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RESUMO

OLIVEIRA, Angélica da Silva, Universidade Federal da Paraiba, setembro de 2013.
Efeito do tratamento com o antioxidante apocinina no desenvolvimento e manutencao

da dor neuropatica. Orientador: Dr. Luis Felipe Souza da Silva.

A dor neuropatica é considerada uma sindrome dolorosa de tratamento dificil. De acordo com
diversos estudos, as espécies reativas de oxigénio (ERO) atuam normalmente nos processos
celulares e seus niveis sao regulados por antioxidantes. Contudo, 0 aumento nos niveis das
ERO pode ser relacionado com o desenvolvimento e manutencdo de dor persistente, como a
neuropética. Adicionalmente, a lesdo de nervos periféricos pode levar a um aumento na
producdo dessas substancias. Tendo em vista que a administracdo de antioxidantes tem efeito
analgésico em dores neuropéticas, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de se
avaliar a participacdo das ERO periféricas no desenvolvimento e manutencdo da dor
neuropética induzida pela constricdo cronica do ciatico (CCC), especificamente, com a
finalidade de avaliar o efeito das administracdes sistémicas prévia, cronica e tardia, com o
antioxidante apocinina. A administracdo de apocinina previamente a CCC ndo preveniu a
hiperalgesia. Por outro lado, o tratamento cronico foi capaz de reduzir a hiperalgesia induzida
pela CCC no 3° e 7° dia do experimento. O tratamento tardio reduziu a hiperalgesia no 17°
dia. Assim, nossos resultados apontam para uma participacao das ERO no desenvolvimento e
manutencdo da dor neuropéatica. Além disso, a administracdo cronica pode prevenir,
temporariamente, o desenvolvimento da hiperalgesia. Enquanto que o tratamento tardio pode

promover uma reducao leve da hiperalgesia, mesmo apds a instalacdo da mesma.

Palavras-chave: alodinia; analgesia; radicais livres.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Angélica da Silva, Universidade Federal da Paraiba, september, 2013. Effect of
treatment with apocynin antioxidant in the development and maintenance of

neuropathic pain. Adviser: Dr. Luis Felipe Souza da Silva.

Neuropathic pain is considered a difficult treatment pain syndrome. According to studies,
reactive oxygen species (ROS) generally modulate cellular processes and its levels are
regulated by antioxidants. Conversely, increased levels of ROS may be related to the
development and maintenance of persistent pain, such as neuropathic pain. Additionally,
peripheral nerve injury can lead to increased production of ROS. Since the antioxidants
administration has analgesic effect in neuropathic pain, the current study was conducted in
order to evaluate the role of ROS in the development and maintenance of peripheral
neuropathic pain induced by chronic constriction of the sciatic (CCS), specifically, we
evaluated the effect of previous, chronic or delayed systemic administration of antioxidant
apocynin. Administration of apocynin prior to the CCS did not prevent the development of
hyperalgesia. On the other hand, chronic treatment reduced the hyperalgesia induced by CCS
on the 3rd and 7th day of the experiment. The late treatment reduced the hyperalgesia on the
17th day. Thus, our results point to an involvement of ROS in the development and
maintenance of neuropathic pain. In addition, chronic administration can prevent temporarily
the development of hyperalgesia. While the late treatment may promote a slight decrease in

hyperalgesia even after the installation of the same.

Keywords: allodynia, analgesia, free radicals.
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1. INTRODUCAO

A Associacdo Internacional para Estudo da Dor (IASP) define a dor neuropéatica como
sendo a “dor iniciada ou causada por uma lesdo primaria ou disfun¢do no sistema nervoso”
(MERSKEY; BOGDUK, 1994). Esta dor dura mais que a fase inicial da lesdo, podendo levar
a disturbios debilitantes que ndo sao passiveis de terapias medicamentosas convencionalmente
disponiveis (TODOROVIC; JEVTOVIC-TODOROVIC, 2013), como antiinflamatérios ndo
esteroidais e analgésicos opidides (WOOLF; MANNION, 1999; SCHOLZ; WOOLF, 2002),
por exemplo. Sendo refrataria a tratamentos, a dor neuropatica é considerada uma das
sindromes dolorosas de mais dificil tratamento, apresentando um consideravel desafio para os
clinicos (DWORKIN et al., 2003; RICE; HILL, 2006) e por este motivo diversos estudos sdo
realizados.

