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RESUMO

As doengas inflamatérias articulares cronicas sdo doencgas progressivas e
limitantes, onde a dor e o edema no local levam a incapacitagdo
articular.  Ainda existem grupos refratarios aos tratamentos
farmacoldgicos convencionais, e os efeitos colaterais gerados por eles
causam desconforto e levam a descontinuidade do tratamento. Farmacos
injetados pela via intratecal tem bons resultados como analgésicos, e o
tramadol se apresenta como uma boa opc¢do de tratamento por esta via,
devido a sua baixa incidéncia de efeitos colaterais. Em ratos com
articulacdo inflamada, tramadol pela via intratecal reduz ndo s6 a
nocicepcdo como também o edema periférico, possivelmente pela
inibicdo do reflexo da raiz dorsal. Neste trabalho foram utilizados ratos
wistar machos com inducdo de artrite reativa a partir da injecdo de
carragenina/LPS na articulagdo fémuro-tibial direita. Tramadol pela via
intratecal (10upg/20uL) reduziu a incapacitagdo e o edema articular dos
animais, assim como a imunomarcagdo para a proteina c-fos nas laminas
I e Il do corno dorsal da medula espinhal. Apesar de ndo alterar a
migracdo celular, o tratamento diminuiu discretamente o imunocontetdo
de TNF-a no liquido sinovial desses animais. O inibidor do canal
NKCC;, bumetanida (60ug/10uL), injetada antes do tramadol nédo
interferiu no efeito do mesmo, enquanto que a deple¢do do terminal
central de fibras primarias com a resiniferatoxina (7.6ug/10uL) aboliu
totalmente o efeito antiedematogénico do tramadol. A administracdo
prévia do antagonista p-opioide, CTOP (15ug/10uL), ndo interferiu no
efeito analgésico do tramadol, porém aboliu completamente o efeito
antiedematogénico. A deplecdo de fibras serotonérgicas descendentes
pela neurotoxina 5,7-DHT (20ug/20uL) ndo interferiu de forma
significativa no efeito do tramadol nem na incapacitagdo, nem no
edema. Logo, podemos concluir que o tramadol injetado pela via
intratecal gera analgesia provavelmente por uma jungdo do efeito
opioide e de recaptacdo das monoaminas, enquanto que a diminuic¢éo do
edema articular é gerada pela atividade p-opioide, hiperpolarizando o
terminal central das fibras aferentes primarias e impedindo a deflagracéo
do reflexo da raiz dorsal. A injecdo de tramadol pela via intratecal pode
ser uma possibilidade para o tratamento de doencas articulares devido a
sua eficacia e baixo indice de efeitos colaterais.

Palavras-chave: Injecdo intratecal, tramadol, Reflexo da raiz dorsal.






ABSTRACT

The articular inflammatory chronic diseases are progressive and limiting
disorders where pain and edema eventually leads to articular
incapacitation. There are still some patients that are refractory to the
conventional pharmacologic treatment, and their side effects causes
discomfort and discontinuity of treatment. Drugs injected by intrathecal
route have good analgesic results, and tramadol presents itself as a good
option to be use intrathecaly, due to it few side effects. Rats with
inflamed joint treated with intrathecal tramadol showed not only
analgesia, but reduction of articular edema as well, probably for
inhibiting the dorsal root reflex. Here we used male wistar rats with
reactive arthritis induction by carrageenan/LPS injection on the right
hind knee joint. Tramadol injected intrathecaly (10ug/20uL) was able to
reduce both incapacitation and edema, as well as immunoreaction to c-
fos protein on spinal cord dorsal horn’s laminae | and Il. Despite the
treatment had no effect on cell migration, it discreetly reduced TNF-a
levels on synovial fluid. Inhibition of the NKCC; channel with
bumetanide (60pg/10uL), did not affect tramadol’s response. On the
other hand, depletion of central terminals of primary afferent fibers with
resiniferatoxin (7.6pg/10uL) totally abolished  tramadol’s
antiedematogenic effect. Administration of p-opioid antagonist CTOP
(15ug/10uL) previous to tramadol did not interfere on the analgesic
effect of tramadol, but completely abolished the antiedematogenic
effect. Serotonergic descending fibers depletion with 5,7-DHT
(20ug/20uL) did not had any significant effect on tramadol’s response.
Ergo, we can conclude that intrathecal tramadol’s analgesic effect is
probably due to the opioid action together with the inhibition of
monoamines reuptake, whereas the antiedematogenic effect is due to the
p-opioid activity, hyperpolarizing the central terminal of primary fibers
and inhibiting the dorsal root reflex. Intrathecaly injected tramadol,
therefore, can be an alternative for the treatment of articular diseases due
to its high efficacy and few side effects.

Key words: Intrathecal injection. tramadol. Dorsal root reflex.
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1 INTRODUCAO
1.1 Doengas Articulares

O comprometimento do sistema musculoesquelético, seja em
qualquer estrutura (musculo, osso, cartilagem e/ou estruturas peri-
articulares), é caracteristica comum de um grande nimero de doencas
progressivas e associadas a sensacdo dolorosa. Segundo a Organizagdo
Mundial de Saude, cerca de 150 condicBes patoldgicas se encontram
neste grupo de doencas musculoesqueléticas, dentre elas a osteoartrite,
artrite reumatoide, espondiloartropatias, miastenia gravis e fibromialgia,
atingindo no geral de 3-8% da populacdo mundial. A prevaléncia pode
ser de 0,5%, como no caso das espondiloartropatias e de até 30%, como
na osteoartrite, porém, mesmo nas quais a prevaléncia é relativamente
baixa, o impacto social e econdmico dessas doencas é muito importante
(HELMICK et al., 2008; WOOLF; PFLEGER, 2003).

Nos casos de afec¢des articulares, a dor, a rigidez articular e a
formacdo de edema sdo as principais causas de incapacitacdo fisica, o
gue leva ao afastamento de atividades corriqueiras como o trabalho e a
vida social (LEE; WEINBLATT, 2001). Ao diminuir a atividade e
movimento do membro afetado, a qualidade de vida do paciente é
bastante reduzida, resultando na caracteristica de morbidade comum a
este grupo. Além disso, os gastos diretos (consulta médica, tratamento
farmacoldgico e exames) e indiretos (falta de produtividade e uso de
previdéncia) sdo muito altos, gerando um impacto na economia
(BANSBACK et al., 2009; MICHAUD et al., 2003; WHITE et al.,
2008).

As doencas musculoesqueléticas sdo a causa mais comum de dor
na clinica médica (FELSON, 2005; WOOLF; PFLEGER, 2003), porém
para a grande maioria das afeccBes articulares, por exemplo, a
fisiopatologia ainda ndo é completamente descrita, e a falta de
conhecimento sobre a origem das doencas ainda dificulta o uso de
tratamento mais eficaz. Devido a isso, atualmente o tratamento é
paliativo e se baseia na reducdo ou prevencdo da inflamacdo e danos
causados por ela, como danos nas estruturas articulares, e diminuicéo da
dor e do edema, com o objetivo de limitar ou impedir a incapacidade
fisica (GUIDELLI et al., 2015; MOTA et al., 2011).
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1.1.1 O Desafio no Tratamento das Doencas Articulares

De uma forma geral, o tratamento das doencas articulares é
paliativo e com foco no controle da dor, principal sintoma destas
afeccdes, e da inflamacdo. Mais recentemente, drogas que possuem
capacidade de impedir também o dano estrutural 6sseo-cartilaginoso
gerado pela cronicidade da doenga estdo disponiveis. Diversas diretrizes
ja foram feitas e sdo utilizadas para a escolha do melhor tratamento
possivel, levando em conta o estado do paciente, estdgio da doenca,
evolucdo do quadro, qualidade de vida e efeitos colaterais (SAAG et al.,
2008; SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010; SMOLEN et al., 2010). A
farmacoterapia comumente empregada se baseia em anti-inflamatorios
ndo esteroidais (AINES) e anti-inflamatdrios esterioidais (corticoides),
drogas modificadoras da doenga (DMARDSs) e agentes bioldgicos
(BRUYERE et al., 2016; GUIDELLI et al., 2015).

Os anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES), assim como 0s
corticoides, sempre foram medicamentos de primeira escolha em
quadros de dor articular cronica ou estagios iniciais de artrite
(DONAHUE et al., 2012). S&o bastante eficazes no controle da dor e da
inflamacdo, apesar de ndo proteger contra os danos nas estruturas
articulares em quadros mais avangados de artrite, tendo sua eficécia
limitada. Além disso, os efeitos colaterais que acompanham o uso
crbnico de ambas as classes se tornam, com o tempo, quase tao
prejudiciais quanto a prépria doenga. Dentre os diversos efeitos
colaterais que os corticéides apresentam, podem ser destacados o
aumento na incidéncia de osteosporose nos pacientes artriticos, a
atividade imunossupressora, a retencdo de liquido e a insuficiéncia
supra-renal (DONAHUE et al., 2012; SCOTT; WOLFE; HUIZINGA,
2010).

Os AINEs atuam inibindo as enzimas COX 1 e 2, impedindo a
formacdo de prostandides, especialmente a PGE,, envolvida com o
processamento de dor e a resposta inflamatéria (VANE, 1971; VANE;
BAKHLE; BOTTING, 1998). Danos intestinais como ulceracdo, danos
renais e disfuncdo plaquetarias sdo comuns quando ha uso continuado
de AINEs que inibem a COX 1, pois os prostandides com atividade
protetora também tem a sua concentragéo reduzida durante o tratamento,
sendo indicado que seu uso seja feito em conjunto com drogas que
inibam as bombas de prétons, para protecdo gastrointerstinal, e por um
curto espago de tempo (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010). A COX-
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2 € uma enzima que tem sua producdo e atividade aumentada em um
processo inflamatorio, e sua inibicdo de forma seletiva pelos AINES
conhecidos como coxibes ndo tem os efeitos indesejaveis
gastrointestinais especialmente, porém seu uso prolongado afeta
diretamente a agregacdo plaquetaria e aumenta o risco de infarto do
miocardio nos pacientes (BOERS, 2001; WEIR et al., 2003). Juntando
os efeitos colaterais proeminentes e a baixa eficacia no controle da
progressdo da doenca, a continuidade do tratamento com corticoides ou
AINEs é limitada.

As drogas modificadoras do curso da doenca (DMARDs) sdo
imunomoduladores que, apesar de ndo terem seus mecanismos de acao
totalmente elucidados, sdo capazes de melhorar os sintomas e também
retardar a progressdo da doenca, sendo apresentado como alternativa aos
AINEs e corticoides (MOTA; LAURINDO; SANTOS NETO, 2010).
Essa classe ainda pode ser dividida em agentes sintéticos e bioldgicos.
Os sintéticos mais comuns sdo 0 metotrexato, sulfassalazina,
leflunomide e hidrocloroquina. Todos eles com boa resposta no controle
da progresséo da doenca, sendo o metotrexato o atual medicamento de
escolha para o tratamento das artrites. Os efeitos colaterais dos
DMARD:s sintéticos compreendem disturbios bucais e gastrointestinais,
disfuncdo pulmonar, toxicidade ocular, cirrose hepatica e anormalidade
hematoldgicas, e seu uso em conjunto com AINEs potencializa boa
parte desses efeitos (ALCORN; SAUNDERS; MADHOK, 2009;
SALLIOT; VAN DER HEIDE, 20009).

Sédo exemplos de DMARDs bioldgicos o etanecerpt, abatacept,
infliximabe, adalimumabe e anaquinra, que sdo anticorpos monoclonais
ou inibidores de atividade direta de citocinas importantes no quadro
artritico, como Il-1p e TNF-a (CHOY; PANAYI, 2001; MAINI;
TAYLOR, 2000; SURESH, 2010). Os agentes bioldgicos sdo altamente
eficazes, especialmente em quadros mais avangados de inflamagéo
articular ou em pacientes ndo-responsivos aos DMARDSs sintéticos,
porém com eficdcia moderada em estégios iniciais da doenca (SCOTT;
WOLFE; HUIZINGA, 2010). A maior preocupagdo quanto ao uso dos
agentes biol6gicos € o risco de infeccdo que o paciente é exposto,
devido & diminuicéo da atividade do sistema imune. Infec¢es cruzadas
com Mycobacterium tuberculosis e hepatites B e C, especialmente, séo
fatores de risco no uso crénico destas medicacbes (DIXON et al., 2010;
LEOMBRUNO; EINARSON; KEYSTONE, 2009; SCHOELS et al.,
2010).
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A variabilidade dentre os individuos com artrite pode fazer com
que alguns pacientes ndo respondam adequadamente a terapia
empregada em seu caso, obrigando que seja adotada uma politerapia,
podendo ser utilizado DMARDs com AINEs, DMARDs sintéticos e
bioldgicos, ou até uma tripla terapia com trés DMARDs sintéticos
diferentes (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010). Ainda ha opcdes de
injecBes intra-articulares de corticoides ou acido hialurénico, por
exemplo, ou até cirurgia em alguns casos. A escolha da terapia ideal
acaba sendo individualizada para cada paciente e néo é possivel prever
qual estratégia de combinacéo teria o melhor resultado (DONAHUE et
al., 2012). Todos os efeitos colaterais advindos do uso crbnico das
classes citadas, as politerapias e intervencgdes clinica, e a inconsisténcia
no tratamento, especialmente em casos avangados, sdo desafios
constantes na escolha da melhor forma de tratamento para pacientes
artriticos. A origem do sinal de dor em paciente artriticos pode ser
inflamatéria ou ndo-inflamatéria, mas no geral a transmissdo
nociceptiva ¢ semelhante, e a busca por novas drogas ou vias de
administracdo que diminuam essa transmissao e a atividade inflamatéria
articular é continua.

1.2 Neurobiologia da nocicepgéo

O caminho comum de uma transmissdo nociceptiva se inicia na
periferia com a ativacdo de nociceptores, segue pelas fibras sensitivas de
forma ortodrémica passando pelo ganglio da raiz dorsal e alcancando o
corno dorsal da medula espinhal, onde faz conexdo com neurdnios de
segunda ordem que ascendem o sinal até o sistema nervoso central
supraespinhal, onde o sinal nociceptivo serd processado e reconhecido
como dor (Fig. 1.1). Todo esse caminho pode ser dividido em trés
partes: 0 mecanismo periférico, 0 mecanismo medular e 0 mecanismo
supraespinhal. No mecanismo periférico se destacam as fibras
sensitivas, que podem reconhecer estimulos de diferentes naturezas
(quimico, térmico e mecénico) e intensidades (in6cuo ou nocivo),
devido a suas caracteristicas estruturais (GIORDANO, 2005; JULIUS;
BASBAUM, 2001; MILLAN, 1999).

As fibras AP sdo fibras de grande calibre e densa bainha de
mielina, 0 que permite que a sua velocidade de conducéo do potencial
de acdo seja bastante rapida, e por isso ela responde de uma forma mais
especifica a estimulos mecanicos de baixo limiar e in6cuos, como o tato.
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A fibra A8, assim como a anterior também apresenta um revestimento
de mielina, porém numa densidade menor, e seu calibre é mais baixo, de
forma que a velocidade de conducdo deste tipo de fibra é intermediéria,
e ela passa a responder a estimulos de maior limiar e nociceptivo
(mecénico e térmico). Ja as fibras C ndo tem bainha de mielina e seu
calibre é pequeno, fazendo com que a sua velocidade de conducéo seja
baixa, e assim somente estimulos de alto limiar sdo conduzidos por esta
fibra. Ela responde tanto a estimulos térmicos, quimicos e mecéanicos,
como também a alguns estimulos indcuos em certas condigdes
(CERVERO; LAIRD, 1996).

