apos leséo
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nervosa pode determinar grande liberacdo de adenosina resultando na eventual
deplecdo de purina (DICKENSON et al., 2002). Com a interrupcdo do tono
purinérgico enddégeno causado pela lesdo nervosa a transmissdo nhociceptiva
espinhal pode ser prejudicada e contribuir para o aparecimento de hiperalgesia e
alodinia (DICKENSON et al.,, 2002). No modelo de neuropatia induzida pela
avulsdo do tronco inferior do plexo braquial, a adenosina reverteu a hiperalgesia
mecanica bilateral induzida nas patas traseiras dos animais experimentais sem no
entanto, causar qualquer modificacdo da alodinia ao frio. Nossos resultados, sao
parcialmente contrarios aos descritos em outros estudos, onde o analogo da
adenosina (R-PIA) administrado duas vezes ao dia por via i.t. reverteu a alodinia
mecanica e ao frio em um modelo de dor central (von HEIINE, et al., 1998). A
auséncia de efeito pode ser resultado do esquema de administracdo (dose Unica),
do periodo de avaliacdo (20 dias apés a cirurgia), da via de administracdo ou da
prépria sensibilidade do modelo proposto.

As citocinas pro-inflamatérias sdo produzidas por uma variedade de
células presentes na pele e em outros tecidos incluindo, queratindcitos,
fibroblastos, sinoviécitos, mastécitos e glia, podendo ser liberadas na periferia ou
no sistema nervoso central em resposta ao trauma. Existem evidéncias de que a
liberacdo medular de citocinas pro-inflamatérias por ativacdo da glia pode estar
envolvida no aparecimento de dor bilateral evidenciado em varios modelos
animais de neuropatias (CHACUR et al.,, 2001). Dentre as citocinas pro-

inflamatdrias podemos citar IL-1b, TNF4 e IL-6, enquanto IL-10 é considerada uma

citocina antiinflamatoria (WATKINS et al., 1995; WOLKA, et al., 2003).
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Embora evidéncias recentes demonstrem um papel importante das
citocinas pro-inflamatorias e antiinflamatérias tanto na dor inflamatéria como na
geracdo e na manutencao da hiperalgesia e da alodinia que acompanha a dor
neuropatica (JUNGER e SORKIN, 2000; CUI et al., 2000; CUNHA et al., 2000;
LAUGHLIN et al., 2000; WATKINS e MAIER, 2000; SHIMOYAMA, et al., 2002; TU

et al., 2003), no modelo estudado, os niveis das citocinas IL-1b, IL-6, TNFa e IL-10

nao foram alterados de maneira significativa pelo menos em nivel espinhal durante
0 estabelecimento da neuropatia. Possivelmente, os resultados negativos podem
ser justificados pelas limitacdbes do método utilizado, entretanto, ndo podemos
excluir totalmente a possibilidade da participacdo das citocinas. Assim, estudos
adicionais ainda necessitam ser realizados com o0 uso de anticorpos ou
antagonistas para a confirmacédo das mesmas no modelo experimental proposto.
Além disso, na dor neuropatica decorrente da lesdo do tronco inferior do
plexo braquial deve existir grande participacdo das interacbes neuroimunes. A
degeneracdo Walleriana apés lesdo aguda de nervo, possivelmente resulta em
grande liberagdo de citocinas na medula espinhal, especialmente TNF& das
células de Schwann lesadas, levando ao recrutamento e circulacdo de macréfagos
e uma grande liberacdo de citocinas (SHAMASH et al., 2002; SHIMOYAMA et al.,
2002) que podem ter efeitos profundos sobre as fibras nervosas ndo lesadas
(HUDSON et al., 2001). Tem sido descrito aumento na liberacdo de TNFa e de
IL-1b durante o periodo inicial da degeneracdo apods lesédo do nervo periférico e
ambas as citocinas estdo envolvidas no desenvolvimento de hipersensibilidade

para estimulo mecénico ou térmico. A degeneracdo axonal e das células de
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Schwann também induz a expressdo de mediadores anti-inflamatérios como a
IL-10 por macréfagos recrutados, limitando portanto, a resposta inflamatoéria e

preparando para a regeneracdo (SHAMASH et al.,, 2002; LAVAND¢ HOMME e

EISENACH, 2003).