Dentre os principais sintomas da dor neuropdtica destacam-se a hiperalgesia e a
alodinia (OSSIPOV; PORRECA, 2009). A hiperalgesia consiste na resposta exagerada a um
estimulo doloroso, enquanto a alodinia € uma dor produzida por um estimulo normalmente
inécuo (WOOLF, 2004). Estas alteracdes sdo provocadas por lesdo de nervo periférico e
podem ser acompanhadas por déficits sensoriais e motores (ZIMMERMANN, 2001;
SOMMER, 2003).

Com a finalidade de estudar os mecanismos da dor neuropatica, diferentes métodos
sdo empregados em modelos animais (WALL et al., 1979; BENNETT; XIE, 1988; SELTZER
et al., 1990), como o de constricdo cronica do nervo ciatico (CCC), desenvolvido por Bennett
e Xie em 1988. Neste modelo os animais desenvolvem respostas comportamentais, sendo
estas sugestivas de dor espontanea, tais como: autotomia, protecdo do membro afetado,
lambedura excessiva e deslocamento do peso corporal para 0 membro sadio. Além disso,
quando estimulados os animais passam a apresentar hiperalgesia mecanica e térmica, bem
como alodinia mecénica e ao frio (BENNETT; XIE, 1988; ATTAL et al., 1990).

Estudos demonstraram que a lesdo em nervos periféricos resultou em um aumento na
producio de espécies reativas de oxigénio (ERO) (KHALIL et al., 1999; CiZKOVA et al.,
2002; TWINING et al., 2004; PARK et al., 2006). As ERO, ou radicais livres, tém sido
implicadas em vérias condigdes neuroldgicas degenerativas, como a doenga de Alzheimer, de
Parkinson, esclerose lateral amiotrofica, em disfungdes cerebrais por injuria ou
envelhecimento (OLANOW, 1992; COYLE; PUTTFARCKEN, 1993; BALAZS; LEON,
1994; GERLACH et al., 1994; GOTZ et al., 1994; JENNER, 1994; LEWEN et al., 2000).
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No tecido nervoso vérias reagdes enzimaticas normais produzem ERO como
subprodutos, no qual o vazamento de mitocondrias é a principal fonte de ERO intracelular
(SCHAPIRA; COOPER, 1992). Os niveis de ERO sdo regulados normalmente por
antioxidantes enzimaticos ou ndo ezimaticos. Dentre os enzimaticos tém-se a superoxido
desmutase (SOD), a glutationaperoxidase e a catalase, e nos antioxidantes ndo enzimaticos,
provenientes da dieta, tém-se as vitaminas C e E. Entretanto, em algumas situacfes, o
aumento nos niveis de ERO resulta em lesdo celular, o chamado estresse oxidativo. Este
aumento pode resultar de uma maior producdo de ERO ou por deficiéncia dos mecanismos
antioxidantes de defesa. As ERO atuam nos processos celulares em condi¢des normais, sendo
originadas a partir da reducdo incompleta do oxigénio a 4gua. Esta redugdo incompleta resulta
em moléculas de oxigénio altamente reativas, principalmente na forma de anions superéxido
(O;7), perdxido de hidrogénio (H,O,) e radicais hidroxila (HO") (FRIDOVICH, 1998).

Em relacdo a dor neuropatica, estudos demonstraram que a administragdo de
antioxidantes tem efeito analgésico em dores desse tipo (TAL, 1996; KHALIL; KHODR,
2001; KIM et al.,, 2004). O tratamento com sequestradores de ERO tempol, 5,5-
dimetilpirrolina-N-oxido (DMPO), edaravone ou vitamina E reverteram temporariamente a
alodinia desenvolvida apds a ligadura realizada em nervo de ratos (KIM et al., 2004; KIM et
al., 2006; MAO et al., 2009). Além disso, a CCC produziu um aumento na expressdo das
ERO no nervo, nos cornos dorsal e ventral da medula espinhal, bem como no géanglio da raiz
dorsal (VARIJA et al., 2009).