As fibras sensitivas Ad e C também podem ser chamadas de
nociceptores, pois reconhecem estimulos nocivos e transmitem a
informacéo nociceptiva de forma organizada até o seu terminal central
no corno dorsal da medula espinhal, passando pelo ganglio da raiz
dorsal, onde se encontram o0s corpos celulares desses neurbnios
(D’MELLO; DICKENSON, 2008). Aqui se inicia 0 mecanismo
medular. No corno dorsal, os nociceptores alcangam as laminas I, Il e V,
onde fazem sinapse com neurbnios de segunda ordem (neurénios
ascendentes). As sinapses sdo predominantemente excitatorias, onde o
aferente primario libera vesiculas de Substancia P, CGRP (Peptideo
Relacionado ao Gene da Calcitonina) e glutamato para ativar o neurénio
de segunda ordem (BASBAUM et al., 2009; YOSHIMURA; JESSELL,
1990). Uma variedade de interneurfnios, tanto inibitérios quanto
excitatérios, também esta presente nessas laminas de forma a manter um
controle da transmissdo nociceptiva medular (BASBAUM; WOOLF,
1999; MILLAN, 2002).

A ativacdo dos neurdnios de segunda ordem permite que o sinal
nociceptivo ascenda para 0 SNC supraespinhal a partir de tratos ou vias,
cada um com funcgdes diferentes no processamento da informacgéo de
dor. Por exemplo, as fibras do trato espino-talamico lateral alcangcam
estruturas responsaveis pelo componente sensorio-discriminativo da dor,
isto é, por esta via pode-se reconhecer a localizagdo, o tipo e a duragio
da dor, enquanto que o trato espino-talamico medial alcanga estruturas
limbicas e permite realizar uma discriminacéo afetivo-emocional da dor,
e 0 trato espino-parabraquial termina em estruturas que controlam
atividades homeostaticas e respostas autondémicas (KUNER, 2010;
PRICE, 2002; TRACEY; MANTYH, 2007). E no mecanismo
supraespinhal, logo que alcanga o SNC, que o sinal nociceptivo iniciado
na periferia é processado e reconhecido como dor, e qualquer funcdo



32

anormal ou alterada durante este caminho pode exacerbar uma sensacéo
dolorosa.

Existem ainda fibras que saem de nicleos do SNC e alcangcam a
medula, liberando neurotransmissores no local, podendo gerar uma
resultante inibitéria ou facilitatéria da dor (HEINRICHER et al., 2009;
VANEGAS; SCHAIBLE, 2004). Ambas as vias enviam projecOes
neuronais serotonérgicas e noradrenérgicas, especialmente, e no caso da
via facilitatoria, ha uma exacerbacdo do sinal nociceptivo. Porém o que
faz com que haja prevaléncia da atividade da via descendente
facilitatoria sobre a via inibitoria ainda é motivo de muitas perguntas
(MILLAN, 2002; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004). As vias
descendentes inibitorias da dor, além de neurbnios monoaminérgicos,
contam ainda com algumas proje¢des de neurdnios opioidergicos
(RUDA; BENNETT; DUBNER, 1986), que produzem e liberam
opioides enddgenos, gerando o seu carater inibitério. Essas vias
descendentes podem inibir a continuidade de um input nociceptivo
diretamente nas fibras primarias ou secundarias, assim como inibir
interneurdnios excitatorios ou estimular interneurdnios inibitérios, tudo
dependendo do neurotransmissor e do receptor em questdo (MILLAN,
2002).

A Substancia Cinzenta Periaquedutal (do inglés periaquedutal
grey; PAG) é uma estrutura mesencefalica com importante atividade no
controle da dor (GEBHART; JONES, 1988; JONES; GEBHART,
1988). Ela recebe projecdes de estruturas como hipotalamo, talamo e
amigdala, todos ativados pelas vias ascendentes, indicando um processo
nociceptivo na periferia. A partir da PAG saem fibras descendentes
partindo para a medula, como forma de controle end6geno da dor, e em
seu caminho essas fibras alcancam nucleos como o Locus coeruleos e
nicleos da Rafe (RVM, NMR), centros de origem das projecdes
noradrenérgica e  serotonérgica, respectivamente. As fibras
descendentes, ao alcangarem o corno dorsal da medula espinhal, liberam
Seus neurotransmissores como serotonina, noradrenalina, dopamina e
opioides enddgenos, diminuindo a neurotransmissdo medular e gerando
analgesia (BASBAUM; FIELDS, 1978; FIELDS; BASBAUM, 1978;
MILLAN, 2002).
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Figura 1.1: Imagem ilustrativa da transmissdo nociceptiva. Fibras aferentes
primarias (AP, Ad e C) transmitem impulsos da periferia até o corno da raiz
dorsal, passando pelo ganglio da raiz dorsal (GRD). Os neur6nios nociceptores
especificos (NS), especializados em transmitir informacbes de estimulos
nocivos, sdo encontrados no corno dorsal superficial (Iaminas I-11), enquanto os
neurdnios de ampla faixa dinamica (WDR), capazes de conduzir informagdes de
estimulos nocivos e ndo-nocivos, localizam-se mais profundamente (Iamina V).
Os neur6nios de projecdo da lamina | inervam areas como a area parabraquial
(PB) e Sistema limbico, alcancando posteriormente a PAG. Da PAG e de
nucleos do tronco cerebral como a medula rostral ventromedial (RVM), partem
as vias descendentes (setas amarelas) que modulam o processamento espinhal.
Os neurbnios da lamina V seguem em dire¢do ao trato espinotalamico e
posteriormente a diversas regides corticais que formam o “centro da dor”.
Adaptado de D'mello e Dickenson, (2008).
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1.2.1 O Componente Inflamatério

A inflamagdo tem um papel muito importante na transmisséo
nociceptiva. No caso de uma inflamacdo articular, por exemplo,
inicialmente ha ativacdo de células do sistema imune inato, como
macréfagos (MCINNES; SCHETT, 2011) produzindo citocinas,
prostanoides e metaloproteinases, seguida de ativacdo e polarizagdo de
células T residentes no liquido sinovial (SMOLEN; STEINER, 2003),
gue potencializa a producéo de citocinas e estimula a atividade de outras
células inflamatérias (FIRESTEIN, 2003).

O TNFa, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-17 sdo todas citocinas
conhecidas por participarem da inducdo e da manutencdo de um
processo artritico (AREND; DAYER, 1995; MIOSSEC; KORN;
KUCHROO, 2009) e podem ativar diretamente 0s nociceptores, ou
estimular a producdo e liberacdo de outros mediadores inflamatérios,
como a PGE, (KRUSTEV; RIOUX; MCDOUGALL, 2015; LOTZ;
CARSON; VAUGHAN, 1987; STEINMAN, 2004). Nas articulacdes,
além das fibras sensitivas, ainda existe a influéncia de fibras simpaticas,
formando o Sistema Nervoso Periférico local, que se comunica entre si e
também com o sistema imune (HILDEBRAND et al., 1991; NANCE;
SANDERS, 2007; ORDOVAS-MONTANES et al., 2015; SATO;
SCHAIBLE, 1987; SCHAIBLE; STRAUB, 2014).

A liberacdo de citocinas pelo sistema imune e a ativacdo dos
respectivos receptores nas fibras sensitivas inicia uma resposta de defesa
e a fibra sensitiva peptidérgica libera alguns peptideos com fungéo
vasoativa, como a Substancia P e o CGRP, na camada intima da
membrana  sinovial provocando vasodilatacdo, extravasamento
plasmatico e recrutamento de células imunes, intensificando o processo
inflamatdrio j& iniciado (DE FELIPE et al., 1998; HOOD et al., 2000;
IWASAKI; INOUE; HUKUDA, 1995; SMITH et al., 1993). A SP tem
acdo mais duradoura do que o CGRP, promovendo um extravasamento
plasméatico mais pronunciado, além de ser o componente com funcdo
quimiotatica, interagindo diretamente com células imunes a partir de seu
receptor NK;, estimulando liberacdo de histamina, TNF-o e IL-6 de
macrofagos e mondcitos (BIRKLEIN; SCHMELZ, 2008), aumentando a
sensibilizacdo dos nociceptores e fortalecendo a sinalizagdo de dor em
um processo inflamatorio.
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Por ser iniciada a partir de atividade neuronal e dependente da
integridade das fibras neuronais primarias, essa inflamacéo € conhecida
como inflamagdo neurogénica, e tem a capacidade de perpetuar um
quadro inflamatério (LIN; ZOU; WILLIS, 2000; SLUKA et al., 1995;
WILLIS, 1999). Além disso, ainda ha a atividade simpatica, que pode
ser tanto anti-inflamatéria quanto pro-inflamatéria dependendo das
circunstancias (PONGRATZ; STRAUB, 2013, 2014; STRAUB et al.,
2010). Todas essas substancias e a caracteristica pro-inflamatéria final
gerada por elas causa uma hiperalgesia inflamatéria devido a
sensibilizagdo periférica.

A neuroplasticidade gerada neste processo faz com que o
nociceptor passe a responder a partir de entdo a estimulos mais fracos ou
anteriormente indcuos, processo conhecido como alodinia, ou responde
de forma exacerbada a um estimulo dnoso, o que caracteriza a
hiperalgesia (CERVERO; LAIRD; GARCIA-NICAS, 2003). A
hiperalgesia inflamatéria gerada por esse excesso de mediadores tem
uma caracteristica aguda em certos quadros, e é passivel de tratamento.
Porém, quando ha persisténcia no quadro da patologia com inflamacéo
neurogénica potencializada e hiperalgesia inflamatéria cronificada, o
excesso de sinal nociceptivo que alcanga a medula causa uma
neuroplasticidade no corno dorsal, isto é, uma sensibilizagdo central,
amplificando a resposta nociceptiva e induzindo altera¢fes neuronais em
longo prazo pela atividade das citocinas e SP agora no corno dorsal (DE
FELIPE et al., 1998; SOMMER; SCHMIDT; GEORGE, 1998). Com a
atividade neuronal periférica aumentada gerando a inflamacéo
neurogénica e a neurotransmissdo no corno dorsal alterada, o papel da
medula e das fibras primarias ndo s6 na dor, mas também na inflamacéo,
fica evidenciado (XANTHOS; SANDKUHLER, 2014).

1.3 O Reflexo da Raiz Dorsal

Como ja descrito anteriormente, a ativacdo dos nociceptores na
periferia gera um potencial de a¢do que leva o sinal até o corno dorsal da
medula espinhal e, através de sinapses excitatorias com neurénios de
segunda ordem, o sinal ascende até o SNC supraespinhal (BASBAUM
et al., 2009; JULIUS; BASBAUM, 2001). Porém, em algumas
situacBes, como uma inflamacdo persistente, h4& uma modulagdo da
neurotransmissdo no corso dorsal e a fibra aferente primaria passa a
responder também de forma antidromica, isto é, do corno dorsal para a
periferia (BARRON; MATTHEWS, 1938a; ECCLES; SCHMIDT;
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WILLIS, 1962; KELLY; DUNHAM; DONALDSON, 2007; WILLIS,
1999). Esse processo é conhecido como o Reflexo da Raiz Dorsal
(RRD) (BARRON; MATTHEWS, 1938b).

A deflagracdo do RRD é complexa e dependente de uma
despolarizacdo do terminal central da fibra aferente primaria conhecida
como PAD (do inglés Primary Afferent Depolarization), que, apesar de
ser uma despolarizagdo, tem carater inibitorio. Isso é possivel devido a
alta concentracdo de ions cloreto dentro dos neurdnios do corno dorsal,
gerada e mantida por co-transportadores do tipo NKCC; que carreiam
um ion sodio, um ion potassio e dois ions cloretos para dentro da célula
(ALVAREZ et al., 2001; BLAESSE et al., 2009). A chegada de um
potencial de acdo da periferia no corno dorsal libera glutamato e SP,
principalmente, fazendo com que os neurdnios de segunda ordem se
ativem, mas também ativando interneurbnios inibitorios gabaérgicos
presentes no corno dorsal. A ativacdo desses interneurénios libera
GABA e este se liga ao seu receptor GABAA presente no terminal
central da fibra aferente. Devido ao gradiente de cloreto estar mais alto
na célula do que fora dela, a ligacdo do GABA ao seu receptor provoca
um efluxo de cloreto, e desta forma gera uma despolarizacdo fraca
(PAD), limitada somente a esta membrana. Quando acontece essa
despolarizacdo, os canais de célcio e sédio ficam em seu estado
inativado, e assim os proximos potenciais de acdo que vem da periferia
tem uma amplitude menor, sendo incapazes de liberar as vesiculas com
0s neurotransmissores excitatorios (CERVERO; LAIRD; GARCIA-
NICAS, 2003; KUDO et al., 1975; WILLIS, 1999).

Essa condicdo caracteriza uma inibicdo pré-sinaptica, e serve
como um filtro de sinais fracos que vem da periferia, permitindo
somente a passagem de sinais mais intensos. Em estados patoldgicos
como quadros de inflamacdo articular (LEVINE; MOSKOWITZ;
BASBAUM, 1985; LIN; ZOU; WILLIS, 2000; REES et al., 1995;
SLUKA; LAWAND; WESTLUND, 1994), ocorre a sensibilizacdo
periférica descrita anteriormente, provocando uma intensificacdo da
transmiss@o nociceptiva e levando a sensibiliza¢do central, caracterizada
por, dentre outros fatores, aumento da excitabilidade no corno dorsal e 0
aumento da expressdo do NKCC; (GALAN; CERVERO, 2005;
MORALES-AZA et al., 2004; WEI et al, 2010). Com isso, a
intensidade da PAD aumenta, e ela passa de um carater inibitorio para
um carater excitatorio, alcancando todo o comprimento da fibra, que
passa a ter atividade antidromica (Fig. 1.2) (WILLIS, 1999). A
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deflagracdo do RRD estimula a liberagcdo das substancias vasoativas
pelas fibras sensitivas, aumentando a quantidade de SP, CGRP e PGE,
na cavidade sinovial, gerando todos 0s eventos descritos previamente e
perpetuando a inflamagdo local (AVERBECK; REEH; MICHAELIS,
2001; CAROLAN; CASALE, 1993; CHOPRA et al., 2000; HOOD et
al., 2000; SMITH et al., 1993).

Estudos mostraram que o bloqueio farmacoldgico do NKCC,,
gue € expresso quase que exclusivamente no SNC (BALLANYI;
GRAFE, 1985; HARA et al., 1992; MISGELD et al., 1986), reduz a
inflamacdo periférica e também a nocicepcdo em modelos animais,
possivelmente por inibir a deflagracdo do RRD (BRESSAN; PERES;
TONUSSI,  2012; FOLETTO, 2015, GRANADOS-SOTO;
ARGUELLES, 2005). Além disso, a denervacio de fibras sensitivas
peptidérgicas provoca a diminui¢do da concentragdo de SP, diminuicdo
do edema e também da hiperalgesia em modelo experimental de artrite
(CRUWYS, 1995). Assim, fica claro a complexidade e a importancia da
medula, assim como das fibras peptidérgicas, na neurotransmissao
nociceptiva e na inflamagdo neurogénica, nos permitindo inferir que a
modulacdo dessa neurotransmissdo pode interferir ndo somente na
resposta de dor, mas também em um processo inflamatério periférico.