Recentemente, os fatores de crescimento, proteinas enddgenas naturais
gue promovem O crescimento e a sobrevivéncia de populacdes particulares de
neurbnios, surgem como importante alvo terapéutico para o tratamento da dor
neuropética. Inumeros estudos relatam a participacdo destes fatores na dor
neuropatica resultante de diferentes etiologias (PEZET et al., 2002; UEDA et al.,
2002; SAH et al., 2003; SAWYNOK, 2003; GWAK, et al., 2003; CAHILL et al.,
2003). Os resultados do presente estudo mostram que a aplicagcdo local de
anticorpos contra NGF, BDNF e GDNF inibe de maneira importante a hiperalgesia
mecanica e a alodinia ao frio acentuadas e de longa duracao induzidas em ambas
as patas traseiras pela avulsao do tronco inferior do plexo braquial de rato.

O NGF é uma molécula trofica essencial e necessaria para a
sobrevivéncia de neurdnios sensoriais primarios de pequeno didametro e neurdnios
simpéticos (GWAK et al., 2003; CAHILL et al., 2003; SAH et al., 2003). Estudos
recentes indicam que o NGF pode interagir com o processamento nociceptivo,
tanto no sistema nervoso periférico, quanto no sistema nervoso central. A
administracdo de NGF causa hiperalgesia para estimulo térmico e a hiperalgesia
tati de origem inflamatoria é dependente de NGF. A administracdo
intracerebroventricular de NGF induz respostas dolorosas em ratos e o

desenvolvimento de neuropatia dolorosa periférica estd relacionado com niveis
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elevados de NGF no ganglio da raiz dorsal de ratos (THEODOSIOU et al., 1999;
HAO et al.,, 2000; MALCANGIO et al.,, 2000; UEDA et al.,, 2002; GWAK et al.,
2003). Existem ainda relatos demonstrando que a aplicacdo local de anti-NGF foi
capaz de suprimir a hiperalgesia, a alodinia e o0 aumento dos niveis de NGF no
ganglio da raiz dorsal apGs a ksdo de nervo periférico em ratos (MCARTHUR et
al.,, 2000; UEDA et al., 2002; GWAK et al., 2003; CAHILL et al., 2003; LI et al.,
2003). Os resultados do presente estudo estendem estas evidéncias e
demonstram que o tratamento local com o anticorpo anti-NGF foi capaz de inibir a
hiperalgesia mecéanica e a alodinia ao frio causados pela avulsdo do tronco inferior
do plexo braquial, efeitos esses que podem resultar de alteragbes funcionais e
morfolégicas no sistema nervoso, possivelmente no corno dorsal da medula
espinhal. Esta plasticidade pode ser determinada pelo NGF produzido, ou pelo
aumento da sua expressao em resposta a lesdo. Tem sido relatado que muitos
neurdnios do ganglio da raiz dorsal contendo neuropeptideos sdo sensiveis ao
NGF e que a super-expressdo de NGF acarreta o brotamento e o auto-
crescimento de terminais centrais destes neurbnios dentro do corno dorsal
medular (GWAK et al.,, 2003; CAHILL et al., 2003), fatores esses que s&o
determinantes para o desenvolvimento de dor neuropatica. Portanto, as respostas
hiperalgésica e alodinica observadas podem resultar do brotamento intraespinhal
de fibras aferentes primarias contendo neuropeptideos, que sdo provavelmente
mediadas pela acdo do NGF. No presente estudo, o anti-NGF foi aplicado
localmente e, portanto teve acdo sistémica. Experimentos recentes, entretanto,
demonstram que peptideos e polipeptideos, incluindo os fatores de crescimento

como o NGF, o NT-3 e o BDNF, atravessam a barreira hematoencefalica,
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sugerindo que a administracdo sistémica de anti-NGF também pode atuar
centralmente (GWAK et al.,, 2003). O anti-NGF também pode atuar centralmente
prevenindo o desenvolvimento da sensibilizagdo central dos neurbnios espinhais
gue envolve perda ou diminuicdo do sistema inibitério e a sensibilizacdo do
sistema excitatorio na medula espinhal (GWAK et al., 2003).