Dentre os sistemas produtores de ERO, a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidase (NADPH oxidase) consiste num multicomponente de um sistema enzimatico,
expresso em varios tipos de células, que catalisa a reducdo de moléculas de oxigénio
utilizando elétrons para formar anions superoxido (NAUSEEF, 2008; KATSUYAMA et al.,
2012; KLENIEWSKA et al., 2012). Recentemente, a NADPH oxidase vem sendo implicada
no desenvolvimento de sensibilizagdo central associada a hiperalgesia inflamatoria (I1BI et al.,
2008), sendo mais expressada em células imunitarias e em leucdcitos, entretanto sabe-se que
varios componentes proteicos da NADPH oxidase sdo expressos em neur6nios, astrocitos e
microglia (GREEN, 2001; ABRAMOV, et al., 2004; TEJADA-SIMON, et al., 2005). Este
complexo enzimatico possui subunidades multiplas, que em condi¢des normais segregam para
0 citoplasma e compartimentos da membrana plasmatica. Em resposta a estimulos, as

subunidades citosélicas (p47™H%, p67°H* e p40™H) translocam-se para a membrana e se
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associam com componentes desta (gp9 e p2
posteriormente, liberar radical superdxido livre (DELEO; QUINN, 1996; BABIOR, 1999).

A apocinina (4'-hidroxi-3'methoxiacetofenona) impede a fosforilacdo da serina

) para montar a oxidase funcional e,

p47°H9%  ploqueando sua associacdo com gp91™H*, reduzindo assim, a ativacdo da NADPH
oxidase (SIMONS et al., 1990; STOLK et al., 1994). Tém-se utilizado a apocinina como uma
das drogas mais promissoras em modelos experimentais de doencas nas quais ha o
envolvimento de ERO, como por exemplo, em patologias vasculares, inflamatorias e
neurodegenerativas (PETRONIO et al., 2013). No estudo realizado por KIM et al. (2013) foi
demonstrado que a apocinina ao ser administrada por via intraperitoneal, durante quatro dias,
na dose de 30mg/kg, possui um efeito neuroprotetor em ratos. TIM et al. (2010) mostraram
gue a apocinina age sobre a NADPH oxidase, atenuando a hiperalgesia induzida, nas doses de
25, 50 e 100 mg/kg, sendo este efeito maior a medida que se aumenta a dose.

Diante do que foi exposto, diversos estudos sugerem que um aumento nas ERO esta
associado ao desenvolvimento da dor neuropatica. Desta forma, o presente estudo foi
conduzido com o objetivo de se avaliar a participacdo das ERO periféricas no
desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica induzida pela CCC, especificamente,
avaliar o efeito das administracGes sistémicas prévia, crénica e tardia, do antioxidante

apocinina, no desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica.
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2. METODOLOGIA
2.1. Animais

Para a realizacdo dos procedimentos foram utilizados 45 ratos Wistar, pesando entre
200 e 250 gramas (g). Os animais ficaram alojados em grupos de seis, em caixas plasticas,
alimentados com ragdo granulada e &gua ad libitum, sendo o ciclo claro-escuro de 12 horas
(inicio do periodo claro as 06:00 horas) e com a temperatura controlada. Todos os protocolos
experimentais realizados estavam de acordo com as normas e principios éticos de
experimentacdo em animais de laboratorio, estabelecidos pelo Comité Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pela Comissdo de Etica para Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal da Paraiba.

2.2. Constricdo Cronica do Nervo Isquiatico

A CCC consiste num procedimento utilizado com a finalidade de retardar a
vascularizagdo perineural, sendo esta realizada a partir de uma constricdo no nervo isquiatico
dos animais. Esta leséo foi realizada como o modelo descrito por Bennett e Xie em 1988. Para
a execucdo dos procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados previamente, por
via intraperitoneal, com uma associacdo de cloridrato de cetamina (75 mg/Kg) e xilazina (20
mg/kg). Apb6s o procedimento anestésico foram feitas tricotomia e antissepsia com alcool
iodado no local da incisdo, sendo esta realizada na por¢do média da coxa esquerda, e em
seguida, a disseccao do biceps femoral para exposi¢cdo do nervo. Ao ser exposto, a trifurcacao
existente no nervo isquiatico foi localizada, e a partir desta foram feitas quatro ligaduras com
fios de algoddo (4.0) em torno do nervo com aproximadamente um milimetro de espagcamento
entre elas. Finalmente, a incisdo foi suturada com fios de algod&o (4.0) e uma nova antissepsia
foi realizada. Vale ressaltar que os animais controles foram submetidos ao mesmo
procedimento cirargico, entretanto ndo receberam o tratamento com antioxidante. Logo apds,
os animais operados foram colocados em caixas individuais com agua e racao ad libitum, até
que se recuperassem da anestesia, e depois foram transferidos para as caixas onde estavam