Diversos trabalhos ja mostraram que a injecdo de drogas
diretamente no canal medular através de injecdo intratecal é capaz de
reduzir pardmetros de avaliacdo de dor e inflamacdo periférica em
animais com inducdo de artrite (BRESSAN; PERES; TONUSSI, 2012;
BROCK; TONUSSI, 2008; DAHER; DE MELO; TONUSSI, 2005;
DAHER; TONUSSI, 2003; FOLETTO; MARTINS; TONUSSI, 2013;
NOROES, 2015; STEIN et al., 2016). Desta forma, a administracio de
drogas pela via intratecal surge como uma alternativa no tratamento das
doencas articulares, diminuindo os efeitos indesejaveis dos tratamentos
sisttmicos e mantendo boas respostas no controle da dor e da
inflamacéo.
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Figura 1.2: Representacdo esquematica do mecanismo da PAD, da Inibigédo
Pré-Sinaptica e do Reflexo da Raiz Dorsal. (A) Os potenciais de agdo sdo
transmitidos ao longo da fibra aferente. (B) A partir de uma despolarizacéo de
interneurdnios GABAGérgicos de sinapse axo-axbnica com aferentes primarios
ocorre a liberacdo de GABA, que ao se ligar aos receptores GABA, permite a
abertura do canal idnico acoplado ao seu receptor e ocorre o efluxo de Cl™ da



39

célula devido ao acumulo de CI" no meio interno, causado pelo cotransportador
NKCC1, e assim uma despolarizagdo de baixa intensidade ocorre (PAD). Por
conseguinte, um impulso aferente ortodrémico ao ascender ira encontrar o
terminal em despolarizacdo abaixo do limiar, inviabilizando a transmisséo
nociceptiva para a fibra pds-sinaptica, ou seja, ocorre uma inibi¢do pré-
sindptica. (C) Em condicfes especificas, a PAD ¢ intensificada a ponto de
propagar potenciais de a¢do de forma bidirecional (FOLETTO, 2015).

1.4 Aplicacdo de drogas pela via intratecal

Os tratamentos farmacoldgicos feitos pela via oral sio
amplamente utilizados devido a facilidade na administragéo, permitindo
gue o préprio paciente faca uso do medicamento sem nenhum auxilio
profissional necessario. Porém, assim como outras formas farmacéuticas
gue levam a efeitos sistémicos, a dose necessaria para tratamento é
normalmente alta e acompanha diversos efeitos indesejaveis. No caso
de quadros artriticos, os efeitos adversos do uso cronico de todas as
classes descritas anteriormente levam a um aumento no prejuizo da
qualidade de vida j& ocasionada pela doenca, desisténcia e abandono do
tratamento e, em alguns casos, até o dbito (FERREIRA; ROMANEK;
POSSO, 2014; MCKEENA et al., 2001; RAFFEINER et al., 2009).
Neste contexto, a administragdo de drogas analgésicas pela via
intratecal, alcancando diretamente o canal medular, se apresenta como
uma boa alternativa.

A administracdo de drogas no canal raquidiano foi feita pela
primeira vez em cées por Corning, em 1885, levando a fraqueza dos
membros e diminui¢do na sensibilidade, levantando o interesse sobre a
via e sua utilidade no processo analgésico (WALLACE; YAKSH,
2000). A primeira administracdo em humanos como tratamento da dor
foi feita por De Pasquies e Leri, em 1910, utilizando cocaina, mesma
droga utilizada anteriormente por Corning (NELSON; LANDAU,
2001). Com o decorrer do tempo outras drogas foram utilizadas pela via
intratecal, como anestésicos locais e corticosteroides (LARA JUNIOR,
2006; NELSON; LANDAU, 2001; WALLACE; YAKSH, 2000), e
atualmente a classe mais utilizada como analgésico pela via intratecal
sdo os opioides (SMYTH et al., 2015). Sendo menor a quantidade de
droga necessaria para a analgesia, devido a administracao direta no sitio
de acdo desejavel, ha uma reducdo dos efeitos adversos pela baixa
distribuicdo a circulacdo sistémica. Além disso, ocorre uma maior
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eficacia de tratamento, pois a droga alcanca 0s receptores e canais
ibnicos do corno dorsal diretamente, e, por fim, hd uma maior duragdo
do efeito, importantes beneficios para pacientes com dor crénica
(CHANEY, 1995; DOUGHERTY; STAAT, 1999; HAYEK et al., 2011,
POPE et al., 2016; VALLE; TEXEIRA; CAVALTANTE, 2001).

Os sistemas de liberacdo intratecal de farmacos (IDDS, do inglés
intrathecal drug delivery systems) permite que seja feita uma
farmacoterapia eficaz para pacientes com dor crbnica que nao
respondem ou sdo refratdrios aos tratamentos farmacoldgicos
convencionais. A implementacdo das bombas de infusdo que liberam o
farmaco de forma continua no canal medular é atualmente o maior
desafio do uso clinico desta técnica, pois pode apresentar mau
funcionamento do implante, ou infeccdo no local, se fazendo necessario
uma triagem na selecdo dos pacientes, avaliando o custo beneficio deste
tratamento para o paciente (BOLASH; MEKHAIL, 2014; DEER et al.,
2017; HAYEK; HANES, 2014; VER DONCK et al., 2014). Desde a
década de 80 os cateteres e implantes adaptados para administracdo
cronica de drogas pela via intratecal vem sendo aprimorados, e diversos
estudos utilizando injecéo intratecal de opioides em pacientes com dor
cronica ja apresentaram alta eficacia no controle da dor.

A administracdo intratecal de morfina, fentanil, meperidina e
buprenorfina no tratamento de pacientes com dor cronica ja foram
avaliadas por periodos de avaliacdo de 5, 14, 21 e até 41 meses, e foi
possivel observar a reducdo da dor das mais diversas origens nestes
pacientes, apresentando baixa incidéncia de efeitos colaterais e pouca ou
nenhuma reacdo adversa ao implante (ANGEL; GOULD; CAREY,
1998; BRAZENOR, 1987; FOLLETT et al., 1992; HASSENBUSCH et
al., 1995; KRAMES; LANNING, 1993; PENN; PAICE, 1987),
demonstrando ser essa uma via segura para tratamentos crénicos. Em
alguns casos inclusive houve melhora nas respostas de questionarios
relativos a qualidade de vida dos pacientes (PIMENTA et al., 1998;
WINKELMULLER; WINKELMULLER, 1996).

Apesar disso, 0 uso de tratamentos com opioides para pacientes
com inflamacéo articular cronica atualmente é limitado & via oral e
somente em casos avangados, devido seus importantes efeitos no SNC
(CURTIS et al.,, 2017; WHITTLE; RICHARDS; BUCHBINDER,
2013). Dentre os opioides com uso permitido pela via intratecal se
destaca o tramadol, que tem bons efeitos clinicos por esta via
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(ALHASHEMI; KAKI, 2003; DEMIRARAN; KOCAMAN; AKMAN,
2005; SUBEDI et al., 2013), além de apresentar baixos efeitos adversos
qguando comparado a morfina, mesmo pela via oral, sendo inclusive
recomendado como tratamento para casos de Osteoartrite grave
(PELLETIER et al., 2016). Logo, a associa¢do entre um opioide fraco
com baixos niveis de efeitos colaterais, e uma via de administracdo
direta e mais segura, pode se tornar atrativa para pacientes com
inflamac&o articular crénica.

1.5 Tramadol

O tramadol é um analgésico opioide fraco amplamente utilizado
em quadros de dor moderada a leve, de carater agudo ou crénico, como
poOs-operatorios, dor neuropatica e cancer, com eficacia significativa
(KIMURA,; OBATA; SAITO, 2012; SCHUG, 2007; WHO, 2015). Nas
afeccbes musculoesqueléticas, seu efeito analgésico ja foi descrito para
quadros de osteoartrite, espondilite anquilosante e artrite reumatoide
(BRUYERE et al., 2016; CHANG et al., 2013; SCHUG, 2007; SUBEDI
et al., 2013). Apesar de ser classificado como opioide, seu mecanismo
de acdo ndo é restrito a esse sistema, tendo uma caracteristica de
analgésico multimodal, justificando a auséncia de efeitos colaterais tipo-
opioide no SNC (BARTH et al.,, 1987; DHASMANA et al., 1989;
HENNIES; FRIEDERICHS; SCHNEIDER, 1988; KAYSER; BESSON;
GUILBAUD, 1992; RAFFA, 1996).

Pela via oral, sua absorcdo é rapida e quase completa (= 90%),
com biodisponibilidade média de 70%. O tramadol € uma mistura
racémica dos enantibmeros (+) tramadol, e ao alcancar o figado sofre
metabolismo de Fase | do tipo N ou O-desmetilacdo, gerando
metabdlitos de M1 a M5, também de forma racémica, isto é, de (£)-M1
a (£)-M5 (LINTZ et al., 1981, 1986). Os metabdlitos M1 e M5 podem
ainda sofrer reag@es de Fase Il (glucuronidacdo e sulfacéo), e ambos séo
metabdlitos ativos, onde o M1, aqui chamado de O-DES, tem atividade
comparavel ou até maior que a do tramadol em alguns casos (GILLEN
et al., 2000; HENNIES; FRIEDERICHS; SCHNEIDER, 1988; KOGA
et al., 2005; LINTZ et al., 1981; MINAMI et al., 2015). A meia vida do
tramadol racémico é de aproximadamente 6 h, enquanto que seu
metabdlito O-DES tem meia vida de 8 h. Sua estrutura quimica esta
representada na figura 1.3.
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Figura 1.3: Estrutura quimica do tramadol e seu metabdlito O-DES. (A)
Férmula estrutural do tramadol com nome quimico: (f)-trans-2-
[(dimetilamino)metil]-1-(3-metoxifenil) ciclohexanol hidrocloreto. (B) Formula
estrutural do metabdlito O-DES com nome quimico: (z)-mono-O-desmetil-
tramadol. Imagens retiradas de:
https://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/archives/image.cfm?archiveid=62806 &t
ype=img&name=tramadol-structurel.jpg e
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/structure3/125/mfcd01311883.eps/_jcr_content/renditions/mfcd0131188

3-medium.png

O tramadol se liga a receptores p-opioides ativando-os e gerando
uma hiperpolarizacao na célula, porém a sua afinidade a esses receptores
é cerca de 6000 vezes menor que a morfina, e seu metabolito O-DES
tem afinidade ainda maior que o proprio tramadol (FRINK et al., 1996;
GILLEN et al., 2000; HENNIES; FRIEDERICHS; SCHNEIDER, 1988;
RAFFA et al., 1993). Além disso, quando utilizado um ligante mais
especifico para os receptores p-opioides, a seletividade do tramadol pelo
sitio de ligacdo nestes receptores diminui (RAFFA et al., 1992). A baixa
afinidade pelo receptor p-opioide e o fato de seu efeito analgésico ser
inibido somente de forma parcial pela naloxona (DESMEULES et al.,
1996; KAYSER; BESSON; GUILBAUD, 1991; RAFFA et al., 1993)
indicam que a atividade analgésica do tramadol ndo é somente via
sistema opioide.

A caracteristica de analgésico multimodal vem da sua capacidade
de interferir nos mais diversos sistemas fisioldgicos. Em revisdo feita no
ano de 2015, foi listada uma variedade de trabalhos cientificos
envolvendo o tramadol e seu metabdlito O-DES, e sua atividade em
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receptores acoplados a proteina G (GPCR’s) e canais idnicos (MINAMI;
OGATA; UEZONO, 2015). Por exemplo, ao inibir receptor de
adenosina do tipo 1, tanto periférico quanto medular, ha uma reduc¢éo do
efeito analgésico do tramadol em camundongos (SAWYNOK; REID;
LIU, 2013). Em odcitos tratados com o metabolito O-DES, ha inibicéo
da corrente gerada por receptores para SP (MINAMI et al., 2011).

Além disso, foi observada a inibicdo dos canais receptores de
NMDA (HARA; MINAMI; SATA, 2005), apesar de ndo ter sido
observada nenhuma influéncia na atividade dos receptores para
endotelina do tipo A (ANDURKAR; GENDLER; GULATI, 2012), dos
canais de sédio e célcio dependentes de voltagem (SHIRAISHI et al.,
2002), nem dos canais do tipo GABAA e glicina (HARA; MINAMI;
SATA, 2005), justificando a baixa atividade hipnética deste
medicamento (LEE; MCTAVISH; SORKIN, 1993). Mais recentemente
foi demonstrada a atividade do tramadol e do seu metabdlito O-DES em
canais medulares do tipo TRPAL, porém nenhuma atividade em TRPV1
(MIYANO et al., 2015), o que vai contra aos achados de Marincsak e
colaboradores, que descreveram atividade agonistica do tramadol nos
canais TRPV1 (MARINCSAK et al., 2008), tornando inconclusiva a
atividade do tramadol nestes canais.

Ao se avaliar a atividade do tramadol no sistema de transmisséo
da acetilcolina (receptores muscarinicos e nicotinicos), foi observado
gue apesar de ndo haver afinidade nem do tramadol e nem de seu
metabdito O-DES pelos receptores muscarinicos do tipo 1 (M;) (FRINK
et al., 1996), o tramadol foi capaz de reduzir correntes geradas pela ACh
em odcitos, assim como o0 acUmulo de GMP: em células de adrenal
bovina (SHIRAISHI et al., 2001). Efeitos semelhantes foram observados
por Shiga e colaboradores em 2002, desta vez avaliando a atividade do
receptor M3 (SHIGA et al., 2002). O metabdito O-DES, por sua vez, s6
teve essa influéncia inibitéria nos receptores Mj;, € ndo no M
(NAKAMURA et al., 2005). Quanto aos receptores nicotinicos foi
observada a inibicdo dos canais do tipo a7-nicotinicos em od6citos
(SHIRAISHI et al., 2002).

Quanto ao sistema noradrenérgico ja foi observada que a ativacao
de receptores ap-adrenérgicos é capaz de potencializar o efeito
analgésico do tramadol (ANDURKAR; GENDLER; GULATI, 2012;
OZDOGAN; LAHDESMAKI; SCHEININ, 2006), e que a inibigio
deste mesmo receptor reduz a capacidade analgésica do tramadol
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(DESMEULES et al., 1996; DHASMANA et al., 1989; KAYSER,;
BESSON; GUILBAUD, 1992), apesar de nao ter uma ligacdo direta do
tramadol com o receptor a,-adrenérgico (LI et al., 2012). A mesma falta
de afinidade direta pelo receptor se observa no sistema de transmisséo
serotonérgico (FRINK et al., 1996), pelo menos para os subtipos de
receptores serotonérgicos 5-HTis. Porém, a inibicdo de receptores
serotonérgicos do tipo 5-HT, diminui a capacidade analgésica do
tramadol em modelo de formalina em camundongos (OLIVA et al.,
2002), assim como a corrente gerada por este mesmo receptor em
odcitos (HORISHITA et al., 2006; OGATA et al., 2004a). Metisergida e
ketanserina, ambos antagonistas serotonérgicos, também foram capazes
de inibir a atividade analgésica do tramadol em modelos animais
(DHASMANA et al., 1989; YANARATES et al., 2010).

Hennies e colaboradores, em 1982, observaram que a inibi¢do da
enzima de degradacdo das monoaminas (MAO) provocava um aumento
da sua poténcia em até 2x. Ainda foi observada neste trabalho a
capacidade do tramadol em inibir a recaptacdo de monoaminas em
niveis comparaveis com os inibidores de recaptacdo ja conhecidos
(HENNIES et al., 1982), apresentando um mecanismo de acdo diferente
para o tramadol. A partir deste momento, muitos trabalhos relacionando
o efeito do tramadol com a atividade das monoaminas, e implicando a
sua capacidade de inibir a recaptacdo das mesmas, surgiram na
literatura.