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) também apresenta
efeitos potentes sobre os neurdnios da medula espinhal e tem sido implicado na
sensibilizagdo central associada com o0s processos inflamatérios através do
aumento das respostas mediadas pelo receptor NMDA. Tem sido demonstrado
gue esta neutrofina atravessa a barreira hematoencefalica (MIKI et al., 2000). O
BDNF exogeno pode potencializar a transmissdo sinaptica através de mecanismos
de fosforilacdo de proteinas pds-sindpticas como ocorre no hipocampo (MIKI et
al., 2000; PEZET et al.,, 2002). Este fator neurotréfico € expresso por uma sub-
populacdo de neurdnios sensoriais de pequeno e meédio diametro com axdnios
ndo mielinizados que também sdo capazes de expressar o CGRP. Estes
neurbnios expressam SP, que é co-liberada com BDNF na medula espinhal,
modulando a transmissdo nociceptiva mediada pelo glutamato. Ap6s a leséo
nervosa, a SP e o BDNF passam a ser expressos pelas fibras Ab que
normalmente ndo expressam neuropeptideos (LEVER et al., 2003; SAH et al.,
2003). Os niveis aumentados de BDNF na inflamacdo sdo reduzidos pelo
tratamento com anticorpo anti-NGF (KIDD e URBAN, 2001). Além disso, existem
relatos de que a administracdo exdégena de BDNF induz hiperalgesia térmica e

alodinia mecéanica (SAH et al.,, 2003). Por outro lado, a inibicio do BDNF
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endogeno é capaz de reduzir a dor experimental (SAH et al., 2003). Em ratos com
leséo por ligagdo de nervos espinhais a injecéo intratecal de anticorpo anti-BDNF
foi capaz de reduzir a hiperalgesia térmica e a alodinia mecéanica (SAH et al.,
2003). Em ratos com ligacao parcial do nervo ciatico, a administracéo sistémica do
anticorpo anti-BDNF reduziu a hiperalgesia térmica e mecanica. Quando aplicado
localmente, este anticorpo reduziu tanto a hiperalgesia mecéanica quanto a alodinia
ao frio em ambas as patas traseiras de ratos com neuropatia induzida pela
avulsao do tronco inferior do plexo braquial de ratos.

Outro membro da familia dos fatores de crescimento que tem sido
estudado no contexto da dor neuropatica é o fator neurotréfico derivado da glia
(GDNF). No sistema nervoso periférico, 0 GDNF normaliza a fisiologia do neurdnio
sensorial nociceptivo apds lesdo nervosa, sendo importante para a sobrevivéncia
das células do ganglio da raiz dorsal (SAH et al., 2003; WANG et al., 2003). A
infuséo intratecal de GDNF foi capaz de prevenir e de reverter a dor neuropatica
induzida por lesdo nervosa em modelos como da transeccdo do nervo ciatico,
ligacdo de nervos espinhais e ligacao parcial do nervo ciatico (SAH et al., 2003;
WANG et al., 2003; HAO et al., 2003). Nestes estudos, a administracdo de GDNF
foi iniciada dois dias ap6s o aparecimento da hipersensibilidade tatil e térmica e
foram utilizadas doses elevadas de GDNF (SAH et al., 2003; WANG et al., 2003).
Por outro lado, Jubran e Widenfalk (2003) demonstraram que a administracdo de
GDNF em animais aumentou acentuadamente a autotomia, considerada como um
comportamento indicativo de dor neuropatica. Nossos resultados s&o contrarios a
maioria dos dados da literatura, pois a utilizagdo do anticorpo anti-GDNF inibiu os

comportamentos de hiperalgesia mecanica e da alodinia ao frio provocados por
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lesdo do tronco inferior do plexo braquial. Estes resultados sugerem portanto que
como demonstrado para os outros fatores neurotréficos, também o GDNF pode
ter um papel dual na dor neuropética, ora produzindo efeito protetor, ora com
efeito deletério. Portanto, a utlizacdo de anticorpos e/ou a de antagonistas
especificos para esses fatores poderia constituir uma op¢do importante para o
desenvolvimento de novas drogas analgésicas que possam ser efetivas na
prevencgdo ou no tratamento da dor neuropatica jé instalada.

