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AVALIACAO DOS EFEITOS ANTINOCICEPTIVOS DO MAROPITANT EM
MODELO DE NEUROPATIA PER[FERICA INDUZIDA POR LESAO CONSTRITIVA
CRONICA EM RATOS

RESUMO

O maropitant € um antagonista seletivo dos receptores da neurocinina-1 (NK1) que
blogueia a agcdo da substancia P no sistema nervoso central e periférico e acredita-se
gue ele possa ser utilizado para o controle da dor neuropatica. Objetivou-se avaliar os
efeitos antinociceptivos e antiinflamatérios produzidos pela administracdo do
maropitant em ratos submetidos ao modelo de dor neuropética por constricdo crénica
do nervo ciatico. Foram utilizados 84 ratos submetidos a anestesia geral inalatoria
com sevofluorano para o procedimento de lesé&o constritiva crénica (LCC). O
tratatamento e avaliagcdes foram realizados sete dias apos a LCC com a neuropatia
estabelecida. Para tanto, o experimento foi dividido em trés etapas: na primeira etapa,
para determinar a curva dose-resposta, os animais foram divididos em oito grupos
(n=7): GCP — LCC e solucao salina 3 ml/kg/24q; GCN — exposicao e solucao salina 3
ml/kg/24q; GM3 - LCC e maropitant 3 mg/kg/24q; GM6 - LCC e maropitant 6
mg/kg/24q; GM15 - LCC e maropitant 15 mg/kg/24q; GM30 - LCC e maropitant 30
mg/kg/24q; GM50 - LCC e maropitant 50 mg/kg/24q e grupo Naive. As avaliacdes do
limiar nociceptivo mecéanico foram realizados com trinta minutos, uma hora e duas
horas apds os tratamentos. Na segunda etapa, 0s animais receberam as doses
efetivas de maropitant (GM15 e GM30), foram avaliados durante doze horas apos
aplicacdo do tratamento com intervalos de 2 horas, durante sete dias consecutivos. E
na terceira etapa foi avaliado o efeito do tratamento na ativacdo microglial (IBA-1) e
na atividade da Catalase. Em relacéo a curva dose-resposta a DEso foi 4,1 mg/kg, com
aumento do limiar mecéanico de 23,96%; 28,28%; 130,33% e 145,83% nas doses de
3, 6, 15 e 30 mg/kg, respectivamente. A dose de 50 mg/kg apresentou toxicidade em
100% dos animais. O grupo que recebeu Maropitant na dose 30 mg/kg/24q
apresentou aumento significativo do LNM em relacédo ao controle positivo a partir de
30 minutos de avaliacdo, com diferenca significativa comparada ao grupo que recebeu
15 mg/kg/24q apds duas horas de avaliacdo. Essa acdo antinociceptiva promovida
pelo farmaco perdurou durante dez horas apds aplicacédo e foi capaz de promover

reducdo na ativagcdo microglial marcada por IBA-1, assim como da atividade



enzimatica e expressao da catalase. Conclui-se que o uso do maropitant na dose de
30 mg/kg foi capaz de aumentar o limiar nociceptivo mecénico com duragéo de dez
horas consecutivas, e apresentou diminuicdo da atividade glial e da catalase no

mecanismo de neuropatia induzido por constricdo nervosa em ratos.

Palavras-chave: Analgesia. Dor neuropética. Glia. Hiperalgesia. Medula espinal.



EVALUATION OF ANTINOCICEPTIVE EFFECTS OF MAROPITANT IN A
CHRONIC CONSTRITION-INDUCED PERIPHERAL NEUROPATHY MODEL IN
RATS

ABSTRACT

Maropitant is a selective antagonist of neurokinic-1 (NK1) receptors that blocks the
action of substance P in the central and peripheral nervous system and is believed to
be used to control neuropathic pain. The aim of this study was to evaluate the
antinociceptive and anti-inflammatory effects produced by the administration of
maropitant in rats submitted to the neuropathic pain model due to chronic sciatic nerve
constriction. 84 rats submitted to general inhalation anesthesia with sevofluorane were
used for the procedure of chronic constrictive injury (CCI). Treatment and evaluations
were carried out seven days after CCIl with established neuropathy. Therefore, the
experiment was divided into three stages: in the first stage, to determine the dose-
response curve, the animals were divided into eight groups (n = 7): PCG - CCIl and
saline solution 3 ml/kg/24q; NCG - exposure and saline solution 3 ml/kg/24q; MG3 -
CCI and maropitant 3 mg/kg/24q; MG6 - CCIl and maropitant 6 mg/kg/24q; MG15 -
LCC and maropitant 15 mg/kg/24q; MG30 - CCI and maropitant 30 mg/kg/24q; MG50
- CCI and maropitant 50 mg/kg/24q and Naive group. The assessments of the
mechanical nociceptive threshold were performed at thirty minutes, one hour and two
hours after treatments; in the second stage, the animals received the effective doses
of maropitant (MG15 and MG30), were evaluated for twelve hours after application of
the treatment at 2-hour intervals, for seven consecutive days. After establishing the
curve and time, the effect of treatment on microglial activation (IBA-1) and Catalase
activity was evaluated. Regarding the dose-response curve, the ED50 was 4.1 mg/kg,
with an increase in the mechanical threshold of 23.96%; 28.28%; 130.33% and
145.83% at doses of 3, 6, 15 and 30 mg/kg, respectively. The 50 mg/kg dose showed
toxicity in 100% of the animals. The group that received Maropitant at a dose of 30
mg/kg/24q showed a significant increase in relation to the positive control after 30
minutes of evaluation, with a significant difference compared to the group that received
15 mg/kg/24q after two hours of evaluation. This antinociceptive action promoted by
the drug lasted for ten hours after application and was able to promote a reduction in

microglial activation marked by IBA-1, as well as enzyme activity and catalase



expression. It was concluded that the use of maropitant at a dose of 30 mg/kg was
able to increase the mechanical nociceptive threshold for ten consecutive hours, and

showed a decrease in glial and catalase activity in the neuropathy mechanism induced
by nervous constriction in rats.

Keywords: Analgesia. Glia. Hyperalgesia. Neuropathic pain. Spinal cord.
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1. INTRODUCAO

Uma nova definicdo para dor foi proposta, em que “a dor é uma experiéncia
angustiante associada a dano tecidual real ou potencial com componentes sensoriais,
emocionais, cognitivos e sociais” (WILLIAMS; CRAIG, 2016). Fisiologicamente,
funciona como sinalizacéo de uma leséo, desencadeando reacdes de protecao, tendo
importante funcdo de defesa. Porém, a dor ndo € somente uma sensacao
desagradavel, mas uma complexa modalidade sensorial essencial para sobrevivéncia
(PATEL, 2010).

Conforme a duracéo, a dor pode ser classificada como aguda, que possui
funcdo protetiva importante para a sobrevivéncia, alertando o individuo sobre iminente
dano tecidual; ou cronica, quando persiste por trés meses ou mais. Dor crdénica nao
tem finalidade protetiva, é considerada doenca Perse, trazendo sérias consequéncias
ao individuo, comprometendo a qualidade de vida do paciente (SALLUM; GARCIA;
SANCHES, 2012).

De acordo com a patogénese, a dor pode ser principalmente nociceptiva e
patolégica. A dor nociceptiva ocorre por ativacao fisioloégica de receptores ou da via
dolorosa e esta relacionada a lesao de tecidos 6sseos, musculares ou ligamentares.
A dor patoldgica refere-se a neuropatica e € definida como uma dor que pode se
desenvolver devido a danos no sistema nervoso central e/ ou sistema nervoso
periférico (BENNET et al., 2006).

Com prevaléncia de 10 - 18% na populacdo mundial, a dor neuropatica é uma
das principais modalidades de dor cronica (AUSTIN, 2012). Um estudo sugere que
1,5 bilhdes de pessoas sofram com dor crénica no mundo. No Brasil, mais de 1/3 da
populacéo relata que a dor crébnica compromete as atividades habituais e mais de 3/4
considera que limita as atividades cotidianas, relacdes sociais e familiares (COLLOCA
et al., 2017). Devido a dor, cerca de 50% a 60% dos individuos tornam-se parcial ou
totalmente incapacitados, transitoria ou permanentemente (ARONOFF, 2016).