A inibicdo da recaptacdo de noradrenalina foi comprovada in-
vitro e em fatias de cértex e no Locus coeruleos, nicleo de origem dos
neurbnios  noradrenérgicos (DRIESSEN; REIMANN, 1989g;
DRIESSEN; REIMANN; GIERTZ, 1993; FRANCESCHINI;
LIPARTITI; GIUSTI, 1999; HALFPENNY et al., 1999), assim como a
inibicdo da recaptacdo de serotonina também em tecido de cértex e do
Nucleo Dorsal da Rafe, ponto de origem dos neurdnios serotonérgicos
(BAMIGBADE et al., 1997; DRIESSEN; REIMANN, 1992). Para o
transportador de serotonina (SERT) e o transportador de noradrenalina
(NET) foi comprovada a afinidade tanto do tramadol quanto de seu
metabdlito M1 (FRINK et al., 1996). Desta forma, o tramadol aumenta a
concentracdo das monoaminas na fenda sinaptica e estas podem se ligar
aos seus receptores potencializando o efeito analgésico opioide
(MATTIA et al., 1993; MINAMI; OGATA; UEZONO, 2015; RAFFA
etal., 1992).
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A capacidade de se ligar em mais de um receptor e afetar mais de
um sistema indica uma variedade de produtos ativos. Como ja descrito
anteriormente, o tramadol é uma mistura racémica, que na sua
biotransformacédo produz metabdlitos também racémicos (LINTZ et al.,
1981). Isto é, o (+)-tramadol gera os metabolitos (+)-O-DES a (+)-M5,
enquanto que o (-)-tramadol gera os metabdlitos (-)-O-DES a (-)-M5, e
cada produto exibe uma afinidade diferente por um tipo de receptor ou
sistema. Por exemplo, o enantibmero (+)-tramadol parece ter um efeito
maior nos SERTS, enquanto que o (-)-tramadol tem maior afinidade
pelos NETSs, sendo a mistura racémica do tramadol mais seletiva para
esses sistemas do que a mistura racémica do seu metabdlito O-DES
(DRIESSEN; REIMANN, 1992; FRINK et al., 1996; RAFFA et al.,
1993). Em contrapartida, 0 metabélito O-DES tem mais afinidade pelos
receptores p-opioides que o tramadol, sendo o (+)-O-DES o mais
potente de todos (FRINK et al., 1996; GILLEN et al., 2000; HENNIES;
FRIEDERICHS; SCHNEIDER, 1988; RAFFA et al., 1993).

Apesar de atuar em tantos sistemas e ter mais de um componente
com atividade biolégica, o tramadol é uma droga relativamente segura.
Em um relatdrio feito pelo Expert Committee on Drug Dependence
(ECDD), 6rgdo vinculado & Organizacdo Mundial da Salde, em 2015,
ficou claro que revisdes periddicas quanto ao uso do tramadol sdo feitas
devido ao aumento das prescri¢fes para uso tanto dentro quanto fora de
estabelecimentos de salde, mas que este € sempre considerado como
seguro. Os baixos indices de abuso, dependéncia e crises de retirada
foram suficientes para fazer com que a vigilancia quanto ao seu uso ndo
fosse rigida (WHO, 2015). Diferente de outros opioides utilizados na
clinica, a dependéncia ndo é comum em pacientes que fazem uso do
tramadol. Os poucos casos de dependéncia descritos foram classificados
como “dependéncia marginal” e observados em pacientes que utilizaram
tramadol pela via oral (0 mesmo ndo acontece pela via parenteral) por
um periodo de 2-24 meses (BARTH et al., 1987). Além disso, outros
casos foram registrados ao se usar doses supra-terapéuticas ou em
pacientes que ja tinham histérico de adicgio (CAMI; LAMAS; FARRE,
1994; CICERO et al., 1999; PRESTON; JASINSKI; TESTA, 1991).
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Figura 1.4: Resumo dos possiveis mecanismos de a¢do do tramadol e seu
metabolito. Setas indicam ativacédo e barras indicam inibigdo do tramadol sobre
os receptores acoplados a proteina G, transportadores de aminas e canais
i6nicos.SERT: transportador de 5HT, NET: transportador de norepinefrina,
nAChR(a7): receptor nicotinico da acetilcolina a7, MI1/M3: receptores
muscarinicos tipo 1 e 3, SHT2CR: receptor SHT2C, pOPR: receptor p opioide.
(CALLADO, 2017).

Outra caracteristica comum dos opioides é a tolerancia, o que
também parece ndo acontecer com o tramadol (MALONNE et al., 2005;
MATTIA et al., 1993). Em testes pré-clinicos utilizando modelo de
hiperalgesia induzida por CFA (Complete Freund Adjuvant), foi
observado que a administracdo repetida de tramadol ndo causou
toleréncia nos animais tratados, diferente de outros opioides testados, e
que o efeito analgésico do tramadol se mantém mesmo em ratos ja
tolerantes a morfina (KAYSER; BESSON; GUILBAUD, 1991). Em
contrapartida, foi observado que a efetividade de uma dose fixa de
tramadol diminuia com o tempo. Duas semanas apds a constricdo do
nervo ciatico os animais foram tratados com tramadol, tendo um indice
analgésico de 93%, e em quatro semanas ap0s a constricdo do nervo, a
mesma dose sO reduziu a dor em 39%. Essa condi¢do ndo pode ser
considerada uma tolerancia a droga, pois o tratamento ndo foi continuo
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durante as quatro semanas. Desta forma, acredita-se que ocorre uma
mudanca no mecanismo de acdo do tramadol durante a progressdo da
neuropatia, ja que a naloxona inibiu o efeito do tramadol nos dois pontos
de tratamento, porém a ioimbina (antagonista a,-adrenérgico) s6 inibe
nas etapas posteriores (HAMA; SAGEN, 2007; MORENO-ROCHA et
al., 2016).

Os efeitos colaterais mais comuns relatados apés o0 uso do
tramadol sdo nausea, vomitos, tontura, cansaco, sudorese e boca seca,
sendo o mais comum deles, a nausea, que ocorre em somente em 6%
dos pacientes (COSSMANN et al.,, 1997; GROND; SABLOTZKI,
2004), e esta € mais comum durante os testes clinicos do que no uso
diario (COSSMANN et. al., 1997). Outros efeitos colaterais comuns aos
opioides como os que ocorrem em sistema cardiovascular, a constipacdo
e a depressdo respiratoria ndo sdo observados, ou aparecem de forma
discreta, em pacientes que fazem uso do tramadol (CEPEDA et al.,
2006; GROND; SABLOTZKI, 2004; SCOTT; PERRY, 2000; WHO,
2015). O tramadol apresenta um melhor custo-beneficio para pacientes
com osteoartrite quando comparado com inibidores de COX-2 e AINEs
com inibidor de bomba de proétons, porém é mais prescrito e indicado
somente se houver comorbidades (CURTIS et al., 2017; KATZ et al.,
2016; SCHUG, 2007; SMITH et al.,, 2016, 2017) por nao haver
informac®es suficientes sobre seu uso cronico em quadros de inflamagéo
articular.

Em animais, ja foi observada a sinergia entre o tramadol e
diversas outras substancias utilizadas no tratamento de dor neuropatica,
como gabapentina, venlafaxina e minociclina (CORONA-RAMOS et
al., 2016; GUNELI et al., 2007; MEI et al., 2013; UYAR et al., 2003;
ZHANG et al., 2013), assim como sua atividade analgésica em modelos
de fibromialgia (KANEKO et al., 2014). Quanto as afec¢des articulares,
ja foi observada a resposta analgésica do tramadol em modelos de
inflamacéo articular induzida por acido drico (MORENO-ROCHA et
al., 2016), em gatos com osteoartrite natural por idade (MONTEIRO et
al., 2017). Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa apresentou
resultados de analgesia com a administracdo oral e intratecal de
tramadol em modelos de osteoartrite e artrite reativa em ratos,
observando que, apenas quando injetado pela via intratecal, o tramadol
era capaz de inibir também o edema articular em ambos os modelos,
utilizando uma dose muito menor que a dose recomendada na clinica
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(CALLADO, 2017). Esse efeito antiedematogénico do tramadol nédo é
comum na clinica e por isso pouco descrito ou estudado.

Desta forma, o tramadol injetado pela via intratecal torna-se uma
ferramenta farmacoldgica para o tratamento de doencas inflamatdrias
articulares crénicas, pois é capaz de unir uma resposta analgésica com
poucos efeitos colaterais e uma via de administracdo que possibilita ndo
somente a injecdo da droga diretamente no centro do controle da dor,
mas também a reducdo do edema articular periférico. O efeito
antiedematogénico do tramadol esta ainda por ser elucidado, mas tendo
em vista a atividade do corno dorsal da medula espinhal e a influéncia
do RRD na inflamacdo periférica, originou-se a hipoOtese de que o
tramadol diminui a neurotransmissdo no corno dorsal da medula
espinhal, inibindo o processamento nociceptivo e a deflagracdo do RRD,
assim diminuindo dor e edema periféricos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar 0 mecanismo antiedematogénico do tramadol injetado
pela via intratecal.

2.2 Objetivos especificos

e Evidenciar a capacidade inibitéria neuronal de uma baixa
dose de tramadol injetada pela via intratecal;

e Investigar a participacdo do co-transportador NKCC; e
das fibras aferentes primarias nos efeitos analgésicos e
antiedematogénicos do tramadol injetado pela via
intratecal;

e Observar o envolvimento dos receptores p-opioides e
dos receptadores de monoaminas nos efeitos analgésicos
e antiedematogénicos do tramadol injetado pela via
intratecal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da espécie Rattus norvegicus,
linhagem Wistar, com peso entre 300 - 370 gramas fornecidos pelo
Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Santa Catarina (CCB, UFSC). Os animais foram agrupados em caixas
contendo 5 animais e mantidos sob temperatura controlada (20 £ 2°C),
ciclo claro/escuro (12 horas de claro e 12 horas de escuro) e livre acesso
a 4gua e a ragdo. Os experimentos foram realizados entre 8:00 e 18:00
horas, ap6s ambientacdo prévia dos animais por pelo menos 1 hora na
sala onde o experimento foi realizado. Os experimentos foram
conduzidos seguindo os preceitos éticos definidos pela Associa¢do
Internacional para Estudo da Dor (IASP, 1983) e aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC (PP 3007-16).

3.2 Modelo de dor inflamatdria induzida por Carragenina/LPS -
Artrite Reativa

O modelo de artrite reativa experimental (ReA) tem como
objetivo induzir uma reacdo inflamatdria na articulacdo semelhante ao
gue ocorre na ReA em humanos (BRESSAN; CUNHA; TONUSSI,
2006; BRESSAN; MITKOVSKI; TONUSSI, 2010). A ReA manifesta-
se como sequela de uma infeccdo originada no trato gastrointestinal ou
urogenital da qual, embora definida como uma inflamacdo articular
estéril, pode-se encontrar componentes bacterianos remanescentes,
como o LPS, nos tecidos articulares de pacientes, sendo este um
importante fator ndo sé da inducdo mas também da manutencdo do
guadro inflamatério articular (GRAMFORS et al.,, 1990; HANNU,
2011; SIEPER; BRAUN; KINGSLEY, 2000). De forma concomitante,
é descrito que trauma prévio na articulacdo é fator de predisposicédo para
alguns pacientes que posteriormente desenvolvem ReA (ALCALAY et
al., 1989). Logo, uma inje¢do de carragenina, um mucopolissacarideo
extraido da alga marinha Chondrus crispus, que ao ser injetada na
articulacdo induz sensibilizagdo articular (SANTER; SRIRATANA,;
LOWTHER, 1983), serve como um trauma prévio, e quando seguida de
uma reexposicdo da mesma articulacdo a uma solucdo contendo LPS
gera um importante quadro inflamatério na articulacdo exposta
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(BRESSAN; CUNHA; TONUSSI, 2006), prolongando a dor
inflamatdria.

Para tanto, primeiramente foi injetada na articulagdo fémuro-
tibial direita dos animais a carragenina, diluida em solucédo salina 0.9%
(300 pg/20 pl/articulacdo) e fervida por alguns segundos para facilitar a
diluicdo. Apds 72 h, os animais receberam o LPS (Escherichia coli) na
mesma articulacdo, também diluido em salina 0.9% (30 ng/50
pl/articulag@o). Os animais foram contidos com um pano e a articulagio
tricotomizada antes da aplicacdo intra-articular.

A injecdo intra-articular foi feita com os animais cuidadosamente
imobilizados com uma flanela, mantendo o terco inferior do abdémen
exposto, facilitando a manipulacdo dos membros posteriores. Em
decubito dorsal e com 0 membro posterior direito flexionado, foi feita a
tricotomia da articulagdo fémuro-tibial, permitindo a visualizagcdo do
tenddo infrapatelar. Uma agulha de 29 gauge e 8 mm de comprimento
foi inserida de forma perpendicular ao tenddo em cerca de 1/3 do seu
comprimento até alcancar a cavidade sinovial e assim a droga pode ser
injetada.

Figura 3.1: Imagem ilustrativa do procedimento de injecéo intra-articular.
Em destaque esté o local onde se insere a agulha. (Stein, 2012).

3.3 Teste Algesimétrico — Medida da Incapacitagéo Articular

A avaliacdo da nocicepcdo articular foi feita de forma indireta
pela avaliagdo da incapacitacdo articular. Tonussi e Ferreira, em 1992,
desenvolveram o Teste de Incapacitagdo Articular, que permite avaliar o
estado funcional da articulacdo fémuro-tibial de ratos. O teste consiste
de um aparelho com um cilindro rotatério (Fig. 3.2A) revestido com
uma malha trangada em aco inox, sapatilhas metélicas e um
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microcomputador. A utilizacdo de um sistema computacional para
registro retira o viés do experimentador neste teste, ja que independe do
mesmo.

E acoplada a cada uma das patas traseiras dos animais uma
sapatilna metélica (Fig. 3.2B). A sapatilha da pata direita, a qual a
articulacdo do joelho recebeu a substancia algésica, acompanha um fio
condutor que envia o seu sinal a um computador. O animal é entdo
estimulado a deambular no cilindro em rotacdo constante (3 r.p.m.)
utilizando as sapatilhas durante um tempo total de 60 s, durante o qual o
computador registra o toque da sapatilha na malha metélica. Ao final da
deambulacéo, o programa RatLimb apresenta o tempo total que o animal
ficou sem encostar a pata, isto €, 0 Tempo de Elevacéo de Pata (TEP; s).
O TEP constitui uma medida de incapacitacdo articular, logo, quanto
maior o TEP, maior a incapacitacdo articular, caracterizando um
comportamento nociceptivo (TONUSSI; FERREIRA, 1992).

Os animais sdo ensinados a deambular no cilindro voltados para
frente, e treinados no sistema antes das inje¢Oes intra-articulares para
gue se acostumem com as sapatilhas. No terceiro dia ap6s a carragenina,
antes de qualquer manipulagéo farmacoldgica, é registrado o TEP basal
dos animais, que varia entre 13-18s neste protocolo de indugdo. As
medidas do TEP neste trabalho foram feitas na terceira, quarta e quinta
hora (3 h, 4 h, 5 h) apds a inje¢do intra-articular de LPS, e apresentadas
graficamente como a média do somatdrio das trés horas medidas.