Em concluséo, os resultados do presente estudo analisados em conjunto
demonstram que a lesédo por avulsdo e em menor grau a ligadura e a constricao
do tronco inferior do plexo braquial em ratos, produz hiperalgesia mecéanica e
alodinia mecanica e térmica (frio) de longa duracdo (até 90 dias) em ambas as
patas posteriores dos animais. E importante ressaltar, que ao contrario de outros
modelos de dor neuropatica jA desenvolvidos, a lesdo por avulsdo do tronco
inferior do plexo braquial em ratos ndo acarreta autotomia nem hiperalgesia
térmica (calor) e se manifesta distante do sitio da lesdo. Os estudos
farmacoldgicos demonstraram que este modelo de dor neuropatica foi bastante
sensivel ao tratamento agudo com agonista opiéide como a morfina, pelo
agonista adrenérgico a, clonidina, pelo anticonvulsivante gabapentina, pelo
antagonista glutamatérgico cetamina, pelo inibidor da sintese de Oxido nitrico
L-NAME e pela diacereina. Efeito parcial foi obtido com o uso do anestésico local
lidocaina, do antiinflamatério ndo esteroidal seletivo para COX-2 celecoxib,
antagonista purinérgico adenosina e com o antidepressivo triciclico imipramina. No

entanto, inibidores da COX1 como o diclofenaco, corticoide como a dexametasona
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e 0 analgésico ndo opidide dipirona ndo mostraram eficacia em prevenir a
hiperalgesia ou a alodinia causada pela avulsdo do tronco inferior do plexo
braquial em ratos. Finalmente, anticorpos contra fatores de crescimento neural
como o anti-NGF, o anti-BDNF e o anti-GDNF, foram altamente efetivos em
prevenir tanto a hiperalgesia quanto a alodinia no presente modelo, indicando que
antagonistas e/ou anticorpos seletivos para esses fatores de crescimento neural
poderiam ser de grande utilidade no tratamento da dor neuropatica, especialmente
aquela relacionada com a lesdo do plexo braquial. Os mecanismos pelos quais a
leséo por avulsdo determina o aparecimento de hiperalgesia mecéanica e alodinina
mecanica e térmica (frio) em locais distantes da realizacdo da lesdo ndo estédo
ainda bem esclarecidos e novos estudos devem ser realizados para a
compreensdo deste fendbmeno. No entanto, o modelo de dor neuropética
persistente decorrente da avulsédo do tronco inferior do plexo braquial em ratos,
pode ser util para o estudo dos mecanismos envolvidos nesta patologia e também
para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da

dor neuropética, que ainda necessita de tratamentos mais eficazes.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que:

1)

2)

3)

4)

5)

A avulsdo do tronco inferior do plexo braquial em ratos constitui um novo
modelo para o estudo da dor neuropatica persistente.

A hiperalgesia mecéanica acentuada e a alodinia mecéanica e ao frio observadas
nas patas traseiras ipsi e contralateral apos a avulsdo do tronco inferior do
plexo braquial de rato e a auséncia de hiperalgesia térmica, estdo
correlacionados com alguns dos sintomas observados em pacientes com dor
neuropética causada por lesédo do plexo braquial.

A hiperalgesia e a alodinia acentuadas observadas nas patas traseiras ipsi e
contralateral sdo causadas possivelmente pela alteracdo de mecanismos
sensoriais tanto periféricos como centrais, que ndo sdo dependentes de um
efeito direto do nervo lesado.

Apesar da disfungcdo permanente observada na pata dianteira direita dos
animais com lesdao do tipo avulsdo, nenhum prejuizo sobre a atividade
locomotora foi encontrado.