A dor neuropatica € comum em pacientes humanos e animais em afeccdes
como o cancer, apés acidentes automobilisticos, cirurgiaS, lesdo medular, neuralgia
pOs-herpética, dentre outras. E capaz de gerar dores principalmente a noite,
prejudicando o sono, o trabalho e atividade fisica, principalmente em quem tem

alodinia. Dessa forma os pacientes podem desenvolver depressao com reducéo na
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qualidade de vida, tornando o tratamento mais dificil e cansativo (VAN HECKE et al.,
2014).

O avanco recente da ciéncia do bem-estar animal agugou o senso critico sobre
a necessidade de prevencao e tratamento adequado da dor cronica nos animais.
Nesse contexto, dificuldades no diagnéstico e na avaliagdo precisa da dor
representam desafios para o médico veterinario e o eventual desconhecimento acerca
dos farmacos analgésicos disponiveis para o controle da dor cronica dificultam o
manejo adequado, que tem importancia direta sobre o bem-estar e a recuperacao do
paciente (MATHEWS et al., 2014).

Existem medicamentos para o tratamento da dor neuropatica, porém, muitas
vezes nao sao eficazes ou tém efeitos adversos que prejudicam a qualidade de vida
e podem ainda desenvolver tolerancia (MAINTJES, 2012). Os estudos envolvendo a
fisiopatologia da dor cronica tem se tornado cada vez mais frequentes pois,
clinicamente, ha um grande interesse na utilizacdo de farmacos capazes de prevenir
gue dores agudas se tornem crdnicas ou de modular os eventos neurologicos e, com
isso, a necessidade de novos agentes terapéuticos (POSSO et al., 2016).

A inflamacdo neurogénica desempenha um papel na resposta a lesdo
secundaria ap0s uma lesdo no sistema nervoso central (SNC), incluindo leséo
traumatica e acidente vascular cerebral. A substancia P (SP) é um neurotransmissor
e um neuromodulador, capaz de ligar-se a receptores NK1, responsavel por modular
a resposta dolorosa e inflamatéria e sua liberacdo € dependente da frequéncia e
amplitude do insulto (CORRIGAN et al., 2015). Nessa perspectiva, acredita-se que a
inibicdo da acdo da SP com antagonista NK1 seja benéfica para modular o processo
inflamatorio e nociceptivo de dores crénicas.

Estudos tém demonstrado que a utilizacdo do maropitant (Cerenia; Pfizer
Animal Health), antagonista seletivo do receptor NK1 promove potencializacdo da
anestesia inalatoria em ratos, por reduzir a concentracdo alveolar minima (CAM), o
gue sugere uma possivel acdo analgésica (AGUADO et al., 2015), além da acéo
antiinflamatéria em modelo de pancreatite aguda induzida (TSUKAMOTO et al., 2018).

Neste contexto, foram formuladas as seguintes hipéteses:

1) O uso do maropitant & capaz de proporcionar efeito antinociceptivo em modelo

de lesdo nervosa constritiva crbnica em ratos.
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2) A utilizacdo do maropitant promove uma reducdo dos eventos inflamatorios
gue desencadeiam 0s processos nheurodegenerativos na dor neuropatica
periférica.

3) A utilizagdo do maropitant é capaz de diminuir a ativacdo microglial
desencadeada durante a dor neuropatica periférica.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos antinociceptivos e antiinflamatorios do maropitant, em
diferentes doses, em ratos submetidos a modelo experimental de dor neuropética por

lesao constritiva crénica.

2.2 Objetivos especificos:

- Determinar uma curva dose resposta do maropitant mediante o limiar
nociceptivo mecanico;

- Determinar o periodo habil do efeito antinociceptivo do maropitant na
neuropatia periférica induzida pela constricdo nervosa,

- Verificar o efeito do tratamento com maropitant na ativacdo microglial e na

atividade da catalase na neuropatia periférica.
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3. CAPITULO |

FISIOPATOLOGIA DA DOR
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3.1 Fisiopatologia da Dor

A dor é uma experiéncia multidimensional, que envolve componentes
sensoriais, afetivo-emocional e cognitivo, que esta associada a dano real ou potencial
de tecidos. Devido a sua complexidade e subjetividade, compreender e avaliar a dor
torna-se uma tarefa primordial aos profissionais de saude (PATEL, 2010).

As terminacBes nervosas periféricas chamadas nociceptores captam o0s
estimulos nocivos e os transmitem para o corno dorsal da medula espinal através das
fibras nervosas A-delta e C. Na medula, ocorre o processo de modulacdo e, em
seguida, neurbnios de projecdo transmitem o estimulo para centros supra-espinais
como mesencéfalo, diencéfalo e cortex cerebral (BASBAUM et al., 2009).

Os nociceptores estéo presentes em diferentes tecidos como pele, musculos,
articulacdes, vasos, meninges, 0ssos e visceras (KLAUMANN et al., 2008) e séo
sensibilizados quando o estimulo excede o limiar de ativagdo (MUIR 1ll, 2009). Podem
ser estimulados por qualguer agente nocivo aos tecidos e sdo sensiveis a
temperatura, a vibracao, a distenséao e a substancias quimicas liberadas por células
danificadas (MOFFAT; RAE, 2011). Dessa maneira, a dor pode ser provocada por
pressdes excessivas, pela acdo caustica de agentes quimicos, pela temperatura
acima de 45°C ou pelo frio intenso (JENSEN, 2008; TRACEY, 2017).

As fibras A-delta sdo mielinizadas de médio diametro e transmitem de maneira
rapida a informacdo de dor aguda, chamada de primeira dor. As fibras C ndo séao
mielinizadas, tém diametro pequeno e transmitem de maneira lenta os potenciais de
acao responsaveis pela segunda dor, descrita como uma sensac¢ao de queimacao ou
ardor. As fibras AR possuem maior diametro, tém conducgéo rapida e transmitem os
estimulos mecanicos inécuos como o toque e pressdo (BASBAUM et al., 2009).

A transmissdo da informacao algica no sistema nervoso central ocorre nas
sinapses entre as fibras aferentes primarias com os interneurdnios, neurdnios
proprioespinhais e neurénios de projecdo. E efetuada por neurotransmissores que
possuem receptores especificos nos neurdnios da medula espinal. Os principais
neurotransmissores excitatérios sdo o glutamato, substancia P, peptideo relacionado
ao gene da calcitonina e aspartato (BEAR et al., 2008).

Essas substancias agem em receptores excitatorios pos-sinapticos como o N-

metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4isoxazolepropionato (AMPA),
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neurocinina (NK) e cainato. Os primeiros receptores que séo ativados sdo o AMPA,
cainato e NK; quando o estimulo doloroso se torna persistente, os receptores NMDA
séo ativados (BASBAUM et al., 2009; BELL, 2018).

Em seguida, os neurodnios de projecdo das vias ascendentes transmitem a
informacgéo sensorial para centros supra-espinais através dos tratos espinotalamicos
e espinoreticular. Os neurbnios da via ascendente carreando as informacgdes
nociceptivas inervam o talamo, mesencéfalo, diencéfalo e cortex cerebral onde ocorre
a percepcao e formulacdo de uma resposta (BOURNE et al., 2014).

Existe um sistema de analgesia enddgeno que compreende as vias
descendentes antinociceptivas noradrenérgicas e serotoninérgicas, opioides e a
liberacdo de neurotransmissores inibitérios como a glicina e o GABA. Essas vias
atuam modificando a liberacdo de neurotransmissores como GABA e glicina,
enquanto os opioides agem em receptores opioides especificos (ELISSON, 2017).

Apos lesdo em um tecido, ocorre liberacao local e difusa de ions K+ e H+, ATP,
prostaglandinas, bradicininas e fatores de crescimento dos nervos, ativando assim os
nociceptores periféricos (SOMMER, 2016). A resposta inflamatéria produzida ativa
mastocitos, linfocitos, neutréfilos, os quais liberam substancias vasoativas como
histamina e substancia P, que sensibilizam ainda mais os nociceptores, resultando em
uma hiperalgesia primaria. Esse processo € conhecido como sensibilizacédo periférica
e ativa nociceptores silenciosos de alto limiar das fibras aferentes primarias (BELL,
2018).