alojados anteriormente, com 0s outros animais.
2.3. Droga Utilizada

Com a finalidade se reverter o efeito da CCC, no presente estudo foi utilizado o
antioxidante 4'-hidroxi-3'methoxiacetofenona (apocinina; Sigma), na dose de 60 mg/kg,
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dissolvido em partes iguais de solucdo fisiologica estéril [NaCl 154 mM (0,9%)] e dimetil
sulfoxido (DMSO; Sigma). A diluigdo da apocinina em DMSO foi administrada nos animais
do grupo tratado, ja o grupo controle recebeu apenas DMSO associado a solucao fisioldgica,
em partes iguais. Em todos os protocolos a administracdo de apocinina ou DMSO foi

realizada por via intraperitoneal.

2.4. Testes Comportamentais para Alodinia e Hiperalgesia

Para a realizacdo dos testes comportamentais os animais foram colocados em
compartimentos de vidro, com15 cm de altura x 15 cm de largura x 20 cm de comprimento,
sobre uma tela de metal (FIGURA 1), a qual permitiu o acesso a regido plantar dos membros
dos animais. Estes foram previamente habituados a essa situacdo experimental, durante 30
minutos, por dois dias, antes do inicio dos testes comportamentais, porém nenhum teste foi
realizado. No dia do experimento, os animais foram habituados, também por 30 minutos e, na

sequéncia, foram testados para alodinia mecanica.

[

P

l
v

Figura 1. Animal sendo habituado a situacdo experimental.

A alodinia mecénica foi avaliada por meio da aplicagdo do von Frey eletronico na
regido plantar dos membros dos animais (FIGURA 2, A). O von Frey eletrénico consiste em
um equipamento capaz de registrar a forca exata aplicada sobre uma ponteira de polipropileno
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conectada a ele (FIGURA 2, B). Esta ponteira é aplicada perpendicularmente a area central e
plantar, com um aumento gradual na pressao aplicada até que o animal retire seu membro da
origem do estimulo (VIVANCOS et al., 2004). A pressdo em gramas registrada
automaticamente no equipamento foi considerada como sendo o limiar de retirada da pata
(LRP). A redugdo no LRP foi considerada como hipersensibilidade ou alodinia cuténea e o

aumento como analgesia cutanea.

Figura 2. Teste de Alodinia Mecanica. A: aplicacdo do von Frey eletrdnico na regido plantar
do membro do animal; B: von Frey eletronico.

2.5. Protocolos Experimentais

2.5.1. Experimento 1: Efeito do Tratamento Prévio

Os animais foram divididos em dois grupos de seis e submetidos a CCC, recebendo
injecbes de DMSO (grupo controle) ou apocinina (grupo tratado), durante trés dias, sendo no
3° dia submetidos a cirurgia de CCC. Os testes comportamentais (descritos anteriormente)
foram realizados previamente as inje¢des, antes da cirurgia (a chamada linha de base, LB) e
no 3°, 7° e 14° dia apos a sua realizacdo (FIGURA 3).

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vivancos%20GG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15060709

Administragdo

Apocinina ou DMSO
1
I A
12 - 32 dia pré CCC 3 dias pods CCC 7 dias pos CCC 14 dias pos CCC
Teste Teste Teste Teste Teste
e Cirurgia

Figura 3. Esquema ilustrando o protocolo experimental realizado no experimento 1.