' BB

af

Figura 3.2: Imagem ilustrativa do sistema do Teste de Incapacitagédo
Avrticular. (A) Representa o aparelho utilizado para a deambulagdo dos animais
e (B) as sapatilhas e fio condutor.
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3.4 Diametro Articular

O edema articular induzido pela carragenina/LPS foi quantificado
através da medida do diametro da articulacdo fémuro-tibial (eixo médio-
lateral), com auxilio de um paquimetro (Fig. 3.3). As medidas do
didametro articular (DA) foram realizadas imediatamente apds cada
registro de TEP, e para cada registro eram feitas trés medicfes do DA e
considerada como resultado a maior. Os valores do DA foram expressos
como a diferenca entre o diametro articular mensurado antes da injecéo
intra-articular de LPS (DA basal) e as trés medidas subsequentes (DA
das horas 3, 4 e 5 ap6s o0 LPS). O DA esta expresso graficamente como
a média do somatdrio das trés diferencas obtidas.

Oy

Figura 3.3: Imagem ilustrativa da medida do diametro articular. A foto
mostra a regido de medida do didmetro articular e o paquimetro utilizado.
(Stein, 2012).

3.5 Injecéo Intratecal

A injecdo de farmacos pela via intratecal foi realizada segundo o
método descrito por Mestre e colaboradores (1994). Neste
procedimento, os animais foram previamente anestesiados com
isofluorano (2% em oxigénio hospitalar) e posicionados em decubito
esternal com os membros pélvicos e a cauda estendidos e entdo
realizada a tricotomia da regido dorsal lombar (Fig. 3.4A).
Cuidadosamente, foi inserida uma agulha 29 gauge, de 12,7 mm de
comprimento (Seringa BD Ultra Fine) perpendicularmente entre as
vértebras L5 e L6 até a visualizacdo de um leve bater de cauda,
denominado flick, indicando que a agulha entrou no espago
subaracndideo e alcangou o canal vertebral corretamente (MESTRE et
al., 1994)(Fig. 3.4B).



54

Neste trabalho foram administradas de forma intratecal as
seguintes drogas: Tramadol (10 ug/20 puL) e CTOP (15 pg/10 L),
diluidos em solugéo salina 0.9%; Bumetanida (60 ug/10 pL), diluida
em solugdo com bicarbonato de sddio 1.29% com pH~7.4 e mantida em
aquecimento leve para impedir a formacéo de cristais; Resiniferatoxina
(3.8 ug/Kg/i0uL), diluida em PBS + Tween 7%; e 5,7-
dihidroxitriptamina (20 ug/20 uL), diluida em solugdo com &cido
ascorbico 0.2%; ou seus respectivos veiculos, de acordo com o
protocolo especifico de cada tratamento.

B

espago

processo intervertebral

Figura 3.4: Imagem ilustrativa da injecdo intratecal. Em (A) vemos a
posicdo do animal adotada para facilitar a inje¢do, e em (B) uma representacéo
anatdémica do local de alcance da seringa e onde a droga € injetada. (FOLETTO,
2015).

3.6 Imunohistoquimica

Para a avaliacdo da atividade neuronal no corno dorsal da medula
espinhal, alguns animais foram submetidos ao protocolo de
imunohistoquimica para marcacdo de proteina c-Fos, indicativa de
atividade neuronal. Para tal, 3h ap6s a injecdo intra-articular do LPS, os
animais foram anestesiados com Xilazina e Cetamina (5mg/kg e
90mg/kg; 1.5 mi/kg) e perfundidos com 9.25% de sacarose seguida de
4% de paraformaldeido, ambos em solu¢do com PB 0.2M. Apo6s a
perfusdo, foram retiradas as porcbes da regido lombar da medula
espinhal, mantidas em PFA 4% por 24 hs e sacarose 30% até o processo
de congelamento rapido com nitrogénio liquido, e mantidas em -80°C
até o seu uso. As fatias das medulas no tamanho de 50 um foram feitas
com auxilio de um Criostato Leica CM1850 (Leica Microsystems Inc.;
Buffalo Grove, IL, EUA), cedido pelo Laboratério Multiusuério de
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Estudos em Biologia (LAMEB), da UFSC, e coletadas de forma seriada
em compartimentos contendo solucgéo anti-congelante (Propilenoglicol e
sacarose 30% em PB 0.2M), de forma a gerar uma crioprotegdo até o
momento de utilizacdo das amostras.

A IHQ seguiu 0 método Free-floating, onde as fatias sédo alocadas
em pocos contendo cestas de contengéo e todas as lavagens e incubacGes
ocorrem dentro desses pogos (MELLEU; LINO-DE-OLIVEIRA,;
MARINO-NETO, 2017). Inicialmente, e ap6s cada incubacdo, as
amostras foram lavadas com tampéo PBST (PBS + Triton-X 0.3%; 3x/5
min). A primeira incubacgdo foi feita com metanol + H,O, por 30 min,
para blogueio da peroxidase endogena. Apés a lavagem com tampdo, as
amostras foram incubadas com PBST contendo BSA 1% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 60 min, seguida de mais uma
lavagem com PBST e entdo incubadas com o anticorpo primério anti-
Fos (SC-52, rabbit IgG, Santa Cruz, em PBST 1:2000) overnight na
temperatura de 4°C.

Em seguida, as secgdes foram novamente lavadas e incubadas
com o anticorpo secundario biotinilado anti-rabbit (1:1000, em PBST)
por 90 min, e ao fim da lavagem foi feita a Gltima incubagdo com o
complexo enzimético de avidina biotinilada (Vectastain Elite ABC Kit,
VectorLabs, em PBST 1:500) por 2h. Para melhor visualizar a reacdo, as
seccOes foram expostas, por 5 min, a uma solugdo de 0.05% de DAB
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA; PBST + 0.03% H,0,). As
amostras foram lavadas em agua destilada e colocadas em laminas
gelatinizadas por 48h em temperatura ambiente, seguido de processo de
desidratacdo gradual em &lcoois (70%, 90% e absoluto) e xilol (trés
vezes) e cobertas com laminulas em meio de montagem com DPX
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Para andlise do nimero de células c-Fos positivas, as laminas
foram levadas ao microscopio e duas seccOes aleatdrias foram
escolhidas para as fotomicrografias da regido das ldminas I e Il do corno
dorsal da medula espinhal e posterior contagem do nimero de células
pela area selecionada (cél x A). As laminas | e Il do corno dorsal lombar
foram escolhidas como &rea de andlise por serem pontos de entrada das
fibras nociceptivas na medula, e importantes para a continuidade da
transmissdo nociceptiva (CERVERO; IGGO, 1980; FURUE;
KATAFUCHI; YOSHIMURA, 2004). A &rea selecionada foi analisada
pelo software Image]J (RASBAND, 1997) ap6s serem convertidas ao
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formato bin&rio com um limiar de 0.35 relativo ao nivel de sinal do
preto e do branco, afim de excluir nicleos menos nitidos. A contagem
de ndcleos c-Fos positivos foi feita de forma manual dentro da area
selecionada com o auxilio do ImageJ.

3.7 Coleta do Liquido Sivovial

Ao fim da quinta hora, apds a avaliacdo do TEP e do DA, os
animais foram eutanasiados por overdose de Xilazina e Cetamina
(5mg/kg e 90mg/kg; 3ml/kg) seguido de deslocamento cervical, e
tiveram sua articulacdo direita aberta, de forma a expor a cavidade
sinovial e permitir a coleta do lavado articular. A cavidade sinovial foi
entdo lavada repetidamente até se utilizar todo o volume de 100
pL/cavidade de EDTA 4% e Solucdo Inibidora de Protease 1% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Um volume de 5uL de liquido sinovial
puro foi separado em laminas de esfregaco para contagem diferencial de
leucocitos, 20uL do lavado foi separado para contagem total de
leucécitos em camara de Neubauer, e o restante foi mantido a -80°C e
analisado o seu contedido por Western Blotting.

3.8 Western Blotting

A técnica de Western Blotting foi utilizada para analisar a
presenga da citocina TNF-a no imunocontetdo do liquido sinovial.
Previamente foi utilizado 2puL de cada amostra de liquido sinovial para a
dosagem de proteina pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), e
em seguida foi adicionado a mesma quantidade de tampédo de amostra
no restante de cada tubo (glicerol 20%, mercaptoetanol 14,4mM, azul de
bromofenol 0.1%, Tris-HCI 0.2M e SDS 10%; 1:200). As amostras
foram fervidas a 95°C por 8 min e mantidas a -80°C até o0 momento da
utilizag&o.

Inicialmente as proteinas de cada amostra sdo separadas por um
processo de eletroforese. Para isso se utilizou um gel de separacdo
(acrilamida 8%, bis-acrilamida 0,2%, Tris375 mM, SDS 0,1%, TEMED
0,06% e persulfato de amdnia 0,04%) e um gel de entrada (acrilamida
4%, bis-acrilamida 0,09%, Tris 125 mM, SDS 0,1%, TEMED 0,08% e
persulfato de aménia 0,03%). Foram aplicadas nos pogos formados entre
0s géis o0 padrdo de peso molecular (Precision Plus Protein™ Standards,
Kaleidoscope™, BioRad, CA, EUA) e as amostras em volume
suficiente para alcancar 50ug de proteina por mL de amostra. A
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eletroforese foi feita a 90 V, durante aproximadamente 2 h, banhada em
tampdo de corrida. Em seguida realizou-se a transferéncia das proteinas
do gel para uma membrana de nitrocelulose a 100 V, por 1 h, a 4°C,
banhado em tampéo de transferéncia.

As membranas foram coradas com vermelho de Ponceau 0.2%
para visualizagdo das bandas de proteina e entdo lavadas 3 vezes
durantes 10 min com TBS-T (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO,4 1,5
mM, Na,HPO, 20 mM, Tween-20 0,05%) para retirar o corante. Em
seguida a membrana foi bloqueada com TBS-T com leite em pé
desnatado 5% por 1 h a temperatura ambiente e imediatamente depois
incubadas com o anticorpo primario anti-TNF (SC-52746, mouse 1gG,
Santa Cruz, em TBS-T com leite 5% 1:1000) overnight a 4°C, ou actina
conjugada a peroxidase (1:5000, Santa Cruz) por 1 h a temperatura
ambiente. A membrana com anti-TNF foi lavada com TBS-T e em
seguida incubada com o anticorpo secundario anti-mouse conjugado a
peroxidase (1:5000 em TBS-T com leite 5%; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) por 1 h a temperatura ambiente e em seguida lavado uma
Gltima vez com TBS-T.

A revelagdo se iniciou com a incubagdo da membrana no kit de
quimiluminescéncia (ECL; Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) por
1 minuto e logo em seguida a colocagdo da membrana no
fotodocumentador (ChemiDoc, BioRad Laboratories, Hercules, CA,
EUA). As andlises quantitativas das bandas de proteinas reveladas
foram realizadas por densitometria com o auxilio do programa Image
Lab (versdo 4.1; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA),
normalizadas em relagdo & actina e apresentadas como unidade arbitraria
desta comparacdo relativa.

3.9 Analise Estatistica

Os dados foram analisados através do programa Statistica 7°. O
teste estatistico utilizado foi 0 ANOVA. Para a avaliagdo dos dados das
vias de administracdo, IHQ para proteina c-Fos e Western Blotting,
utilizou-se 0 ANOVA de uma via. Ja para a avaliacdo dos dados de TEP
e DA que passaram por intervencgdes farmacoldgicas antes do tratamento
com o tramadol, utilizou-se 0 ANOVA de duas vias. Sempre que
encontrado p>0.05 era adotada a analise com o pés-hoc Newman-Keuls.
Todos os gréficos foram elaborados no programa GraphPad Prism 5°.
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4 RESULTADOS

4.1 Confirmacao do efeito analgésico e anti-edematogénico do
Tramadol injetado pela via intratecal

Inicialmente, foi feita a avaliacdo do efeito analgésico e anti-
edematogénico do tramadol 10 ug/20 pL injetado pela via intratecal,
sendo a mesma dose de tramadol também injetada pela via subcutanea,
gerando o primeiro protocolo experimental (Fig. 4.1).

72h
= 3h 4h 5h
Carragenina . . LPS
(300 pg/20 ) —— (30 ng/50 ) —t
s.C. i.th. TEP e DA

Tramadol

Figura 4.1: Protocolo Experimental 1. Os animais receberam carragenina na
articulacio direita, 72 h depois receberam LPS na mesma articulag&o.
Tratamentos prévios com tramadol pela via subcuténea (s.c.) ou intratecal (i.th.)
foram feitos 60 e 20 minutos antes da inje¢do de LPS, respectivamente. O TEP
e 0 DA foram mensurados nas horas 3, 4 e 5 ap6s o LPS.

Foi possivel confirmar neste experimento que o tramadol pela via
intratecal é capaz de reduzir o TEP (Fig. 4.2A), assim como o DA (Fig.
4.2B), quando comparado com o animal que recebeu solugéo salina pela
mesma via. A injecdo intratecal de tramadol ndo alterou a contagem
total ou diferencial de células do liquido sinovial, nem as alteracGes
morfoldgicas provocadas pela inducdo da ReA (ANEXO A). A mesma
dose de tramadol injetada pela via subcutanea (s.c.) ndo produz efeitos
analgésicos, tampouco impediu a formacdo do edema articular,
comprovando a especificidade desta dose e seu sitio de injecdo (Fig.
4.2A e B).
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Figura 4.2: Efeito da injecdo de tramadol em diferentes vias de
administragdovsobre a incapacitacdo articular (A) e o didmetro articular
(B). Os animais foram pré-tratados com salina pela via intratecal (Sal), ou
tramadol pela via intratecal (i.th.) ou subcutanea (s.c.) na dose de 10 pg. As
barras representam média + EPM de um n=8 e * representa diferenca estatistica
com p<0.05 comparado ao grupo Sal e s.c. no teste de ANOVA de uma via
seguida de post-hoc Newman-Keuls.

A quantificagdo de TNF-a no liquido sinovial desses animais foi
feita por meio da técnica de Western Blotting, e, apesar de ndao haver
diferenca estatistica, podemos observar um padrdo de resposta indicando
0 aumento da quantidade desta citocina no liquido sinovial de animais
com artrite reativa tratados com salina pela via intratecal, enquanto que
0 tratamento com tramadol por esta mesma via parece impedir esse
aumento (Fig. 4.3).

PM Naive SAL 110
p =0.0595 W meee W ooActina
37kD

- -

TNF/a-Actina em
Unidades arbitrarias

0 T 15kD

ReA

Figura 4.3: Quantificacdo de TNF-a no liquido sinovial. Animais naive ndo
receberam inducdo da artrite reativa (ReA), nem nenhum tratamento
farmacoldgico, e animais com inducdo de ReA receberam tratamento intratecal
de salina ou tramadol 10ug/20uL. As barras representam média + EPM de um
n=4. ANOVA de uma via.
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4.2 Avaliagdo da expressao de proteina c-Fos no corno dorsal
espinhal ap6s tratamento com tramadol

Apos perfusdo, foi realizada a remocdo da regido lombar da
medula espinhal de animais com indugdo de artrite reativa e tratados
com salina ou tramadol pela via intratecal, assim como de animais
naive, isto é, animais que ndo passaram por nenhum procedimento
experimental, e analisada a imunomarcacédo de proteina c-Fos (Fig. 4.4).
A proteina c-Fos é indicativa de atividade neuronal, e sua
imunomarcacdo neste protocolo nos indica se o tramadol é capaz de
inibir a neurotransmissdo medular.