Com a sensibilizacdo periférica e aumento da excitabilidade das fibras
aferentes AB e C, ocorrem mudangas no corno dorsal da medula espinal. Os
neurotransmissores inibitdrios como GABA e glicina sado inibidos, ocorrem mudancas
neuroquimicas do receptor NMDA, neurocininas e morte de interneurénios. Devido ao
aumento da excitabilidade das fibras A-delta e C, aumenta a despolarizacdo pos-
sinaptica no corno dorsal mediada apés ativacdo do receptor NMDA pelo glutamato e
dos receptores da neurocinina pela substancia P. As fibras AB passam a transmitir
informacé&o dolorosa. Essas mudancas sdo conhecidas como sensibilizacao central e
levam a hiperalgesia secundaria, caracterizada por dor ao redor da area lesionada e
alodinia, quando um estimulo in6cuo passa a produzir dor (HELLYER et al., 2012).

A dor pode ser dividida em dois tipos: dor aguda e dor cronica. A dor aguda é

temporaria, geralmente surge apds um evento traumatico ou inflamatério, como
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cirurgia, corte acidental com instrumento cortante e outros tipos de lesdes. J& a dor
cronica é caracterizada por um processo algico que perdura por um longo periodo,
usualmente mais de trés meses. Esta dor ndo tem funcao fisiologica e passa a ter um
carater debilitante, diminuindo a qualidade de vida do paciente. Seja ele humano ou
animal, € um desafio por ndo responder de maneira adequada aos tratamentos
convencionais (MAINTJES, 2012; ELLISON, 2017).

A dor ainda pode ser classificada em soméatica, que é proveniente da pele,
musculos, articulacdes, 0ssos ou ligamentos (CHERUBINO et al., 2012) e dor visceral,
qgque ocorre em 6rgdos abdominais e toracicos. Em medicina veterinaria, o
conhecimento sobre a dor visceral ainda € escasso (CATANZARO et al., 2016). Em
humanos, a dor visceral é descrita como mal localizada, difusa, profunda e pontiaguda
(ELLISON, 2017).

A dor pode ser classificada quanto aos mecanismos fisiopatologicos em dor
nociceptiva, e neuropatica. Na nociceptiva, as vias nociceptivas se encontram
preservadas, sendo ativadas pelos nociceptores de tecidos cutaneos (Dor somatica)
ou profundos (Dor visceral) e induz respostas protetoras para impedir 0 agravamento
da leséo pelo estimulo nocivo (KLAUMANN et al., 2008). Ja na neuropatica, as vias
nociceptivas apresentam alteracdes na estrutura e /ou funcéo, resultante de lesdo
seletiva do trato neoespinotalamico (Dor central) ou resultante de lesfes no sistema

nervoso periférico (Dor periférica) (MCKUNE et al., 2012).

3.2 Dor Neuropatica

Originalmente, o termo dor neuropatica foi utilizado para descrever apenas a
dor proveniente de neuropatias periféricas e a dor central para lesdes do sistema
nervoso central (TREEDE et al., 2008). No entanto, posteriormente definiu-se que a
dor neuropatica é uma dor crénica causada por uma consequéncia direta de lesdo ou
disfuncdo dos axbnios ou corpo dos neurdnios que cause interrupcdo da bainha de
mielina, tanto no sistema nervoso periférico quanto no central (MIYAZAKI;
YAMAMOTO, 2012).

Danos ou doencas dos axbnios e da bainha de mielina prejudicam a habilidade

de conduzir impulsos nervosos, causando hipoestesia (sensagéo reduzida ao estimulo
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de dor) e dorméncia, juntamente com o déficit da funcdo motora (MATHEWS, 2008).
Em particular, a dor neuropatica é caracterizada por estimulo de dor persistente
independente (dor espontanea) seguido de percepc¢ao sensorial anormal, tal como
hiperalgesia (aumento da intensidade da resposta a estimulos nocivos), disestesia
(sensacdo anormal desagradavel de dor) e alodinia (dor em resposta a estimulos
in6cuos) (BARON et al., 2010).

A ocorréncia de lesBes no sistema nervoso periférico (SNP) e na medula
espinal contribui para o desenvolvimento da dor neuropética. A lesdo de tecidos ou
nervos ndo apenas ativa as fibras nociceptivas produzindo dor aguda como também
inicia uma série de mudancas nas propriedades dos nociceptores (WOOLF, 2011). As
alteracbes geradas no potencial de membrana celular levam a ativacdo de canais
ibnicos, aumento na liberacdo de neurotransmissores, facilitacdo na transmisséo
excitatéria, e ativacdo dos neurbnios da medula espinal (sensibilizacdo central)
(KLAUMANN et al., 2008).

Apos lesado de nervo, alguns pacientes desenvolvem alteragdes na distribuicéo
e conformacao de canais iGnicos, especialmente canais de sddio, que promovem
aumento da excitabilidade axonal das fibras C nociceptivas. Tal excitabilidade &,
muitas vezes, gerada longe do foco da leséo inicial, sendo chamada de descargas
ectopicas, mas € capaz de acarretar o surgimento de sintomas de caracteristicas
neuropatica (JENSEN, 2008).

Além de causar alteracGes periféricas como, por exemplo, perda de forca
muscular, as lesdes no SNP também podem alterar regibes subcorticais,
desencadeando estimulos prolongados em aferentes primarios. Dessa forma,
promovem sensibilizacdo, podendo ocasionar uma reducao do limiar nociceptivo ou
aumento das respostas aos impulsos aferentes, contribuindo assim para o
desenvolvimento e manutenc¢éo da dor neuropética (SIQUEIRA et al., 2001).

Apbs a lesdo, ocorrem processos inflamatérios que desencadeiam um estado
hiperexcitavel conhecido como sensibilizacdo periférica. Na maioria dos pacientes,
esse estado desaparece a medida que a cura ocorre e a inflamacao diminui. No
entanto, quando a nocicepcao persiste devido a estimulos continuos de lesdes ou
doencas em andamento (por exemplo, no diabetes), as alteracdes nos neurbnios
aferentes primarios podem persistir (COHEN; MAO, 2014).
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Como a expressao génica é capaz de afetar as caracteristicas celulares, pode
resultar em uma alteracdo no fendtipo da fibra nervosa, de modo que o0s
neuromoduladores geralmente expressos nas fibras C (como o peptideo relacionado
ao gene da calcitonina C, substancia P) passam a ser expressos em outras fibras.
Dessa forma, estimulos in6cuos passam a ser percebidos como estimulos nocivos por
neurdnios do corno dorsal da medula espinal (UEDA, 2006; NICKEL et al., 2012).

Além disso, a lesdo do nervo periférico aumenta a excitabilidade neuronal na
medula espinal, ativando os receptores excitatorios de glutamato e induzindo a
regulacdo negativa dos transportadores de glutamato espinal, responsaveis pela
manutencdo da homeostase sinaptica do glutamato. Essa disponibilidade regional
aumentada de glutamato secundéria a perda de transportadores pode resultar na
ativacao persistente e aprimorada de receptores ionotropicos (NMDA e AMPA) e
metabotropicos (receptor metabotropico de glutamato 2), levando a limiares de
ativacdo mais baixos e aumento da excitabilidade neuronal e da neurotoxicidade
(GUOQO et al., 2002).

A medida que o conhecimento sobre a fisiopatologia da dor neuropética
aumenta, surgem varios alvos diferentes para uma terapéutica eficaz. Contudo, o
problema ainda € identificar o mecanismo predominante em um individuo em
particular e direciona-lo adequadamente. Na pratica, varios mecanismos diferentes
podem coexistir e mudar ao longo do tempo, e a resposta de um individuo a um
medicamento permanece imprevisivel (COLLOCA et al., 2017).