2.5.2. Experimento 2: Efeito do Tratamento Cronico

Os animais foram divididos em dois grupos, um contendo nove (grupo controle) e
outro seis (grupo tratado). Estes foram submetidos a CCC, recebendo injecdes diarias de
DMSO ou apocinina, a partir do primeiro dia poés-cirurgico, por todo periodo experimental,
excetuando-se o Ultimo dia. Os testes comportamentais foram realizados previamente a
cirurgia (LB) e no 3°, 7° e 14° dia ap0s a sua realizacdo (FIGURA 4).

Administragao Apocinina ou DMSO

1
I 1
3 dias pos CCC 7 dias pos CCC 14 dias pos CCC
Teste Teste Teste Teste

e Cirurgia

Figura 4. Esquema ilustrando o protocolo experimental realizado no experimento 2.

2.5.3. Experimento 3: Efeito do Tratamento Tardio

Os animais foram divididos em dois grupos de nove e submetidos a CCC, recebendo
injecGes de DMSO (grupo controle) ou apocinina (grupo tratado), por sete dias, a partir do 14°
dia pds-cirargico. Os testes comportamentais foram realizados previamente a cirurgia (LB) e
no 3°, 79, 14°, 17° e 21° dia apos a sua realizagdo (FIGURA 5).
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Administragdo

Apocinina ou DMSO
1

3 dias pos CCC 7 dias ps CCC 14dias posCCC 17 dias pos CCC 21 dias pos CCC

P 1 1 1

Teste Teste Teste Teste Teste Teste
e Cirurgia

Figura 5. Esquema ilustrando o protocolo experimental realizado no experimento 3.

2.6. Analise dos Resultados

Os resultados foram expressos em valores médios + o erro padrdo da média (EPM).
Para andlise dos testes algesimétricos foi utilizada uma andlise de varidncia de duas vias (two-
way ANOVA) para medidas repetidas, em que as varidveis foram o tempo (fator repetido) e o
tratamento (fator independente), seguido por um pos-teste de Tukey para avaliar as diferencas

entre os grupos. Os dados foram considerados estatisticamente significantes para p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Tratamento Prévio

No experimento 1 a CCC produziu uma hiperalgesia nos animais do grupo controle a
partir do 3° dia apds a cirurgia (FIGURA 6), indicada por uma reducdo no LRP, de 44,189 +
3,479 na medida basal para 24,37g + 2,169. Esta reducdo permaneceu por todo o experimento,
sendo a medida no 7° dia de 27,099 = 2,949 e de 19,869 + 4,04g no 14° dia. O tratamento
prévio com apocinina ndo foi capaz de prevenir o desenvolvimento da hiperalgesia, uma vez
que nos animais tratados também foi verificada a presenga de hiperalgesia apds a cirugia
(FIGURA 6). Neste grupo o LRP na medida basal foi de 40,889 + 2,779, reduzindo no 3° e 7°
dia para 22,52¢g + 1,999 e 18,35g + 2,17g, respectivamente, apresentando como medida no 14°
dia 17,469 + 1,39g. A aplicacdo do teste estatistico ndo mostrou haver diferenca significativa
entre os grupos controle e apocinina (p > 0,05).

= 60-
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Figura 6. Representacdo grafica das variacbes médias + EPM, em gramas, no LRP dos
animais tratados previamente com apocinina, bem como o respectivo controle (DMSO),
testados 3 dias antes das injecdes (3 d.a.), antes (L.B.) e em 3, 7 e 14 dias ap0s a cirurgia.

Tendo em vista que a NADPH oxidase tem sido recentemente implicada no
desenvolvimento de sensibilizacdo central, associada a hiperalgesia inflamatéria e que a
apocinina diminui a ativacdo da NADPH oxidase (SIMONS et al., 1990; STOLK et al.,
1994), viu-se a possibilidade deste antioxidante atuar, de certa forma, como analgésico,
interfirindo assim nas medidas basais do LRP. Levando esta hipotese em consideracéo,
também foi realizado um teste de alodinia mecéanica antes de se iniciar o tratamento,
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entretanto ndo houve diferenga estatistica ao realizar a comparagdo (FIGURA 6). No grupo
controle a medida trés dias antes da cirurgia foi de 45,519 + 4,159 e no dia da cirurgia foi de
44,18 + 3,47. Em relacdo ao grupo tratado, a primeira medida foi de 43,479 + 3,02 e 40,889 *
2,779 a obtida trés dias apds as injecdes.