72h

Carragenina 20 min LPS 3h
(300 pg/20 ul) | (30 ng/50 pl)

Tramadol
(10 pg/20 pL)

%

(

Figura 4.4: Protocolo Experimental 2.0s animais receberam carragenina na
articulacdo direita, 72 h depois receberam LPS na mesma articulacéo.
Tratamento prévio com tramadol intratecal foi feito 20 minutos antes da inje¢éo
de LPS. Na terceira hora apds o LPS os animais foram submetidos a perfusdo
transcardiaca para coleta de material.

A fotomicrografia do corno dorsal da regido lombar foi dividida
em regides anatdmicas, permitindo a avaliagdo das Iaminas | e Il (Fig.
4.5 A-B). Foi possivel observar que animais naive expressam pouca
proteina c-Fos nesta regido, e que a inducdo da artrite reativa com
carragenina/LPS produz um aumento da expressdo desta proteina,
indicando alta atividade neuronal, enquanto que o tratamento com o
tramadol reduz substancialmente o conteldo de c-Fos (Fig. 4.5 C-E),
chegando a niveis comparaveis com o naive. A representacdo gréafica
deste resultado pode ser vista na Fig. 4.6. A marcagdo positiva para
proteina c-Fos em motoneurdnios presentes no corno ventral de animais
de todos os grupos experimentais mostram que a inibicdo da atividade
neuronal é restrita ao sitio de injecdo da droga (Fig. 4.5 F-H).
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Figura 4.5: Imagens representativas da regido de avaliacdo da
imunomarcacdo para proteina c-Fos. Em (A) estd descrita a divisdo
anatdbmica das laminas na medula e destacado os pontos das fotos do corno
dorsal (C, D e E) e do corno ventral (F, G e H). (B) Representa uma foto inteira
de uma secgdo medular da regido lombar no aumento de 10x. As fotos (C) (D) e
(E) representam as I&minas | e Il do corno dorsal dos grupos naive, salina e
tramadol, respectivamente. As fotos (F) (G) (H) representam a lamina 1X do
corno ventral dos grupos naive, salina e tramadol, respectivamente, destacando
0s motoneurdnios. As fotos de C-H foram tiradas no aumento de 20x.
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Figura 4.6: Efeito da injecdo intratecal de tramadol sobre a expressédo de
proteina c-Fos. O grupo naive ndo recebeu indugdo da artrite reativa, nem
nenhum tipo de tratamento farmacoldgico, e os animais com artrite reativa
induzida (ReA) receberam salina ou tramadol (10 ug) pela via intratecal, 20 min
antes do desafio com LPS, e as medulas foram coletadas 3 h ap0s este desafio.
As barras representam média £+ EPM de um n=4 e * representa diferenca
estatistica com p<0.05 comparado aos grupos naive e tramadol. ANOVA de
uma via seguida de post-hoc Newman-Keuls.

Este conjunto de resultados da suporte a hipétese de que uma
dose baixa de tramadol injetado pela via intratecal é capaz de alterar a
neurotransmissdo medular e desta forma diminuir a nocicepgdo e a
inflamacé&o periférica.

4.3 Efeito da inibi¢do do co-transportador NKCC1 na acéo do
Tramadol

O Reflexo da Raiz Dorsal é o mecanismo pelo qual se explica a
capacidade da medula espinhal em influenciar um quadro de inflamacgéo
periférica (WILLIS, 1999), e o co-transportador NKCC1 tem papel
importante na deflagracdo do RRD, sendo um dos principais fatores que
potencializam a resposta antidrémica (WILLIS, 1999; FOLETTO,
2015). Desta forma, o NKCC1 foi blogqueado com a bumetanida e
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injetamos o tramadol apds 15 min, a fim de estabelecer o envolvimento
do RRD na acdo do tramadol (Fig. 4.7).

Carragenina 72h LPS 3h 4h 5h
(300 gf20 pl) | Zmin (00950 -
TEP e DA
Bumetanida W
(60 pg/10 ply (10 pg/20 pL)
16min
4 “@‘
PV "

Figura 4.7: Protocolo Experimental 3.0s animais receberam carragenina na
articulacdo direita, 72 h depois receberam LPS na mesma articulacéo.
Primeiramente foi injetado bumetanida pela via intratecal e 15 min depois o
tramadol pela mesma via, 20 minutos antes da injecdo de LPS. O TEP e o0 DA
foram mensurados nas horas 3, 4 e 5 ap6s o LPS.

A administragdo prévia de veiculo seguida da injecdo de salina
(Veh + salina) mostra a expressdo de comportamento de dor (Fig. 4.8A)
e 0 aumento no didmetro articular (Fig. 4.8B), efeitos que séo revertidos
nos animais veiculo que receberam tramadol (Veh + tramadol). A
bumetanida por si s6 (Bum + salina) é capaz de reduzir os parametros de
dor e de inflamacdo. A administracdo prévia de bumetanida seguida da
injecdo de tramadol (Bum + tramadol) ndo potencializou nem a resposta
analgésica, nem a anti-edematogénica do tramadol, que se mantém no
mesmo nivel da resposta dos animais que receberam veiculo
previamente. Esse resultado indica que o tramadol e a bumetanida
exercem seus efeitos utilizando a mesma via.
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Figura 4.8: Efeito da administracdo prévia de bumetanida na acdo do
tramadol sobre o TEP (A) e o DA (B). Bumetanida (Bum; 60 pg/10 uL) ou
veiculo (Veh; bicarbonato de sodio 1.29%; 10 uL) foram injetados pela via
intratecal 15 minutos antes do tramadol (10 pg/20 uL), que foi injetado 20 min
antes do desafio com LPS. As barras representam média + EPM de um n=7-8 e
* representa diferenca estatistica com p<0.05 do grupo Veh + Salina comparado
ao restante. ANOVA de duas via seguida de post-hoc Newman-Keuls.

TEP (s)
ADA (cm)

4.4 Efeito da dessensibilizacéo das fibras aferentes priméarias na
acdo do Tramadol

A inibicdo do NKCCL1 pela Bumetanida ndo potencializou o
efeito do tramadol, nos indicando que o tramadol pode agir inibindo a
deflagracdo do RRD. Além do NKCC1, também podemos destacar as
fibras sensitivas primarias como pivd da inflamacdo neurogénica. Fibras
de pequeno calibre (C e Ad) participam da transmissdo nociceptiva e
também da resposta antidromica do RRD (WILLIS, 1999), liberando SP
e CGRP na periferia. Essas fibras tém como caracteristica importante a
expressao do canal TRPV1, que é um grande facilitador da inducéo
nociceptiva, porém passivel de dessensibilizagdo, tendo um efeito final
analgésico (NOLANO et al., 1999; SZOLCSANYI; JANCSO-GABOR,
1975).
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Figura 4.9: Protocolo Experimental 4.A injecdo intratecal de RTX foi feita dois dias
antes da carragenina. Apés as 48 h, os animais receberam carragenina na articulagéo
direita, 72 h depois receberam LPS na mesma articula¢do. O tramadol foi administrado pela
via intratecal 20 minutos antes da injecdo de LPS. O TEP e o DA foram mensurados nas
horas 3, 4 e 5 apds o LPS.

A injecdo intratecal da resiniferatoxina (RTX), um potente
agonista deste canal, é capaz de causar uma dessensibilizacdo lenta e
duradoura e de forma seletiva ao terminal central da fibra, mantendo a
sua atividade periférica normal (BISHNOI;, BOSGRAAF;
PREMKUMAR, 2011; JEFFRY et al., 2009). Desta forma, foi injetada
RTX pela via intratecal previamente ao tramadol com o objetivo de
investigar a participacdo das fibras C e Ad no efeito do mesmo
(FOLETTO, 2015) (Fig. 4.9).

A injecdo prévia do veiculo ndo interferiu nas respostas dos
grupos salina ou tramadol intratecal. O grupo Veh + salina manteve uma
resposta algica (Fig. 4.10A) e o aumento do didmetro articular (Fig.
4.10B), enquanto que o grupo Veh + Tramadol reduziu ambos os
pardmetros. A inje¢do da RTX, mesmo em uma dose baixa como a
utilizada, se mostrou aversiva para alguns animais, levando inclusive a
Obito por hipotermia. Os animais que receberam a RTX néo
apresentaram nenhuma resposta de incapacitacdo articular (RTX +
salina), e quando tratados posteriormente com o tramadol (RTX +
tramadol) mantiveram baixa esta resposta.

Ao se avaliar o didmetro articular, a RTX por si s6 mantém alto o
didmetro articular dos animais (RTX + salina), e o tratamento com o
tramadol é ineficaz, isto é a RTX aboliu a capacidade anti-
edematogénica do tramadol (RTX + tramadol). Este resultado indica que
a integridade e funcionamento das fibras aferentes primarias é
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importante para o efeito anti-edematogénico do tramadol, e reforca a
inibicdo do RRD como via deste efeito.
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Figura 4.10: Efeito da administracdo prévia de RTX na acdo do tramadol
sobre o TEP (A) e 0 DA (B). RTX (3.8 ug/kg/10 uL) ou seu veiculo (Veh; PBS
+ tween 7%; 10 pL) foram injetados pela via intratecal cinco dias antes do
tramadol (10 pg/20 uL), que foi injetado 20 min antes do desafio com LPS. As
barras representam média £ EPM de um n=5 para os grupos RTX + Salina e
RTX + Tramadol e n=7 para os grupos Veh + Salina e Veh + Tramadol. * e #
representam diferenca estatistica com p<0.05 quando comparado o grupo Veh +
Salina e Veh + Tramadol, respectivamente, ao restante dos grupos. ANOVA de
duas via seguida de post-hoc Newman-Keuls.

TEP (s)
ADA (cm)

4.5 Efeito do antagonista seletivo de receptores p-opioides na agéo
do tramadol

Os receptores opioides sdo de grande importancia para a
transmissdo nociceptiva (OSSIPOV et al.,, 2004). A ativagdo de
receptores do tipo p-opioide pode inibir neurénios de forma pré e pos-
sindptica, aumentar o input descendente inibitério da dor
(DICKENSON, 1995; MILLAN, 2002) além de inibir a deflagracéo do
RRD (WILLIS, 1999). Considerando nossos resultados até entdo, e a
afinidade relativa do tramadol a receptores p-opioides (HENNIES;
FRIEDERICHS; SCHNEIDER, 1988), decidimos investigar a
participacdo dos receptores p-opioides no efeito do tramadol injetado
pela via intratecal. Para isto, utilizamos um antagonista seletivo p-
opioide, 0 CTOP (HAWKINS et al., 1989) (Fig. 4.11).
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Figura 4.11: Protocolo Experimental 5. Os animais receberam carragenina na
articulagdo direita, 72 h depois receberam LPS na mesma articulagdo.
Primeiramente foi injetado CTOP pela via intratecal e 15 min depois o tramadol
pela mesma via, 20 minutos antes da injecdo de LPS. O TEP e o DA foram
mensurados nas horas 3, 4 e 5 apds o LPS.

Novamente, o efeito analgésico e anti-edematogénico do
tramadol é mantido, ao reduzir o TEP (Fig. 4.12A) e o DA (Fig. 4.12B)
guando comparado ao controle, grupo veiculo + Salina. O CTOP por si
sO ndo tem efeito nem no TEP nem no DA, porém a administracdo
prévia do CTOP seguida do tramadol mostra uma inibicdo do efeito
anti-edematogénico, que é completamente bloqueado pelo CTOP. Esse
resultado indica que os receptores p-opioides tém um papel essencial na
atividade anti-edematogénica do tramadol injetado pela via intratecal.
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Figura 4.12: Efeito da administragdo do CTOP na ac¢édo do tramadol sobre
0 TEP (A) e o DA (B). CTOP (15 pg/10 pL) ou seu veiculo (Veh; salina; 10
uL) foram injetados pela via intratecal 15 min antes do tramadol (10 pg/20 L),
que foi injetado 20 min antes do desafio com LPS. As barras representam média
+ EPM de um n=7-8 e * e # representam diferenca estatistica com p<0.05
quando comparado o grupo Veh + Salina com Veh + Tramadol no TEP, e o
grupo Veh + Tramadol ao restante dos grupos no DA, respectivamente.
ANOVA de duas via seguida de post-hoc Newman-Keuls.
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4.6 Efeito da ablagéo das fibras descentendes serotonergicas na agdo
do tramadol

A administragdo do antagonista p-opioide mostrou uma
importante atividade deste receptor na acdo antiedematogénica do
tramadol, apesar de ndo parecer tdo significativo para a resposta
analgésica do mesmo. E sabido que o efeito analgésico do tramadol em
diversos modelos se relaciona diretamente com a inibigdo da recaptacdo
de monoaminas (DRIESSEN; REIMANN, 1989a, 1992), e o aumento
das monoaminas na fenda sindptica no corno dorsal é responsavel por
uma resposta analgésica pronunciada (MILLAN, 2002). Sendo assim, a
partir do uso da neurotoxina 5,7-DHT, conhecida pela sua capacidade de
ablacdo das fibras descendentes serotonergicas (LEI et al., 2011),
investigamos se a consequente reducdo de monoaminas no corno dorsal
teria algum efeito na atividade do tramadol (Fig. 4.13). A 5,7-DHT ¢é
transportada para dentro do neurdnio a partir do receptador (SERT OU
NET) e causa uma neurotoxicidade com ativacdo das vias apoptoticas
mitocondriais.
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Figura 4.13: Protocolo Experimental 6.A injecdo intratecal de 5,7-DHT foi
feita2 dias antes da carragenina. Apo6s as 48 h, os animais receberam
carragenina na articulacdo direita, 72 h depois receberam LPS na mesma
articulacdo. O tramadol foi administrado pela via intratecal 20 minutos antes da
injecdo de LPS. O TEP e o DA foram mensurados nas horas 3, 4 e 5 ap6s o
LPS.
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Os animais tratados com veiculo e tramadol mantém a redugédo do
TEP (Fig. 4.14A) e do DA (Fig. 4.14B) quando comparado aos animais
veiculo + salina. A administracdo de 5,7-DHT por si s6 ndo interferiu na
incapacitacdo articular, nem na resposta do tramadol neste parametro.
Diferente do visto anteriormente com o CTOP, a 5,7-DHT ndo tem
influéncia nenhuma na formagdo do DA. Logo, a atividade de inibigdo
da recaptacdo das monoaminas exercida pelo tramadol néo interfere no
processo inflamatorio periférico.
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Figura 4.14: Efeito da administracdo de 5,7-DHT na acdo do tramadol
sobre o TEP (A) e o DA (B). 5.7-DHT (20 ng/20 pL) ou seu veiculo (Veh;
acido ascorbico 0.2%; 20 ulL) foram injetados pela via intratecal cinco dias
antes do tramadol (10 pg/20 pL) que foi injetado 20 min antes do desafio com
LPS. As barras representam média £ EPM de um n=7-8 e * e # representam
diferenca estatistica com p<0.05 quando comparado o grupo Veh + Salina com
Veh + Tramadol no TEP e no DA, e o grupo 5,7-DHT + Salina e 5,7-DHT +
Tramadol no DA, respectivamente. ANOVA de duas via seguida de post-hoc
Newman-Keuls.
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5 DISCUSSAO

Em 2014, a OMS produziu um relatério sobre o tramadol através
do Comité Especializado em Dependéncia de Drogas incluindo e
resumindo informacdes importantes sobre esta droga. Ficou claro que o
tratamento farmacoldgico com tramadol na clinica é pratica corriqueira,
especialmente em casos de trauma e cancer, porém 0 Seu USO em
pacientes com dores articulares € bastante limitado, sendo utilizado
somente em estados avancados de artrite reumatoide e osteoartrite. A
sua boa atividade analgésica se deve principalmente a sua atividade
opioide e a inibicdo da recaptacdo de monoaminas, ambos mecanismos
de extrema importancia. Apesar de ser uma droga relativamente segura,
gue ndo induz tolerdncia nem dependéncia, 0 seu uso crénico pode
resultar em efeitos indesejaveis, limitando o uso em doengas com
caracteristica continua (WHO, 2014).