O tratamento € complexo porque os pacientes com dor ndo respondem da
mesma forma aos medicamentos. Além disso, cada individuo deve ser tratado de
maneira Unica e de acordo com a causa primaria e o tipo de dor que apresenta. Para
identificar os tratamentos eficazes para as diversas condicbes algicas, sao
necessarios estudos em modelos experimentais de nocicep¢do (BOSCAN et al., 2011;
NIYON et al., 2013; TODOROVIC; JEVTOVIC-TODOROCIV, 2013).

Apesar de estudos envolvendo algumas medicacfes, a grande maioria ndo é
eficaz e ainda ndo ha uma terapéutica especifica. Autores relataram o uso de
antidepressivos (KAUTIO et al., 2008), gabapentina (MELLEGERS et al., 2001),
anticonvulsivantes (EISENBERG et al., 2001), opidides e canabioides (TONIOLO,

2015). A terapéutica pode ser utilizada em associacdo ou isoladamente, a maioria dos
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farmacos tém efeitos colaterais severos, por esse motivo devem ser utilizadas com
cautela (BARON et al., 2010).

3.2.1. O sistema imunol6gico na dor neuropatica

Tradicionalmente, para a fisiopatologia da dor neuropatica, consideram-se
mecanismos neuronais, como amplificacdo das respostas dolorosas e aumento da
atividade dos neurdnios da medula espinal. Entretanto, ha evidencias crescentes
sobre a participacao de células nao-neuronais em sua génese, como as do sistema
imunoldgico, o que pode contribuir para o desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos (THACKER et al., 2007; CLARK et al., 2013).

As alteragdes estruturais e quimicas das fibras nervosas ndo séo as unicas
responsaveis pela perpetuacéo da dor neuropatica. Por algum tempo se considerou
gue os mediadores inflamatorios produzidos pelas células imunologicas poderiam
contribuir para a persisténcia da dor, poréem surgiram evidéncias indicando uma
comunicacao entre os sistemas imunolégico e nervoso (SAFIEH-GARABEDIAN et al.,
2002; MIGUEL et al., 2012).

A interferéncia das células imunologicas no processo de inflamacéao,
caracterizado pelo edema, calor, rubor e dor ja foi compreendida e, a partir de entéo,
os antiinflamatérios passaram fazem parte da terapia com sucesso. No entanto, dados
mais recentes indicam que tais células podem desempenhar um importante papel na
modulacdo da dor associada a lesGes em nervos periféricos e no sistema nervoso
central (INOUE; TSUDA, 2018).

As células da glia modulam a neurotransmissao nas sinapses e constituem 70%
das células no sistema nervoso central, e dentre elas os astrocitos e microglia
desempenham um importante papel no aparecimento, propagacao e potencializacao
da dor neuropatica (WAKE et al., 2013).

Um aumento no namero de células microgliais no corno dorsal da medula apés
uma leséo nervosa periférica foi registrado desde o final da década de 70 (GILMORE;
SKINNER, 1979) e, posteriormente, varios modelos de dor neuropatica em roedores
foram estabelecidos, com relatos de uma correlacdo entre ativacdo microglial e
comportamentos de dor (GUAN et al., 2016).

A leséo inicial de uma fibra nervosa também obedece a cascata inflamatoria

gue resulta no aumento da perfusdo sanguinea local, no aumento da permeabilidade
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capilar e na concentracdo e ativagdo das células imunoldgicas inatas. No entanto,
substancias imuno-ativas liberadas no local da lesdo podem iniciar uma reagao
imunolégica sistémica que pode influenciar a ativacdo de células gliais, que tem
grande importancia na nocicepgao (VALLEJO et al., 2010).

A ativacao da microglia e dos astrécitos ap6s uma lesdo nervosa periférica
envolve a liberacdo, pelos neurbnios, de neurotransmissores como a proteina
relacionada geneticamente a calcitonina (CGRP), substancia P, glutamato, o acido
gama-aminobutirico (GABA), serotonina e trifosfato de adenosina (ATP). Além disso,
a ativacdo da microglia € capaz de promover a secrecdo de varios peptideos
sinalizadores, como citocinas, fatores neurotréficos e quimiocinas, que levam a
ativacao dos astrécitos vizinhos. Tal ativacdo parece ter um importante papel na
génese da dor neuropatica (MIGUEL et al., 2012).

Apesar de a microglia se distribuir de forma homogénea no sistema nervoso
central, somente as células gliais localizadas na medula espinhal s&o ativadas apés
uma leséo nervosa periférica (VALLEJO et al., 2010). A ativagdo dessas células
produz alteragbes em marcadores de superficie e em proteinas de membrana
(SMITH, 2018).

3.2.2. Estresse oxidativo

As reacbes metabolicas que utilizam oxigénio produzem radicais livres, 0s
guais sao removidos por moléculas antioxidantes endodgenas. Quando ocorre um
desequilibrio na proporcdo de agentes pré e antioxidantes ocasionando dano a
macromoléculas importantes para homeostase celular, esse processo é chamado de
estresse oxidativo (BAINS; HALLS, 2012).

O estresse oxidativo surge quando ha um desequilibrio entre a producéo de
radicais livres e a defesa antioxidante. Como resultado, certas biomoléculas sé&o
oxidadas, levando a modificagdes estruturais e funcionais. Os danos oxidativos séo,
em sua maior parte, induzidos por espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN) abrangem coletivamente os radicais de oxigénio, tais
como superoxido, hidroxil, peroxil, alcoxil e os derivados nao-radicais potencialmente

oxidantes, como exemplo, o peréxido de hidrogénio (H202) (VISAVADIYA et al., 2012).
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Esse processo de producdo de oxidantes ocorre principalmente nas
mitocondrias, com a ajuda de enzimas da citocromo oxidase mitocondrial, como o
citocromo P450. Os produtos desses processos provavelmente contribuem para a
progressédo da lesdo nervosa e a patogénese da neuropatia por lesdo constritiva
cronica (LIAKOPOULOS et al., 2017).

A producdo de H>02 em excesso € um indicador de estresse oxidativo
mitocondrial. Para compensar a forma¢édo de EROs através da cadeia de transporte
de elétrons, a mitocbndria apresenta um sistema antioxidante composto por
Superéxido Dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) e vitaminas C e E
(CHAN, 1996 e 2001).

A CAT é uma hemeproteina amplamente distribuida nos peroxissomas e
membranas mitocondriais do organismo, encontradas principalmente em neuronios,
astrocitos e oligodendrécitos. Ela catalisa a degradacao de H>O2, cujo maior perigo
esta em sua interagdo com metais formando o radial OH- (NISHIKAWA et al., 2009).

Os neurdnios da medula espinal possuem oxido nitrico sintase (NOS) e o
aumento bilateral da atividade desta enzima apds estimulo nocivo sugere participacao
do oxido nitrico (NO) no processamento da informac&o nociceptiva. Essa molécula,
por sua vez, parece participar também de mecanismos antinociceptivos, porém, um
excesso na sua producao promove dano tecidual pela alta producéo de radicais livres
(LING; KUO, 2018).

Um estudo sugere que o aumento dos disparos dos nociceptores apos dor
neuropatica e a consequente ativacao de células na medula espinal ocasiona, nesta
regido do SNC, acréscimos na respiracdo mitocondrial e influxo de céalcio no meio
intracelular, com consequente aumento na producdo de ERO e NO (CURY et al.,
2011).

3.3. Modelo experimental de dor neuropatica — Lesdo Constritiva Crénica (LCC)
Com afinalidade de estudar os mecanismos envolvidos com o desenvolvimento

da dor neuropatica e possibilitar a investigacdo de possiveis estratégias terapéuticas

para o tratamento desta, diferentes métodos sdo empregados em modelos animais.
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Os modelos experimentais de dor neuropéatica induzem alteragcbes
comportamentais nos roedores, como hiperalgesia, alodinia e dor espontanea,
similares aos sintomas observados durante a dor neuropéatica em humanos. Estudos
que utilizam estas ferramentas e descrevem os diversos processos fisiopatoldgicos
periféricos e centrais que ocorrem apoés a lesdo do nervo podem servir como base
para delinear os mecanismos da dor neuropética e o desenvolvimento de novos
tratamentos (MORAES, 2010).