Neste sentido, os resultados do presente trabalho indicam que a CCC foi capaz de
induzir a dor neuropatica nos animais. Entretanto, o tratamento prévio com apocinina foi

incapaz de prevenir o desenvolvimento da hiperalgesia.

3.2. Tratamento Crénico

No experimento 2, novamente a CCC produziu uma reducdo significativa no LRP
(FIGURA 7), passando de 42,39g + 5,469, na medida basal, para 20,07g + 3,11g no teste
realizado trés dias ap0s a cirurgia, 21,10g + 2,799 no 7° dia e 20,91 + 1,84g no 14° dia nos
animais do grupo controle. Os resultados do tratamento cronico mostraram que a
administracdo sistémica de apocinina reduziu a hiperalgesia produzida pela CCC (FIGURA
7). Os valores do LRP dos animais tratados com apocinina foram de 42,359 = 4,409 na
medida basal, reduzindo para 34,009 + 2,13g no 3° dia ap06s a cirurgia e 34,609 + 2,989 no 7°
dia, no 14° dia os animais apresentaram uma reducdo no LRP atingindo valores de 22,809 +
4,769. A analise estatistica mostrou uma diferenca significativa entre 0s grupos apocinina e
DMSO nas medidas do 3° e 7° dia (p < 0,05).
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Figura 7. Representacdo grafica das variagfes médias £+ EPM, em gramas, no LRP dos
animais tratados cronicamente com apocinina, bem como o respectivo controle (DMSO),
testados antes (L.B.) e em 3, 7 e 14 dias apdés a cirurgia. * P < 0,05 em compara¢do com o
grupo controle.
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Assim, nossos resultados sugerem que na primeira semana apos a lesdo do nervo, o
tratamento crénico com apocinina é capaz de prevenir o desenvolvimento da dor neuropética.
Contudo, ap6s 14 dias mesmo com o tratamento crénico houve a instalacdo de dor

neuropatica.
3.3. Tratamento Tardio

Como visto anteriormente nos outros protocolos experimentais, a CCC foi capaz de
induzir a hiperalgesia. Esta foi observada em ambos os grupos deste experimento (FIGURA
8). No grupo controle a medida do LRP basal foi de 33,439 + 1,42g, reduzindo no 3° dia ap0s
a cirurgia para 16,51g + 1,169, no 7° dia o LRP foi de 18,249 + 047g, 19,979 + 1,109 no 14°
dia, no 17° foi de 18,499 * 1,479 e no ultimo dia de 19,229 + 1,25g.

No grupo tratado com apocinina o LRP dos animais na medida basal foi de 36,789 +
3,12g, a partir do 3° dia houve uma queda no LRP para 16,769 + 0,969 e esta se manteve no
sétimo dia (19,789 + 0,36g). No 14° dia, apds o inicio da administracdo da apocinina, foi
observado um leve aumento no LRP, sendo a medida 23,189 + 1,32g, este aumento atingiu
valores estatisticamente significativos no 17° dia, sendo o LRP de 23,649 +£1,62g (p < 0,05).
Contudo no 21° dia houve uma reducdo no LRP para 21,79g + 1,54g.
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Figura 8. Representacdo grafica das variagfes médias £+ EPM, em gramas, no LRP dos
animais tratados tardiamente com apocinina, bem como o respectivo controle (DMSO),
testados antes (L.B.) e em 3, 7, 14, 17 e 21 dias apoés a cirurgia. * P < 0,05 em comparagéo
com o grupo controle.
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Desta forma, os resultados do presente experimento indicaram que o tratamento com
antioxidante ap0s a instalacdo da dor neuropética pode reduzir a hiperalgesia, entretanto essa

reducao ocorre apenas nos primeiros dias de tratamento.
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4. DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, através do teste para avaliacdo da
alodinia mecanica, é possivel afirmar que no 1° protocolo experimental a CCC induziu
hiperalgesia em ambos 0s grupos e que o tratamento prévio com antioxidante ndo impediu a
instalacdo da mesma. Por outro lado, o tratamento cronico foi capaz de amenizar o
desenvolvimento da dor neuropética no 3° e 7° dia apds a lesdo do nervo. No caso do
tratamento tardio a administracdo de apocinina foi realizada em animais que j& apresentavam
a dor neuropética completamente instalada, sendo capaz de reduzir a hiperalgesia apenas nos
trés primeiros dias de tratamento.