Os resultados observados com o tratamento neonatal com capsaicina sugerem
gue as fibras C sensiveis a capsaicina ndo sdo importantes para a hiperalgesia
mecanica e alodinina ao frio observadas neste modelo de dor neuropética.
Possivelmente, as fibras envolvidas sdo do tipo Ab, e Ad insensiveis a
capsaicina. Entretanto, a alodinia mecéanica parece ser influenciada pelas

fibras C sensiveis a capsaicina.
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6) O modelo de avulsdo do tronco inferior do plexo braquial de rato mostrou-se
sensivel a varias drogas disponiveis clinicamente, como morfina, L-NAME,
clonidina, cetamina, gabapentina e diacereina. Observamos efeito parcial com
lidocaina, celecoxib e adenosina. Nenhum efeito foi obtido com imipramina,
diclofenaco, dipirona ou dexametasona.

7) A administracdo repetida de gabapentina parece ser mais efetiva do que a
administracdo aguda. Por outro lado, a imipramina foi capaz de reverter a
alodinia ao frio ao contrario do seu tratamento agudo.

8) De modo curioso o tratamento repetido com diclofenaco, dipirona ou
dexametasona a exemplo da administracdo aguda nao alterou os estados
hiperalgésico e alodinico induzidos pela avulsdo do tronco inferior do plexo
braquial.

9) A acentuada inibicdo da hiperalgesia e alodinia pelo tratamento com clonidina
e o0 L-NAME sugerem participacéo importante da via mediada pelo oxido nitrico
no presente modelo.

10) As respostas observadas apOs os tratamentos com lidocaina, celecoxib,
adenosina ou imipramina revertendo a hiperalgesia mecéanica ou a alodinia ao
frio, sugerem que mecanismos distintos parecem mediar as respostas de
hiperalgesia e alodinia no presente modelo.

11) O efeito anti-hiperalgésico obtido com celecoxib associado a auséncia de tal
efeito para diclofenaco ou dipirona sugerem a participacdo da ciclooxigenase 2
e nao da ciclooxigenase 1 neste modelo.

12) Embora inmeros estudos demonstrem a participacdo de citocinas em alguns

modelos de dor neuropética, ndo foram detectadas alteracbes significativas
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nos niveis de citocinas na medula espinhal de ratos submetidos aavulsdo do
tronco inferior do plexo braquial. Porém, isto ndo exclui a participacdo das
mesmas no presente modelo.

13) O efeito inibitério obtido com os anticorpos para os fatores de crescimento
neural (anti-NGF, anti-BDNF e anti-GDNF) sobre a hiperalgesia mecéanica e
alodinia ao frio sugere um importante papel dos mesmos nesta neuropatia.
Além disso, estes anticorpos podem se constituir em opcdes terapéuticas
importantes para o tratamento da dor neuropética resultante de lesdo do plexo
braquial como ja visto em outros modelos de neuropatias dolorosas.

14) Analisando o conjunto de dados apresentados é possivel sugerir que o
presente modelo representa um método para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na etiologia da dor neuropatica, sendo também relevante para a

avaliacdo de novas drogas para o tratamento da dor neuropatica.
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“O presente estudo representou para nés um grande desafio. Partindo de
dados clinicos de que a avulsdo do plexo braquial é uma leséo frequente e que
causa dor neuropatica intensa, de longa duracdo e de dificil tratamento
farmacoldgico, procuramos desenvolver um modelo animal com caracteristicas
semelhantes a mesma condicdo de seres humanos. Isto foi obtido a partir da
avulsédo do tronco inferior do plexo braquial de ratos. Além disso, como em outras
neuropatias, demonstrou-se no presente estudo que a dor resultante da lesdo do
plexo braquial € complexa e envolve diferentes mecanismos neuroquimicos. Sem
davida este modelo serd alvo de outras investigacdes, que certamente poderdo
contribuir ndo s6 para identificar mecanismos participantes do fendmeno
observado mas também para auxiliar no desenvolvimento de drogas analgésicas
eficazes no tratamento de neuropatias. Esperamos ter contribuido
significativamente com a ciéncia e que os cientistas que se dedicam ao estudo da
dor possam utilizar mais um modelo, avulsdo do tronco inferior do plexo braquial
de ratos, como método de investigacdo que possibilite melhorar a qualidade de

vida dos seres humanos que sofrem de dor neuropatica.”
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