Em seu trabalho, Callado (2017) comparou 0 uso do tramadol
pelas vias oral e intratecal em dois modelos diferentes de dor articular, e
observou que, em ambos os modelos, o tramadol tinha um bom efeito
analgésico, necessitando de doses 1500 vezes mais baixas pela via
intratecal do que pela via oral para obter o mesmo efeito. Mais ainda, foi
observado que somente pela via intratecal o tramadol também era capaz
de reduzir o didmetro articular dos animais em ambos os modelos, sendo
monstrado pela primeira vez uma atividade de controle edematogénico
do tramadol intratecal (CALLADO, 2017). Anterior a isso, somente dois
trabalhos evidenciaram a diminuicdo do edema apds tratamento com
tramadol, um pela via intraperitoneal (SACERDOTE et al., 1997) e
outro pela via intra-articular (GARLICKI et al., 2006). O atual trabalho
vem reforcar a proposta do uso por via intratecal do tramadol no
tratamento de doengas articulares crénicas, tendo acdo analgésica e anti-
edematogénica, reduzindo a dose e consequentemente os efeitos
colaterais. Mais especificamente, objetivamos investigar o mecanismo
pelo qual o tramadol é capaz de reduzir o edema periférico quando
injetado pela via intratecal.

A maior parte dos trabalhos na literatura que utilizam tramadol
pela via intratecal fazem uso de eletrofisiologia como metodologia para
investigar o mecanismo analgésico do tramadol. Estes trabalhos
registram a atividade tanto das fibras aferentes primarias (A, Ad e C)
guanto de neurdnios medulares de proje¢do e motores. Foi observado
que o tramadol foi o mais potente dos opiaceos testados (dentre eles
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codeina e buprenorfina) na atividade depressora neuronal na dose de 10
ug (BERNATZKY; JURNA, 1986), e quando injetado na dose de 100
Hg o efeito depressor ndo era revertido pela naloxona injetada de forma
sisttmica (CARLSSON; JURNA, 1987). Quando utilizadas doses
maiores de tramadol intratecal (1-2 mg), a naloxona injetada pela via
intratecal também ndo reverteu o efeito depressor do tramadol (JOU et
al., 2003).

Os dados anteriores nos indicam que a atividade do tramadol ¢
em sitios medulares, e essa proposicdo pode ser reforcada pelo trabalho
de Yamazaki e colaboradores (2015), que utilizaram tramadol (5 mg/kg)
e seu metabolito M1 (1 mg/kg) pela via intra-peritonial e continuaram
observando reducdo de corrente excitatéria e aumento de corrente
inibitéria em neurdnios das laminas | e Il do corno dorsal da medula de
ratos (YAMASAKI et al., 2015). Todos esses dados nos permitem
confirmar que o efeito do tramadol, mesmo quando injetado de forma
sistémica, é via modulacdo da atividade neuronal no corno dorsal e
acontece tanto nas fibras aferentes primarias, quanto nos neurénios de
projecdo e fibras motoras (BERNATZKY E JURNA, 1986;
CARLSSON E JURNA, 1987; JOU et. al., 2003; YAMAZAKI et. al,
2015).

Nossos resultados com a imunomarcacdo de proteina c-fos nas
laminas | e 1l do corno dorsal da regido lombar da medula concordam
com esses resultados, mostrando que a injecdo intratecal de tramadol
reduz a marcacdo desta proteina, que é indicativa de atividade neuronal.
De forma semelhante, Mei e colaboradores em 2013 observaram a
reducdo de marcacdo de proteina c-fos, desta vez por
imunofluorescéncia, no corno dorsal de animais com ligacdo de nervo
apos tratamento com tramadol na mesma dose e via que utilizamos
(MEI et. al., 2013). Além disso, ja foi observada a reducéo de atividade
glial e de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-1p, no corno dorsal de
animais com dor neuropatica tratados com 10 pg de tramadol intratecal,
indicando que o tramadol ndo sé reduz a atividade neuronal como a
atividade glial e consequente sensibilizacdo central gerada pela
comunicacao glia-neurdnio (MEI et.al., 2013; ZHANG et. al., 2013).

Apesar da metodologia de imunohistoquimica utilizada
impossibilitar a diferenciacéo entre as fibras primarias e as de projecéo,
consideramos que o resultado pode representar uma diminuicdo da
atividade de forma global, j& que nas laminas | e Il do corno dorsal ha
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uma grande densidade neuronal das fibras primarias e sinapses com as
fibras de projecdo (CERVERO; IGGO, 1980; FURUE; KATAFUCHI,
YOSHIMURA, 2004; WILLIS; COGGESHALL, 2004). Nossos
resultados diferem no fato de o tramadol ndo inibir as fibras motoras
presentes no corno ventral. Neste caso, podemos inferir que o tratamento
com uma dose mais baixa de tramadol (10 ug) é capaz de reduzir a
atividade neuronal somente nas areas de transmissdo nociceptiva,
mantendo a atividade normal de outras fibras, diferente dos tratamentos
expostos nos trabalhos citados (100 pg e 1-2 mg).

Todos os trabalhos anteriores consideravam somente o efeito
analgésico do tramadol. Porém, a acdo depressora da atividade neuronal
do tramadol ndo somente nos neurbnios de projecdo, que dariam
continuidade a informag&o nociceptiva, mas também nas fibras aferentes
primarias, reforcam a hipétese de que o tramadol pela via intratecal
poderia estar reduzindo a formacdo do edema articular por um controle
na deflagracdo do Reflexo da Raiz Dorsal. Partimos entdo para a
manipulacdo farmacoldgica de dois pontos importantes na origem da
atividade antidromica: a atividade dos co-transportadores NKCC1 e a
integridade da fibra aferente primaria.

O NKCC1 esta presente primordialmente no sistema nervoso
central (BALLANYI; GRAFE, 1985; HARA et al., 1992; MISGELD et
al., 1986), especialmente em &reas relacionadas com o processamento
nociceptivo, como no terminal central medular das fibras aferentes
primarias de pequeno calibre e no DRG (GILBERT et al., 2007; PRICE;
HARGREAVES; CERVERO, 2006), o que o coloca em posicao
importante na deflagracdo de um potencial antidromico (CHABWINE et
al., 2009; WILLIS, 1999).Ja foi demonstrado que o bloqueio
farmacoldgico do NKCC1 inibe a deflagracdo do RRD induzido por
GABA (JANG; JEONG; AKAIKE, 2001; VALENCIA-DE ITA, 2006),
em consequéncia ao excesso de fons cloreto intracelular gerados por
esse co-transportador, jA que o NKCCL1 parece ser o principal fator
acumulador de ions cloreto dentro de neurdnios (BRUMBACK;
STALEY, 2008). Além disso, é citada a diminui¢do do edema periférico
gerado por fibras neuronais (VALENCIA-DE ITA et. al., 2006),
inclusive em modelo de artrite reativa induzida por LPS (BRESSAN;
PERES; TONUSSI, 2012) ap6s a inibi¢ao deste canal.

A bumetanida é considerada um inibidor especifico deste canal
(RUSSELL, 2000), e por isso foi escolhida neste trabalho. Nossos
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resultados estdo de acordo com a literatura deste tema, mostrando a
diminuicdo do comportamento de dor, assim como do edema periférico
(FOLETTO, 2015; NOROES, 2015; STEIN, 2016; VALENCIA-DE
ITA, 2006). Ao se fazer um tratamento prévio com a bumetanida e em
seguida o tramadol, observamos que ndo h& diferenca na resposta
guando comparado a bumetanida ou ao tramadol sozinhos. Esse
resultado nos indica que a bumetanida e o tramadol atuam pela mesma
via, caso contrario uma somacdo de efeitos seria observada. Isto &,
ambos bumetanida e tramadol atuam em alvos importantes para o
controle da deflagracdo do RRD. A bumetanida inibindo o NKCC1, e 0
tramadol provavelmente pela sua atividade opioide hiperpolarizante. E
importante destacar que 0 NKCC1 ndo € encontrado nas laminas mais
profundas da medula (MORALES-AZA et al., 2004), o que reforca a
seletividade do local de inje¢do das drogas com o efeito gerado.

As fibras sensitivas responsaveis pela transmissdo de estimulos
polimodais da periferia para o Sistema Nervoso Central sdo em sua
maioria fibras Ad e C (JULIUS E BASBAUM, 2001), e essas fibras de
pequeno calibre sdo responsaveis pela transmissdo do RRD (WILLIS,
1999). E caracteristica dessas fibras a expresséo de canais catidnicos que
sdo receptores de estimulos nocivos, os canais TRP, especialmente o
TRPV1 (CATERINA et al., 1997; NAGY; RANG, 1999). O estimulo da
atividade desse canal com um agonista inicia um potencial de a¢do na
fibra e gera uma resposta nociva, porém, devido a um aumento na
concentragdo de Ca”* nesta fibra gerada pelo préprio canal, acontece
uma excitoxicidade e essa fibra passa a ndo gerar mais potenciais de
acdo, ficando dessensibilizada, com um resultado final de efeito
analgésico (JEFFRY et al., 2009; KISSIN, 2008; OLAH et al., 2001;
TENDER et al., 2005). Agonistas seletivos como a capsaicina e a
resiniferatoxina, sendo este Gltimo o mais potente agonista TRPV1
conhecido (APPENDINO; SZALLASI, 1997), sdo utilizados como
ferramentas farmacoldgicas no estudo da atividade das fibras TRPV1-
positivas.

Com uma alta lipossolubilidade e afinidade pelo TRPV1, baixas
doses de RTX podem estimular o receptor de forma lenta e prolongada
(RAISINGHANI; PABBIDI; PREMKUMAR, 2005). A injecdo
intratecal de RTX gera ablag¢do do terminal nervoso induzindo analgesia
(BROWN et al., 2005; KARAI et al., 2004; SZABO et al., 1999), e em
baixas doses essa ablacdo é seletiva para o terminal central da fibra,
mantendo suas respostas periféricas intactas (BISHNOI; BOSGRAAF;
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PREMKUMAR, 2011; FOLETTO, 2015). Em nossos resultados foi
possivel observar que a injecdo da RTX foi capaz de inibir totalmente o
efeito do tramadol. Nas respostas de incapacitacdo articular, observa-se
que por ndo ter o terminal central da fibra funcional, os animais ndo
demonstram comportamento nocifensivo, e com isso ndo é possivel
observar o efeito do tramadol quando injetado apds a ablagdo com RTX.
Ja nos resultados do didmetro articular é possivel observar um aumento
do didmetro nos animais que receberam RTX. Esse aumento do DA
mesmo quando h& ablacdo do terminal central da fibra ja foi observado
anteriormente (FOLETTO, 2015), e pode ser explicado de duas formas.

Primeiramente, a dessensibilizagdo é um evento que ocorre apds a
ativacdo do receptor, entdo no momento da injecdo intratecal da RTX
pode ter havido a estimulagdo da liberacdo de peptideos vasoativos na
periferia que, mesmo apo6s a dessensibilizacdo central, mantiveram um
ambiente pré-inflamatério formado na periferia (ACS et al., 1997;
IMMKE; GAVVA, 2006; SZALLASI; BLUMBERG, 1999). Além
disso, a ablagcdo com a dose que utilizamos é seletiva ao corno dorsal,
mantendo a atividade do DRG, que por si s6 é capaz de ativar fibras
eferentes e estimular a liberagdo de SP e CGRP na periferia,
aumentando a inflamacdo neurogénica (BISHNOI; BOSGRAAF,;
PREMKUMAR, 2011; FOLETTO, 2015; JEFFRY et al., 2009). Com
essa caracteristica pro-inflamatéria na periferia apds a injecdo de RTX, a
inducdo com a Carragenina/LPS gera um aumento do didmetro devido
ao processo inflamatdrio periférico exacerbado. A injecdo de tramadol
nos animais que receberam RTX ndo reverteu o DA, indicando que o
terminal central da fibra sensorial precisa estar intacto e funcional para o
tramadol ter atividade.

A provavel reducédo da atividade antidrémica de fibras aferentes
primarias apos o tratamento com o tramadol pela via intratecal diminuiu
0 edema periférico, assim como apresentou uma tendéncia a reduzir os
niveis de TNF-o, apesar de ndo ter diminuido a contagem total e
diferencial de leucécitos do liquido sinovial. O nosso resultado estd de
acordo com o apresentado por Bianchi e colaboradores (1999), onde o
tramadol administrado pela via intraperitoneal ndo altera a contagem de
células polimorfonucleares em patas inflamadas, nem interfere na
quimiotaxia de macréfagos. Em contrapartida mostra uma reducdo nos
niveis de PGE, no exsudato da pata (BIANCHI et al., 1999). Da mesma
forma, foi observado o aumento de IL-2 e atividade de células natural
killers ap6s tramadol pela via subcutanea (SACERDOTE et al., 1997), e
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reducdo de IL-6 apds tramadol pela via intraperitoneal (LIU et al., 2008)
em modelos utilizando roedores. Em humanos, foi observada a reducédo
de TNF-o apés tratamento crénico por via oral (KRAYCHETE et al.,
2009). Nosso resultado de westernblotting para TNF-o. é 0 primeiro
registro de avaliagdo de citocinas no foco da inflamag&o apds tratamento
com tramadol intratecal, e a redugdo pode néo ter sido tdo pronunciada
devido ao tratamento Unico, ao contrario do tratamento crénico descrito
por Kraychete e colaboradores.

Até entdo foi possivel inferir a atividade antiedematogénica do
tramadol intratecal como inibidor da deflagracdo do RRD a partir dos
mecanismos especificos conhecidos deste processo, mas por qual via
estaria o tramadol inibindo o RRD? O tramadol é um opioide fraco, com
afinidade relativa aos receptores p-opioides (FRINK et al., 1996;
GILLEN et al., 2000; HENNIES; FRIEDERICHS; SCHNEIDER, 1985;
RAFFA et al., 1992), e seu efeito ja foi vinculado a diversos outros
sistemas de receptores (para revisdo ler MINAMI; OGATA; UEZONO,
2015). Porém, visto sua atividade comprovada em receptores opioides e
a importancia destes ndo somente no controle nociceptivo no corno
dorsal (DICKENSON, 1995; OSSIPOV, 2004), mas também na
modulagdo do edema periférico (BROCK; TONUSSI, 2008;
FOLETTO; MARTINS; TONUSSI, 2013), decidimos investigar a
atividade p-opioide do tramadol nesta condi¢do experimental.

O antagonismo seletivo do receptor p-opioide a partir do uso do
CTOP (HAWKINS et al., 1989) nos mostrou que quando comparado ao
veiculo, ndo houve diferenga no comportamento de incapacitacdo e nem
didmetro articular dos animais tratados com CTOP, confirmando dados
da literatura referente ao comportamento nociceptivo (ARAUJO et al.,
2017; KUMAR; REETA; RAY, 2012; YOON et al., 2008). Porém ao se
administrar o tramadol ap06s o tratamento com o CTOP, foi observado
um antagonismo completo do efeito antiedematogénico do tramadol, nos
indicando que a diminuicio do edema articular gerada pela
administracdo pela via intratecal de tramadol € via atividade no receptor
p-opioide. Sendo assim, acreditamos que esse é o primeiro trabalho que
avalia o efeito do tramadol frente a um antagonista seletivo pi-opioide.