Os resultados sugerem que o bloqueio prévio na formacdo das ERO pela
administragdo do antioxidante apocinina nédo interfere no aparecimento da dor neuropatica
induzida pela CCC. Assim, € provavel que as ERO ndo estejam envolvidas com as alteracdes
que ocorrem durante a lesdo e que seriam responsaveis pelo surgimento da dor neuropatica.
Contudo, alguns estudos mostram o impedimento da hiperalgesia de forma prévia, mas a
partir do bloqueio das sinapses excitatorias no bulbo rostralventromedial (RVM), antes da
lesdo do nervo isquidtico, retardando o desenvolvimento da dor neuropédtica (WEI;
PERTOVAARA, 1999; SANOJA et al., 2008). O tratamento com substancias que removem
os radicais superoxido € eficaz no alivio da hiperalgesia em ratos com CCC (TAL, 1996). De
acordo com estes estudos, nos quais é possivel retardar a dor tratando previamente e que 0 uso
de antioxidantes € eficaz, juntamente com a hipétese de que quando as ERO foram produzidas
a partir da CCC, o tratamento antioxidante ja estava presente, atuando sobre estas espécies
reativas, sequestrando-as e, consequentemente, reduzindo a hiperalgesia que a dor neuropatica
pode provocar, acreditava-se na eficacia deste tipo de tratamento, o que néo foi possivel.

Provavelmente as ERO participam da dor neuropatica ndo no inicio, mas sim durante o
seu desenvolvimento e outros mecanismos, além das ERO, parecem estar envolvidos na dor
neuropatica, como os ligados a inflamacdo. Em casos de inflamacdo pode ocorrer uma
resposta imune aberrante, resultando numa neuroinflamacdo excessiva do sistema nervoso
periférico ou do sistema nervoso central, tendo estes como exemplos a sindrome de Guillain-
Barré e a esclerose mdltipla, respectivamente (SOLARO et al., 2004; RUTS et al., 2010). A
neuroinflamacdo tem sido implicada de maneira crescente na patogénese da dor neuropética,
como um componente integrante do progressivo processo neurodegenerativo, bem como tem
sido detectado com frequéncia em pacientes com este tipo de dor e em modelos animais
experimentais (GAO et al., 2003). Além disso, diversas causas de dor neuropatica (como por
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exemplo, a neuropatia traumatica e a lesdo da medula espinhal) estdo, em si, associadas a
inflamacdo excessiva, que pode estar envolvida tanto na iniciagdo como na manutencdo da
dor persistente (ELLIS; BENNETT, 2013). Entretanto a NADPH oxidase tem sido implicada
no desenvolvimento de sensibilizacdo central associada a hiperalgesia inflamatoria e, a
apocinina diminui a ativacdo da NADPH oxidase (SIMONS et al.,, 1990; STOLK et al.,
1994).

No tratamento cronico pode-se perceber a eficacia da apocinina no 3° e 7° dia apos a
CCC, sugerindo que esta droga atuou em mecanismos envolvidos com o inicio da dor
neuropética (efeito sobre a inflamag&o), bem como no desenvolvimento desta dor (atuando
sobre as ERO), j& que a apocinina age sobre a NADPH oxidase e esta esta relacionada com a
hiperalgesia inflamatdria, sendo um sistema produtor de ERO. E necessério ressaltar que no
14° dia ap6s a CCC a hiperalgesia foi desenvolvida. Provavelmente este tratamento foi capaz
de retardar o acumulo das ERO, impedindo provisoriamente o desenvolvimento da
hiperalgesia, entretanto ndo foi capaz de elimina-la completamente. E possivel que o
sequestro de ERO tenha ocorrido, porém ndo foi suficiente para sequestrar todas as ERO
produzidas. Este excedente pode ter se acumulado lentamente até atingir um provavel limiar
necessario para o desenvolvimento da hiperalgesia. Outra possivel interpretacdo para estes
dados é a de que o acimulo das ERO pode levar ao desenvolvimento de dor neuropatica a
qualquer momento, enquanto a lesdo no nervo ndo seja curada totalmente. O efeito temporéario
pode ser visto em outros estudos (KIM et al., 2004; KIM et al., 2006; MAO et al., 2009), nos
quais o tratamento com sequestradores de ERO tempol, 5,5-dimetilpirrolina-N-oxido
(DMPO), edaravone ou vitamina E, reverteram temporariamente a alodinia desenvolvida ap6s
a ligadura de nervo em ratos. Possivelmente, com a manutencdo da lesdo no nervo ocorreu o
desenvolvimento tardio da hiperalgesia, 0 que denota que as ERO podem participar também
na manutencdo do processo doloroso cronico iniciado pela constri¢do do nervo isquiatico.