Estes modelos podem ser divididos em: 1) Modelo de dor central, os quais
consistem em lesdo da medula espinhal (KIM, CHUNG, 1992), podendo ser
provocada por agentes fotoquimicos, contus@o ou agentes citotéxicos; 2) Modelo de
neuropatia periférica induzida por doenca, acarretada por Diabetes Mellitus ou
neuralgia pos-herpética (STRAUS et al., 1988); ou 3) Modelos de lesdo de nervos
espinais, como neuroma, gerados por lesdo por constricao cronica (LCC) (BENNETT;
XIE, 1988), por ligadura de nervos espinais (BASBAUM, 1974), ligadura parcial do
nervo ciatico (SELTZER et al., 1990) seccao de nervos (rizotomia) (BACKONJA, 2003;
WANG; WANG, 2003), dentre outros. Destes, a lesé@o por constricdo crénica do nervo
ciatico, desenvolvido por Bennett e Xie (1988), € provavelmente o modelo mais
utilizado para o estudo da dor neuropética, devido as suas semelhancas com as
respostas comportamentais humanas.

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 o membro sadio.
Além disso, quando estimulados, os animais passam a apresentar hiperalgesia
mecanica e térmica, bem como alodinia mecéanica e ao frio (BENNETT; XIE, 1988).

A lesdo do nervo periférico produz dor neuropética persistente manifestada
como hiperalgesia e alodinia, que se assemelha as condi¢cdes dolorosas em pacientes
gue sofrem de dor neuropatica induzida por trauma (KOMIRISHETTY et al., 2016).
Além disso, estudos indicam que a LCC também afeta a estrutura e a funcédo dos
neurdnios na medula espinal através das vias neuroinflamatérias e do estresse
oxidativo, contribuindo assim para os mecanismos centrais da hiperalgesia (WEI et
al., 2013; Ll et al., 2014).
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3.4 Maropitant

O citrato de maropitant € um antagonista seletivo dos receptores da
neurocinina-1 (NK1) expressos em neurfnios dorsais da medula espinhal, que
bloqueia a acdo da substancia P no sistema nervoso central e periférico. E
amplamente utilizado na Medicina Veterinaria por ser comprovadamente eficaz e
seguro na prevencéo da émese (SWALLOW et al., 2017).

Diversos neurotransmissores e seus receptores correspondentes estao
envolvidos na retransmissao dos sinais de dor no corno dorsal da medula espinal e
cérebro. A substancia P atua como um neurotransmissor e como um neuromodulador
associado ao processo inflamatério e a dor (LIN et al.,, 2012). Acredita-se que a
ativacao do receptor NK1 potencialize a acao excitatoria do NMDA e ativacédo das
células da glia e mantenha a excitabilidade neuronal no corno dorsal da medula
espinal (MILLAN, 1999).

Pesquisas tem sido realizada para verificar a atividade analgésica de
medicamentos que antagonize o receptor NK1, levando em conta que ele esta
envolvido com a fisiopatologia da dor. Estudos sugerem potencial analgésico em cées
gue foram anestesiados e receberam infusdo continua de maropitant, sendo capaz de
reduzir em 16% a CAM do sevofluorano (AVILLAR et al., 2012). Achados clinicos
semelhantes foram observados por Niyom et al. (2013), com reducdo de 15% do
requerimento de sevofluorano quando gatas foram submetidas ao pincamento do
pediculo ovariano, e promoveu um maior conforto pés-operatorio com reducdo na
guantidade de resgates analgésicos (CORREA et al., 2019).

Além disso, estudos anteriores realizados em ratos utilizando o maropitant
mostraram eficicia no tratamento de dermatite ulcerativa (WILLIAMS-FRITZE et al.,
2011), acao anti-inflamatoria em modelo de pancreatite induzida (TSUKAMOTO et al.,
2018) e reducdo da CAM associada com amitriptilina com minociclina (AGUADO et
al., 2015). Esses resultados sugerem uma acdo analgésica do medicamento na dor
aguda, no entanto, ainda sdo necessarios mais estudos que demonstrem sua

eficiéncia na modulacao da dor cronica.

28



4. CAPITULO Il

EFEITO ANTINOCICEPTIVO DO MAROPITANT, ANTAGONISTA DE RECEPTOR
NK1, NO TRATAMENTO DE DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR LESAO
CONSTRITIVA CRONICA EM RATOS
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4.1. INTRODUCAO

A dor neuropética é uma condi¢ao crénica debilitante que pode se desenvolver
devido a danos no sistema somatossensorial central ou periférico resultando em
respostas nociceptivas anormais (AUSTIN, MOALEM-TAYLOR, 2012; COLLOCA et
al., 2017).

A substédncia P (SP) € um neuropeptideo que pertence a familia das
taquicininas, responsavel por regular diversas funcées bioldgicas por meio da ligacdo
ao seu receptor altamente especifico neuroquinina-1 (NK1) (GARCIA-RECIO,
GASCON, 2015). Os receptores NK1 estdo presentes nas vias de dor no sistema
nervoso periférico e central e quando associados a substancia P, sdo responsaveis
por importantes funcbes homeostaticas como inflamacao, emese, controle da presséo
arterial e estimulos dolorosos (BOSCAN et al., 2011; NIYOM et al., 2013; BARBARESI
et al., 2014; MASHAGHI et al., 2016).

Estudos tém demonstrado que uma lesdo no sistema nervoso periférico
desencadeada por um trauma promove um quadro de inflamacao neurogénica, e que
a constante estimulacdo das vias nociceptivas leva a uma intensa liberacdo dos
neurotransmissores excitatorios (glutamato, substancia P, ATP) na medula espinal,
gue sdo responsaveis também pela ativacdo microglial (GRUBB, 2010). Nessa
perspectiva, acredita-se que a inibicdo da acdo da SP através do uso de um
antagonista NK1 seja benéfica para modular o processo neuroinflamatorio em dores
cronicas (CORRIGAN et al., 2015).

Trabalhos prévios demonstram que, apos a lesdo de nervos periféricos ocorre
o desencadeamento do quadro de estresse oxidativo a nivel celular, além de uma
intensa proliferacdo e ativacdo microglial, bem como aumento da expressdo de
proteinas de superficie consideradas marcadores de ativacdo dessas células, como
IBA-1. Além disso, diversas evidencias suportam que a ativacdo microglial é um
importante processo patologico e esta relacionada com a patogénese da dor
neuropatica (CALVO et al., 2012; GRACE, 2014; Jl et al., 2016).

O maropitant € um antagonista seletivo do receptor NK1 amplamente utilizado
como antiemético em cdes (PUENTE-REDONDO et al. 2007a; BENCHAOQOUI et al.
2007) e em gatos (TREPANIER, 2010; MARTIN-FLORES et al., 2016) e estudos
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demonstraram que a sua utilizagao no tratamento da dor aguda foi eficiente nessas
espécies (MARQUEZ et al., 2015; CORREA et al., 2019).

Estudos ja verificaram a seguranca e a farmacocinética da administracdo
subcutéanea e intraperitoneal de maropitant em ratos, bem como sua agédo anti-
inflamatéria (TSUKAMOTO et al., 2018; WILLIAMS-FRITZE et al., 2011).

Acredita-se que o maropitant, ao atuar em receptor NK1 bloqueando a acéo da
substancia P, possa fornecer efeito analgésico e promover inibicdo da ativacao
microglial no processo crénico. Além disso, que sua ligacdo com receptor possa estar
envolvida na manutencdo da dor neuropdtica, justificando o desenvolvimento e
administracdo de antagonistas para o seu manejo (CORRIGAN et al., 2015).

O objetivo desse estudo foi determinar uma curva dose resposta, bem como o
periodo habil de efeito do maropitant sobre o limiar nociceptivo mecéanico e verificar a
participacdo da catalase e da ativacdo microglial no tratamento da neuropatia

periférica.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1. Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Ilhéus, Bahia, Brasil, protocolo
02722015.

Foram utilizados 84 ratos machos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, com
aproximadamente 200 g de peso e 45 dias de vida, provenientes da Estacdo de Recria
e Manutencdo de Animais de Laboratério da UESC. Os animais foram mantidos no
Laboratério de Experimentacdo do Hospital Veterinario da UESC em caixas de
polipropileno forradas com maravalha em ambiente com temperatura controlada (22°
C) e fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro), recebendo racdo comercial (Nuvilab®) e
agua ad libitum.

Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacéo experimental durante
uma semana com o intuito de equalizar todas as condi¢cdes ambientais e alimentares
de modo a néo interferir nos resultados da pesquisa. ApGs o periodo de adaptacéo

pré-experimental, os animais passaram por uma avaliagdo basal do liminar
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nociceptivo mecéanico com o analgesimetro digital (EFF-301, Insight Equipamentos).

4.2.2 Lesao Constritiva Crénica do nervo ciatico (LCC)

Para inducdo de dor neuropatica, adotou-se o modelo de lesdo constritiva
cronica (LCC) do nervo ciatico descrito por Bennet e Xie (1988). Para isso, 0s animais
foram submetidos a anestesia geral inalatéria com sevofluorano (Sevofluorano 1
mg/mL, Cristélia), em concentracao inicial de 4 V% para inducao anestésica, seguida
de 2,5 V% durante a manutencao anestésica.

Todos os animais receberam cefalotina sddica (Ceflen®, Agila Especialidades
Farmacéuticas Ltda, Brasil) na dose de 60 mg/kg/SC como antibioticoterapia
profilatica. Apdés a tricotomia da regido glutea do membro posterior direito e
antissepsia com iodopovidona, foi feita uma incisédo na regido, sendo a musculatura
entre o iliaco e 0 musculo glateo divulsionada e o nervo ciatico exposto. Trés ligaduras
no nervo ciatico foram feitas com fio de poliamida (5-0) e, em seguida, a musculatura

foi aproximada com sutura com fio de poliamida (4-0).

4.2.3 Limiar Nociceptivo Mecanico: analgesimetro digital

A avaliacdo do LNM na pata dos ratos foi feita pelo método de pressao
crescente previamente descrita por Cunha et al. (2004) no periodo de adaptacéo
experimental para determinacdo do limiar basal dos animais e apds a LCC. O
analgesimetro digital € um aparelho é composto de um transdutor de pressao ligado
por um cabo a um detector digital de forca, a qual € expressa em gramas (0,1 - 1000g).
Ao transdutor € adaptada uma ponteira Universal Tips10 uL (T-300, Axygen), que
estimula diretamente a pata do animal. O teste consistiu do experimentador aplicar a
ponteira em angulo reto na regido central da pata traseira do animal com uma pressao
gradualmente crescente, o qual provocou uma resposta de flexdo caracteristica. A
pressao registrada no aparelho no momento do reflexo do animal foi considerada
como o LNM. Durante as avalia¢des, os animais foram mantidos em caixas de MDF
independentes, com assoalho formado por uma rede constituida de arame nao
maleavel de 1 mm de diametro.

Essas caixas foram mantidas a cerca de 75 cm da superficie de uma bancada,
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de modo que a estimulacdo da pata traseira dos animais fosse realizada. Antes de
iniciar a avaliagdo, os animais permaneceram nessas caixas por trinta minutos para a
adaptacdo. A sensibilidade mecéanica foi obtida pela média de pelo menos trés

medidas de cada pata, realizadas com intervalos de aproximadamente 5 minutos.

4.2.4 Procedimentos experimentais

4.2.4.1 Ensaio 1 - Determinacao da curva dose-resposta

ApOs a mensuracdo dos valores basais referentes a estimulos mecanicos,
seguida do procedimento cirdrgico, o desenvolvimento da neuropatia foi avaliado apos

sete dias com o analgesimetro digital. Apds confirmacdo da neuropatia estabelecida,

Eutanasia
1 2 B 4 6 7 ]

DIA O DIAT |2sn | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h DIA 15
R Desenvovimenio da | ' Tratamento Farmacologico \ | e
neuropatia . s .

Grupos: Avaliagoes: -
GM3  GM30 GCN 30 minutos

GM6 GM50 GCP 1 hora

GM15 Naive 2 horas

Figura 1 - Esquema geral do modelo experimental e determinacdo da curva dose-resposta.

através da reducéo do limiar nociceptivo mecanico, o tratamento era iniciado (dia 1 da

neuropatia) (Figura 1).

Os tratamentos foram realizados a cada 24 horas pela via intraperitoneal (IP)
durante 7 dias consecutivos. A avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico foi realizada
com trinta minutos, uma hora e duas horas apdés aplicacao do tratamento.

Os animais foram divididos em oito grupos (n=7): GM3 — LCC e maropitant 3
mg/kg/24q; GM6 - LCC e maropitant 6 mg/kg/24q; GM15 — LCC e maropitant 15
mg/kg/24q; GM30 — LCC e maropitant 30 mg/kg/24q; GM50 — LCC e maropitant 50
mg/kg/24q, Grupo Controle Positivo (GCP) — LCC e 3 ml/kg/24q de solugdo salina

(NaCl 0,9%), Grupo Controle Negativo (GCN) - submetidos a exposi¢ao do nervo sem
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ligaduras no mesmo e 3 ml/kg/24q de solucéo salina (NaCl 0,9%), e o Grupo Naive -
nado foram submetidos & LCC e/ou tratamentos.
Todos os animais foram eutanasiados oito dias apds o inicio do tratamento com

sobredose de propofol (Propotil® 1%, Bio Chimico®) na sobredose de 150 mg/kg.

4.2.4.2 Ensaio 2 - Avaliacéo do efeito analgésico e tempo de acdo do Maropitant

Ap0s analise dos resultados da curva dose-resposta e definicdo das doses mais
efetivas, foi realizado a avaliagdo do tempo de acao e periodo habil da medicacéo. Os
tratamentos também foram realizados a cada 24 horas pela via IP durante 7 dias
consecutivos e a avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico foi realizada durante 12
horas apos aplicacdo do tratamento iniciando com trinta minutos, uma hora e

continuando com intervalos de 2 horas (Figura 2).

Eutanasia
1 2.8 @4 8§ 6 7 ‘
Dis.g DIAT fo4n | 2an | 24n | 2an | 24h | 24n | 24n | 240 | DIA15
R Desenvolvimento da | '§ Tratamento Farmacologico A |
neuropatia \ ' ;
Grupos: Avaliagoes: v

GM15 GCP | 2horas 6 horas 10 horas
GM30 Naive | 4 horas 8 horas 12 horas

Figura 2- Esquema da segunda etapa do experimento.

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=7): GM15 — LCC e maropitant
15 mg/kg/24q; GM30 — LCC e maropitant 30 mg/kg/24q; Grupo Controle Positivo
(GCP) — LCC e 3 ml/kg/24q de solucédo salina (NaCl 0,9%) e o Grupo Naive - ndo
foram submetidos a LCC e/ou tratamentos. A eutanasia ocorreu oito dias apds o inicio

do tratamento da mesma maneira que no ensaio 1.

4.2.4.3 Ensaio 3 — Avaliacdo da ativacao glial e atividade da catalase apos
tratamento com Maropitant

Apés eutanasia dos animais utilizados no ensaio 1 e 2, foi coletada 9 mm da
medula espinal da regido lombosacral de todos os animais, através do método

asséptico de hidropropulséo. Esse material foi divido em dois cortes de 4,5 mm onde
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metade foi armazenado no -80°C para atividade enzimatica e a outra parte para

realizacdo da técnica de imunoistoquimica.

Imunoistoquimica

A medula espinal coletada (4,5 mm) foi armazenada em paraformoldeido 4%
em geladeira durante 24 horas, seguido de solucdo de &lcool 70% durante uma
semana, e apds esse periodo, o material foi processado pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina. Posteriormente foram obtidos cortes histologicos de 4
micrémetros de espessura com auxilio de micrétomo, os quais foram montados em
laminas gelatinizadas previamente.

As seccOes histolégicas da medula foram submetidas a técnica
imunoistoquimica utilizando os anticorpos anti-IBA-1 (Molécula Adaptadora Ligante de
Célcio lonizado-1) (sc-32725; Santa Cruz Biotechnology ®, CA, USA; 1:300) e anti-
CAT (sc-271803; Santa Cruz Biotechnology®, CA, USA,; 1:300).

Foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (Streptavidin
Peroxidase, Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA) (ANEXO I) e a recuperacgao
antigénica foi realizada pelo calor em banho-maria a 98°C utilizando solucéo de acido
citrico (P.M. 192,13) com pH 6,0. Seguido de 30 minutos nas etapas de bloqueio da
peroxidase endogena e soro de bloqueio (Ultra vision Block, Lab Vision Corp.®,
Fremont, CA. USA).

As laminas foram incubadas em camara umida overnight com o anticorpo
primario, a incubacao com o anticorpo secundario ocorreu por 45 minutos e o bloqueio
com estreptavidina peroxidase por 30 minutos. O cromdgeno utilizado foi a
diaminobenzidina (DAB Substrate system, Lab Vision Corp., Fremont, CA. USA) e por
ultimo, as secc¢Bes foram contracoradas com hematoxilina de Harris. O controle
negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo primario por PBS (SILVA, 2014).

Foi realizada uma avaliacdo quantitativa da expressao imunoistoquimica de
IBA-1 e CAT na medula em seis animais/grupo e determinada a éarea de
imunomarcacdo utilizando o software WCIF ImageJ® (Media Cybernetics
Manufacturing, Rockville, MD, USA). Imagens da medula espinhal foram fotografadas
em microscopio (Leica DM 2500) utilizando a camera digital (Leica DFC 295) (Leica
Microsytems, Germany). Para avaliar o efeito do maropitant sobre o mecanismo de

ativacdo glial, foi feita a analise morfométrica da imunocoloragdo para IBA-1, bem
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como a contagem de células positivas para IBA-1. Para a andlise, “color
deconvolution” e “thresholding” das imagens foram realizadas. Os dados foram
arquivados, analisados e expressos como area de imunomarcacao em pixels (SILVA,
2014).

Preparo do extrato bruto da amostra

As amostras que haviam sido armazenadas na -80°C apds o experimento foram
processadas adicionando tampao fosfato de potassio TFK (50 mM, pH 7,0). Sonicadas
(Cole-Parmer Ultrasonic Processador®) sob amplitude de 70% com 8 pulsos de 5
segundos (ON) e intervalos de 10 segundos (OFF) no total 40 segundos com amostras
sempre mantidas no gelo. Foram centrifugadas (Eppendorf®, Centrifuge 5417R) a
13400 rpm sob refrigeracéo (4°C) por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado e

armazenado novamente a -80°C para analise posterior.

Quantificacdo de proteina tecidual pelo método de Bradford

A dosagem de proteina foi realizada pelo método colorimétrico descrito por
Bradford (1976), baseado na reacdo de proteina com Azul G Brilhante. Foi utilizada
uma placa de Elisa colocando 150 pL de BSA 0,1 mg/mL, 50 puL de TFK (50 mM, pH
7,0) e 40 pL de TFK com 10 pyL da amostra (1:20), sempre realizada em triplicata,
seguido de 200 pL de Coomassie Blue G250 (Sigma B-0770). Apés incubacao por 15
minutos, procedeu-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro (Molecular
Devices, SpectraMax Paradigm - Multi-Mode Detection Platform) no comprimento de
onda de 595nm. A concentracdo de proteina foi calculada através de uma curva de

diluicdo padrdao de BSA a 0,1 mg/mL.

Avaliacdo da catalase

A dosagem da atividade da CAT foi realizada de acordo com uma adaptacéo
do método proposto por Aebi (1984), a partir do preparo do extrato bruto das amostras
da medula espinal armazenadas ao -80°C. Em uma cubeta de quartzo foi adicionado
1800 pL de solugdo TFK (50 mM, pH 7,0), calibrando o branco e adicionado 120 pL
de peréxido de hidrogénio (H,0,) 30mM. A analise cinética foi iniciada apos a adicédo
do H,0, e apds 45 segundos de leitura foi adicionado 9 pL da amostra e a taxa de

decomposicdo de H,0, foi medida pelo espectrofotémetro (Thermo Scientific®,
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Evolution 60) a 240nm durante 150 segundos, em intervalos de 15 segundos. Os

resultados foram normalizados pelo teor de proteina.

4.2.6 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o Graph Pad Prism Software versao
5.01. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualisado e os resultados foram
expressos como a média + erro padrdo da média. Os dados do limiar nociceptivo
mecanico foram analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguido do
teste de Bonferroni e para comparagcdo entre dois grupos foi utilizado o teste t de
Student. Os dados da imunoistoquimica e da atividade enzimatica foram analisados
verificando a normalidade dos residuos pelo teste Bartlett's e os dados que nao
atenderam a estas premissas foram submetidos a transformacgao logaritmica [x=Log
(y+1)]. Os dados, entdo, foram submetidos a analise paramétrica. Os dados que nao
seguiram distribuicdo normal foram analisados através do teste de Kruskal Wallis. A
DEso das doses utilizadas no experimento foi calculada a partir de uma curva dose-

resposta usando regressao nao linear. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4.3 RESULTADOS
4.3.1 Ensaio 1 - Determinagéo da curva dose-resposta

A LCC resultou no desenvolvimento de hiperalgesia mecéanica, demonstrada
pela a diminuicdo do limiar nociceptivo mecanico apds sete dias do procedimento
cirdrgico em todos os animais, exceto 0s que tiveram somente exposicdo do nervo
(GCN). As doses de 3 e 6 mg/kg/24q de maropitant ndo apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05) comparada ao GCP durante os trés momentos iniciais de
avaliacdo durante os dias do periodo experimental (Figuras 3A, 3B, 4A e 4B). Na
avaliacdo ap6s 30 minutos, a dose de 15 mg/kg/24q ndo apresentou diferenca
significativa comparada ao grupo controle positivo (p > 0,05). Entretanto, a dose de 30
mg/kg/24q foi significativamente diferente do controle positivo (p =0,018).

Apés uma hora de aplicacdo, o grupo maropitant 15 e 30 mg/kg/24q
apresentaram diferenca significativa comparados ao GCP (p = 0,027 e 0,001,
respectivamente), porém, as doses de 15 e 30 mg/kg/24qg néao foram diferentes entre

si nesse momento de avaliacéao (p > 0,05) (Figuras 3C e 3D).
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Figura 3 - Avaliag&o do limiar nociceptivo mecanico com analgesimetro digital apés uma hora
de aplicacéo do tratamento. (A) LCC e Maropitant 3 mg/kg (GM3); (B) LCC e Maropitant 6
mg/kg (GM6); (C) LCC e Maropitant 15 mg/kg (GM15) e (D) LCC e Maropitant 30 mg/kg
(GM30). BL = basal; 0 = dia 1 da neuropatia; GCP = grupo controle positivo; GCN = grupo
controle negativo. Valores representam média + EPM. * p<0,05 comparado ao GCP.
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O aumento do limiar nociceptivo mecanico apds neuropatia estabelecida foi
ainda mais evidente na avaliagdo ap0s duas horas de administracdo do tratamento
com o antagonista de receptor NK1. O Grupo maropitant 15 e 30 mg/kg/24q se
mantiveram diferentes do GCP (p = 0,004; p = 0,0001, respectivamente) (Figuras 4C
e 4D).
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Figura 4 - Avaliacdo do limiar nociceptivo mecéanico com analgesimetro digital apés duas
horas de aplicacdo do tratamento. (A) LCC e Maropitant 3 mg/kg (GM3); (B) LCC e Maropitant
6 mg/kg (GM6); (C) LCC e Maropitant 15 mg/kg (GM15) e (D) LCC e Maropitant 30 mg/kg
(GM30). BL = basal; 0 = dia 1 da neuropatia; GCP = grupo controle positivo; GCN= grupo
controle negativo. Valores representam média + EPM. * p<0,05 comparado ao GCP

As doses de 15 e 30 mg/kg/24q foram capazes de aumentar o limiar nociceptivo
mecanico (Figura 5), entretanto, com duas horas de aplicacdo elas diferiram entre si,

sendo que a dose de 30 mg/kg/24q superior a dose de 15 mg/kg/24q (p < 0,001).
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Figura 5 - Avaliacdo do limiar nociceptivo mecéanico através do analgesimetro digital ap6s
duas horas de aplicacdo do tratamento. LCC e Maropitant 15 mg/kg (GM15) e LCC e
Maropitant 30 mg/kg (GM30). BL = basal; 0 = dia 1 da neuropatia; GCP = grupo controle
positivo; GCN= grupo controle negativo. Valores representam média + EPM * p<0,05
comparado ao GCP.