A diminuigdo de extravasamento plasmatico e do edema de pata e
alteracdo no contelido sinovial a partir da administracdo sistémica de
morfina jA foram observados em diversos modelos animais
(ALEBOUYEH; POURPAK; AHMADIANI, 2002; AMANN; LANZ;
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SCHULIGOI, 2002; JORIS et al., 1990; PERROT; GUILBAUD;
KAYSER, 1999; SACERDOTE; BIANCHI; PANERAI, 1996;
WHITESIDE et al., 2005). A administracdo intratecal de morfina
também é capaz de reduzir edema de pata e edema articular (BROCK;
TONUSSI, 2008; FOLETTO; MARTINS; TONUSSI, 2013; STEIN et
al., 2016). Doses baixas, como as utilizadas em administracdo central
(10-100 pg), de morfina ou outros agonistas p-opioides no local da
inflamac&o, ndo foram capazes de diminuir o edema, indicando que 0s
receptores p-opioides na periferia ndo estdo diretamente ligados a
formacéo do edema, e que o efeito antiedematogénico provavelmente é
desencadeado pela ativacdo central desses receptores (PERROT;
GUILBAUD; KAYSER, 1999; SACERDOTE; BIANCHI; PANERAI,
1996; WHITESIDE et al., 2005). Ademais, resultados com modelos
animais de inflamagdo tipicamente neurogénica como formalina,
capsaicina, dessensibilizacdo de aferente primario e estimulacdo
antidrémica de fibras nervosas, estas duas diretamente envolvidas no
processo do RRD, mostraram o envolvimento direto de receptores p-
opioides nos efeitos antiedematogénico e de extravasamento plasmatico
(BARBER, 1993; HONG; ABBOTT, 1995; MAINI; TAYLOR, 2000;
MCDOUGALL; BAKER; HERMANN, 2004; PLANAS et al., 1995).

Alguns casos de formagdo de edema em membros inferiores em
pacientes com tratamento crénico de opioides pela via intratecal ja
foram relatados (ALDRETE; COUTO DA SILVA, 2000; RAPHAEL et
al., 2002; RUAN, 2007; VEIZI; TORNERO-BOLD; HAYEK, 2016), e
em todos os casos uma mudanca na dose, associacdo com diuréticos ou
alteragdo do opioide utilizado foi suficiente para reverter a situacéo. O
Unico caso relatado até entdo de edema gerado por tramadol foi por Yeo
e colaboradores (2016), onde o tramadol pela via oral gerou edema em
membro inferior, mas com a alteracdo da posologia o edema foi
revertido (YEO; KOH; LIM, 2016). Nenhum outro trabalho, seja com
administracdo por via oral, subcutanea ou intratecal, utilizou o tramadol
em suas andlises (CHANEY, 1995; GARDNER-NIX, 2002). A pouca
informacéo sobre efeitos adversos do tramadol pela via intratecal nos faz
acreditar que esse tratamento é relativamente seguro.

O antagonista opioide foi capaz de inibir o efeito
antiedematogénico do tramadol, porém ndo apresentou diferenca
significativa na resposta nociceptiva. Isso pode ter acontecido pelo fato
de somente uma parte do efeito antinociceptivo do tramadol ser por
receptor opioide (DESMEULES et al., 1996; DHASMANA et al., 1989;
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KAYSER; BESSON; GUILBAUD, 1991; MINAMI; OGATA,
UEZONO, 2015; RAFFA et al., 1992). Desde o inicio dos estudos
guanto ao mecanismo de acdo do tramadol se acredita que parte de seu
efeito seria sobre a atividade de monoaminas (DRIESSEN; REIMANN,
1989b, 1992; HENNIES et al., 1982). A inibicdo do tramadol na
recaptacdo das monoaminas (noradrenalina e serotonina) foi
comprovada em cultura celular de medula adrenal e sinaptossomas de
tecido do cortex, Locus coeruleos e Nucleos da Rafe (BAMIGBADE et
al., 1997; DRIESSEN; REIMANN, 1989a, 1992; HALFPENNY et al.,
1999; SAGATA et al., 2002). A serotonina no corno dorsal da medula
espinhal vem especialmente de fibras do sistema descendente
(HEINRICHER et al., 2009; MILLAN, 2002). Desta forma a deplecdo
de fibras serotonérgicas a partir do uso da neurotoxina 5,7-DHT foi
utilizada para avaliar a influéncia serotonérgica no efeito do tramadol
intratecal.

Nossos resultados mostraram que, semelhante a inibicdo do
receptor p-opioide, a degeneragdo de fibras serotonérgicas néo alterou
de forma significativa o comportamento nociceptivo, assim como o
didmetro articular. Quando injetado o tramadol, a degeneragdo nao
interfere em seu efeito, mantendo a diminui¢do do TEP e do DA. Esses
resultados nos permitem concluir que a serotonina presente no corno
dorsal ndo participa da atividade antiedematogénica do tramadol. A
literatura j& apresenta dados com inibi¢do de receptores serotonérgicos
influenciando de forma negativa na atividade analgésica do tramadol
(BERROCOSO; DE BENITO; MICO, 2007; DHASMANA et al., 1989;
HORISHITA et al., 2006; OGATA et al., 2004b; OLIVA et al., 2002).
Adicionalmente, a deplecéo de fibras serotonérgicas a partir do uso da
5,7-DHT injetada em ratos neonatos causou uma reducdo da eficacia
analgésica do tramadol em diversos testes nociceptivos feitos nos ratos
adultos (MUCHACKI et al.,, 2015). Como ndo existe afinidade do
tramadol ou seu metabdlito M1 pelos receptores 5-HT subtipos 1, 2 e 3
(FRINK et. al., 1996), pelo menos, seu efeito ndo é diretamente nos
receptores, e sim pelo aumento de disponibilidade de serotonina na
fenda a partir da inibicdo do SERT (DRIESSEN; REINMANN, 1992;
BAMIGBADE et. al., 1997; SAGATA et. al, 2002).

A presenca de receptores serotonérgicos em fibras de pequeno
calibre ja foi descrita, assim como em interneurdnios presentes no corno
dorsal (NICHOLSON et al., 2003; PIERCE et al., 1996), colocando a
serotonina como um possivel mediador da excitabilidade de fibras
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primarias e interneurénios na medula e, consequentemente, do RRD
(CERVERO; LAIRD, 1996; LIN; ZOU; WILLIS, 2000; WILLIS,
1999). Daher e colaboradores (2005) observaram que a serotonina
injetada pela via intratecal tem efeito antiedematogénico bastante
pronunciado, e esse efeito é mediado especialmente pelos receptores 5-
HT; (DAHER; DE MELO; TONUSSI, 2005). De forma contréria, a
ativacdo do receptor 5-HT, gera um processo hiperalgésico e aumento
do edema periférico (DAHER; DE MELO; TONUSSI, 2005; EIDE;
HOLE, 1991; KIGRSVIK-BERTELSEN et al., 2003). O receptor 5-HT;
tem atividade excitatdria em nociceptor, porém ndo foi observado efeito
importante deste no edema periférico (DAHER; DE MELO; TONUSSI,
2005; GREEN; SCARTH; DICKENSON, 2000). Desta forma, o
equilibrio entre a atividade inibitéria (5-HT,) e excitatéria (5-HT, e 5-
HT3) dos receptores serotonérgicos é importante no efeito analgésico
final, porém sem grande influéncia no efeito antiedematogénico.

Hwang e Wilcox, em 1987, testaram os inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (ISRS) e noradrenalina (ISRN) injetados de
forma intratecal e observaram que o efeito analgésico dos ISRS era
moderado, somente, enquanto que o ISRN era pronunciado, indicando
gue, pelo menos para o processo analgésico, a NA livre na fenda
sindptica € mais importante (HWANG; WILCOX, 1987). Os receptores
ap-adrenérgicos sdo receptores com acdo inibitdria, diminuindo
atividade neuronal, e amplamente expressos no corno dorsal (MILLAN,
2002; NORTH; YOSHIMURA, 1984; STAFFORD-SMITH et al.,
1995), podendo ser um importante fator para a analgesia resultante do
tramadol intratecal (LI et al., 2012). A neurotoxina 5,7-DHT é recaptada
pelo SERT e provoca a degeneracdo das fibras serotonérgicas por morte
neuronal, porém, se ndo houver inibicdo dos NET, a sua seletividade ¢
relativa e ela pode ser recaptada também por neur6nios noradrenérgicos
(SAWYNOK; REID, 1994). Como n&o utilizamos desipramina (inibidor
de NET) antes da injecdo intratecal da 5,7-DHT, ndo podemos descartar
a possibilidade de interferéncia do sistema descendente noradrenérgico
no nosso efeito. Logo, experimentos com inibicdo do NET ou
neurotoxina seletiva para neurbnios noradrenérgicos devem ser feitos
para discriminar melhor os papéis das monoaminas na atividade do
tramadol intratecal.

Considerando que nem o tratamento com antagonista p-opioide
nem a degeneracdo das fibras serotonérgicas interferiram na atividade
antinociceptiva do tramadol, é possivel que neste modelo, para este
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parametro, seja necessaria uma atividade opioidérgica e uma atividade
serotonérgica no controle da dor, visto que uma atividade complementar
ou sinérgica entre os enantiomeros do tramadol é possivel (GILLEN et
al., 2000; RAFFA et al., 1993). A mistura racémica do tramadol é
metabolizada no figado (fase | e 11) gerando misturas racémicas de seus
metabdlitos de maior importancia; M1 e M5 (LINTZ et. al., 1981). O
metabdlito (+)-M1 é o que tem maior afinidade pelos receptores
opioides, assim como eficacia e poténcia, seguido do (x)-M5 e do
préprio (+)-tramadol (LINTZ et. al., 1981; FRINK et. al., 1996;
GILLEN et. al., 2000). Quanto a inibicdo da recaptacdo de monoaminas,
os enantidmeros (-)-M1 e (-)-tramadol mostram maior afinidade por
estes sitios, sendo o (-)-tramadol mais potente que o (-)-M1
(DRIESSEN; REIMANN, 1992; RAFFA et. al., 1992; FRINK et. al.,
1996), desta forma justificando o efeito de mais de um sistema de
neurotransmissao na resposta analgésica do tramadol.

A importancia dos metabdlitos ndo pode ser descartada, porém,
tendo em vista que a administracdo de tramadol feita neste trabalho foi
diretamente no canal medular, com uma dose muito baixa, e que o
extravasamento do tecido medular para a circulacdo sistémica por
opioides fracos é muito baixo (CHANEY, 1995), acreditamos que a
mistura racémica (x)-tramadol por si sO esteja exercendo as atividades
analgésicas e antiedematogénicas, ja que esta ndo alcanca o figado,
nestas condigdes, para ser metabolizada. Logo, a resposta analgésica se
deve a atividade do (+)-tramadol em receptores p-opioides em conjunto
com a atividade do (-)-tramadol em recaptadores de monoaminas,
enguanto que para a resposta antiedematogénica fica claro o
envolvimento dos receptores p-opioides. Acreditamos que, via receptor
p-opioides, o tramadol deve estar diminuindo a atividade da fibra
aferente primaria e desta forma inibindo a deflagracdo do RRD e
consequente diminuigdo da inflamagao neurogénica na articulagdo.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho reforga a possibilidade do tramadol intratecal como
tratamento em doencas articulares, especialmente as doencas de carater
cronico, sendo possivel reverter ndo somente a dor, como ja conhecido,
mas também o edema articular e reduzir caracteristicas inflamatorias. A
administragdo de baixas doses da droga pela via intratecal diminui a
probabilidade de efeitos adversos, que ja sdo reduzidos no tratamento
com tramadol quando comparado com outros opioides. Desta forma, o
tramadol intratecal parece ser uma forma segura de se tratar doencas
inflamatorias articulares. Apesar disso, mais estudos que avaliem o
extravasamento da droga do canal medular, biodisponibilidade e
seguranca devem ser realizados.
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ANEXO A

Anexo a esta tese seguem alguns resultados complementares do trabalho
de conclusdo de curso da aluna de iniciagdo cientifica Elba Marina
Miotto Mujica, o qual foi feito em conjunto a tese.

1. Contagem total e diferencial de células no liquido sinovial
de animais com artrite reativa induzida por
carragenina/LPS e tratados com tramadol.
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Figura Al.1: Efeito da administracdo intratecal do Tramadol (10ug/20uL)
na migracao celular. Os animais do grupo Salina e Tramadol receberam uma
inje¢do i.a. de carragenina (300ng/20uL) e trés dias apds uma injecdo i.a. de
LPS (30ng/50uL) na mesma articulagdo. Foi coletado o liquido sinovial retirado
da capsula articular inflamada e em seguida realizada a contagem total de
leucocitos (LT) — em A — e a contagem diferencial, observando-se o nimero de
leucdcitos Polimorfonucleares (PMN) — em B — e Mononucleares (MON) — em
C — presentes na amostra. O grupo Naive ndo recebeu nenhum tratamento e ndo
passou pelo processo de inducdo da artrite reativa.
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2. Avaliagdo das alteracBes morfoldgicas na articulacdo de
animais com artrite reativa induzida por carragenina/LPS e
tratados com tramadol.

Figura A2.1: Fotomicrografia da cartilagem articular (A) e da membrana
sinovial (B) da articula¢do do joelho dos animais Naive. Observa-se em A
que a superficie articular esta lisa, sem a presenca de floculacfes, e a camada
mais superficial da cartilagem articular estd separa pela tidemark. Em B
observa-se a presenca de grande nimero de adipécitos na membrana sinovial, e
de vasos sanguineos contendo hemacias em seu interior. A coloracdo utilizada
foi a de HE (Hematoxilina-Eosina) e a imagem foi obtida em lente objetiva de
40x.

Figura A2.2: Fotomicrografia da cartilagem articular (A) e da membrana
sinovial (B) da articulacdo do joelho dos animais com ReA tratados com
Salina. Em A observa-se a presenca de condrocitos na cartilagem articular, a
presenca de floculagGes na superficie articular e 0 0sso subcondral delimitando
a area da cartilagem articular. Em B observa-se a presenca de intenso infiltrado
inflamatério, que esta indicado na figura pelas setas em vermelho, a redugdo no
nimero de adipocitos (AD), quando comparado com as imagens do grupo
Naive, e a presenca de vasos sanguineos. A coloragao utilizada foi a de HE
(Hematoxilina-Eosina) e a imagem foi obtida em lente objetiva de 40x.
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Figura A2.3: Fotomicrografia da cartilagem articular (A e B) e da
membrana sinovial (C e D) da articulagéo do joelho dos animais com ReA
tratados com Tramadol. Em A observa-se a tidemark delimitando a &rea mais
superficial da cartilagem articular, com a presenga de condrécitos, indicados na
imagem pelas setas em branco, e de grupos is6genos. Em B observa-se a
invaginacao do osso subcondral (Os) e a faixa da cartilagem articular (CA). Em
C observa-se a camada intima e subintima e a presenga de células adiposas,
indicada na imagem pelas setas em preto. Em D observa-se a presenc¢a de vaso
sanguineo, indicado na imagem pela seta maior em vermelho, e a presenca de
infiltrado inflamatdério moderado, indicado na imagem pelas setas menores em
vermelho. A coloragéo utilizada foi a de HE (Hematoxilina-Eosina) e a imagem
foi obtida em lente objetiva de 40x.