Um ponto importante que merece destaque foi o fato de que no tratamento prévio nao
se observou o efeito da administracdo da apocinina, contrario do ocorrido no crénico, iniciado
no primeiro dia apds a CCC e, este Gltimo tratamento estava relacionado com a inflamacao.
Desta forma, o esperado era que tratar previamente os animais fosse eficaz, também, sobre a
inflamacdo, mas, de acordo com um estudo recente experimentos futuros devem ser feitos
para a caracterizacdo completa da farmacocinética da apocinina e de seus parametros como a
biodisponibilidade, distribuicio, excrecdo, dentre outros (PETRONIO et al., 2013).
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Como j& dito anteriormente, as ERO parecem participar no desenvolvimento da dor
neuropética e esta hipotese pode ser confirmada ao observar os resultados do tratamento
tardio. Neste protocolo experimental a hiperalgesia provocada pela CCC foi revertida,
entretanto temporariamente, como discutido no segundo protocolo experimental, com o0s
estudos de Kim et al. (2004); Kim et al. (2006); Mao et al. (2009), j& que no Gltimo dia do
experimento (21° dia) ndo houve diferenca significativa no LRP. Estes estudos sugerem que
ERO excessivas podem estar envolvidas na dor neuropatica em sua geracdo e
desenvolvimento, sendo esta hipotese semelhante aos resultados obtidos aqui.

Varija et al. (2009) mostraram em um estudo que apoés sete dias da realizagdo da CCC
ocorreu a presenga significativa de hiperalgesia, e esta se manteve até o final do experimento.
Neste mesmo estudo também foi verificado que as ERO, bem como as enzimas removedoras
destas (como a SOD e a glutationa peroxidase), estavam aumentadas no nervo isquiatico, na
medula espinhal, na raiz dorsal e ventral, sendo este aumento observado ap6s o término do
experimento, com 30 dias. Nesse mesmo estudo foi concluido que as ERO desempenham um
papel importante na dor neuropatica.

No estudo de Petrénio et al. (2013) foi demonstrado que a apocinina ¢ uma droga
captadora de radicais livres relativamente fraca e como ja dito anteriormente, experimentos
futuros devem ser realizados para a caracterizacdo completa de sua farmacocinética e de seus
parametros como a biodisponibilidade, distribuicdo, excrecdo, dentre outros. Além disso, é
necessario determinar exatamente onde é/sdo o(s) sitio(s) de acdo da apocinina. Em trabalho
realizado com fenil N-terc-butylnitrone (PBN) e 5,5-dimethylpyrroline-N-6xido (DMPO)
interpretou-se que estes reagentes estavam atuando principalmente na medula espinhal, mas
que também tinham uma acdo em regides supra-espinhais. Assim, um efeito méaximo sera
produzido pela administracdo sistémica dos agentes que atravessem a barreira hemato-
encefalica e, portanto, atuam tanto a nivel espinhal quanto a nivel supra-espinhal (KIM et al.,
2004).
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5. CONCLUSAO

Diante do exposto, pode-se concluir que as ERO atuam no desenvolvimento e manutencgao
da dor neuropatica. A administracdo sistémica cronica do antioxidante apocinina previne,
temporariamente, o desenvolvimento da hiperalgesia causada pela CCC. Além disso, a
administracdo tardia, ap6s a instalacdo da dor neuropatica, é capaz de reverter a hiperalgesia

nos primeiros dias de tratamento.
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