O limiar nociceptivo mecanico obtido ao final do tratamento foi (média * erro
padrdo médio) 11,79+0,28; 12,17+0,18; 19,91+0,52 e 23,28+0,29 nos grupos
maropitant 3, 6, 15 e 30 mg, respectivamente (Figura 6). A DEso (dose efetiva capaz
de ter efeito em 50% da populacéo) foi de 4,1 mg/kg. O aumento do LNM em relacéo
ao basal observado foi de 23,96; 28,28; 130,33 e 145,83% nas doses de 3, 6, 15 e 30

mg de maropitant, respectivamente, em relacéo a neuropatia.
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Figura 6- Eficacia das doses do Maropitant. Média e erro padrdo médio do LNM dos ratos
com neuropatia estabelecida e ao final do tratamento nas diferentes doses (n=7; *p<0,01,
**p<0,0001, comparado entre 0s grupos).
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A dose de 50 mg/kg/24qg promoveu letalidade em 100% dos animais tratados
(7 animais). Em média quinze minutos apds a primeira aplicacdo, 0os animais
comecaram a apresentar prostracdo, depressao respiratoria, tremores generalizados,

seguidos de parada cardiaca.

4.3.2 Ensaio 2 - Avaliacao do efeito analgésico e tempo de acdo do Maropitant

Quanto ao efeito analgésico e tempo de acdo do maropitant, verificou-se que
j& a partir de 30 minutos de aplicacdo, o GM15 apresentou aumento significativo do
LNM comparado ao GCP (P < 0,0001), com duracdo de 8 horas apds aplicagéo,
durante oito dias de tratamento e avaliagéo.

De forma semelhante, houve um aumento significativo do LNM no GM30 (P <
0,0001) comparado ao GCP aos 30 minutos, mas apresentando duracao de 10 horas
consecutivas durante os oito dias de avaliacdo. Quando foram comparados os dois
grupos tratados com maropitant, observou-se uma diferenca significativa entre eles
no decorrer das 10 horas de avaliacdo apoés tratamento. Dessa forma, o tratamento
de escolha para dor neuropatica em ratos, seria maropitant na dose 30 mg, ja que o
mesmo apresentou maior capacidade de aumentar o LNM nos animais lesionados e

por promover o efeito antinociceptivo mais duradouro (Figura 7 e Tabela 1).
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Figura 7 - Avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico através do analgesimetro digital durante
12 horas ap0s aplicagédo do tratamento. (A) Dia 1; (B) Dia 4; (C) Dia 8. LCC e Maropitant 15
mg/kg (GM15) e LCC e Maropitant 30 mg/kg (GM30). BL = basal; 0 = dia 1 da neuropatia;
GCP = grupo controle positivo; GCN= grupo controle negativo. Valores representam média +
EPM. *p<0,05 comparado ao GCP.
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Tabela 1 - Avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico durante 12 horas apés
tratamento com maropitant na dose de 15 e 30 mg/kg. Dados representam Média +

Erro padréo médio.

GRUPOS AVALIACOES DIA 1 DIA 4 DIA 8
(HORAS)
0,5 9,80 + 0,237 9,46 +0,22A 10,48 0,087
1 9,80+ 0,23~  9,46+022~ 10,48 +0,087
2 9,80 + 0,224 9,810,224 9,8+ 0,234
GCP 4 9,56 +0,24A  956+025A 9,560,247
6 10,00 + 0,30~ 10 0,30 10 0,30
8 9,46 +0,21~  946+0,22A  946+0,21A
10 10,11+ 0,34A  10,11+0,34A 10,11 + 0,344
12 9,66 0,14~  9,67+0,14~ 9,660,144
0,5 10,96 0,298  1176+0,618  158+0,31°
1 12,50+ ,638 1527 +0,468 17,45+ 0,368
2 17,61+0,338  18,62+0,108 18,46 + 0,03®
GM15 4 17,05+0,258  16,68+0,158 1518 +0,11°
6 15,39 0,248  1446+0,128 13,54 + 0,238
8 12,92 £0,128  12,65+0,128 12,38 +0,10°®
10 10,70 £0,22CA  11,73+0,16°* 10,89 + 0,05 CA
12 9,77 +0,15°A 10,59 +0,15% 10,07 + 0,09 °A
0,5 11,88 +0,15¢  1551+0,32C 16,7 +0,22C
1 15,66 +0,23¢ 18,76 £0,00¢ 20,3+ 0,27C
2 26,51£0,33¢  27,06+0,23C  27,23+0,09€
GM30 4 26,83+0,33C  27,00£0,13C 26,58 + 0,09€
6 23,67 +0,33C 24,9 0,27¢ 23,20 £0,1°¢
8 18,29 £0,17¢  21,22+0,17€ 21,41 +0,10°¢
10 13,15+0,17¢  12,87+0,09¢ 12,59 +0,11C
12 10,26 +0,14”8 10,58 £0,17"8 10,11 + 0,068

GCP — Grupo Controle Negativo; GM15 — Grupo Maropitant 15 mg/kg; GM30 — Grupo
Maropitant 30 mg/kg. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (p > 0,05).
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4.3.3 Ensaio 3 - Avaliacdo da ativacao glial e catalase ap6s tratamento com
Maropitant

A marcacdo de células positivas para IBA-1 estava presente em todos o0s
grupos experimentais (Figura 8 A - D), visto que as células microgliais estdo presentes
em condicdes fisiolégicas normais no organismo animal, podendo ter sua ativacédo
exacerbada em processos patologicos.

Foi observado um aumento significativo (p=0,0001) de células imunopositivas
para IBA-1 na medula dos animais do GCP (Figura 8 B), comparado ao restante dos
grupos, indicando maior ativagado microglial nos animais com neuropatia estabelecida.
Além disso, nesse estudo foi demonstrada uma reducédo significativa de células
imunopositivas de IBA-1 no grupo que recebeu tratamento com maropitant na dose
de 30 mg (Figura 7 D), apresentando diferenca significativa com o GCP e o Naive (p
= 0,037).

Em relagdo a catalase, com a técnica de imunoistoquimica observou-se
aumento da atividade enzimatica na medula espinal dos animais do GCP evidenciado
pelo aumento de células imunopositivas (Figura 9 B), com diferenca significativa
comparado aos trés grupos experimentais. Com a utilizacdo do tratamento com
maropitant houve uma reducéo significativa (p<0,0001) da area de expressao proteica

no grupo tratado chegando a niveis do grupo naive.

44



40-

ek e e ke

30 o

204

em pixels (x10%)

104

JIE ||

[
IBA-1

Area de expresséo proteica

Em Controle negativo 8 Naive
1 Controle positivo Maropitant 30mg

Figura 8 - Expresséo proteica de IBA-1 na medula espinal de ratos. (A-D) Fotomicrografias
da expressao imunoistoquimica de IBA-1 em (A) Grupo controle negativo; (B) Grupo controle
positivo; (C) Naive e (D) Grupo maropitant 30 mg. (Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris). E) Area de imunomarcacio em pixels da expressdo medular de IBA-
1 (Média £ SEM; n=6; **P < 0,01; ****P < 0,0001). Aumento de 40x.
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Figura 9 - Expressao proteica de CAT na medula espinal de ratos. (A-D) Fotomicrografias da
expressao imunoistoquimica de CAT em (A) Grupo controle negativo; (B) Grupo controle
positivo; (C) Naive e (D) Grupo maropitant 30 mg. (Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris). E) Area de imunomarcacio em pixels da expressdo medular de IBA-
1 (média + SEM; n=6; ****P < 0,0001). Aumento de 40x.
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Confirmando o resultado obtido na imunoistoquimica, a atividade da enzima
antioxidante endogena (CAT) também foi avaliada e observou-se um aumento
significativo no GCP comparado aos grupos GCN e GM30. Portanto, é possivel notar
gue o tratamento da neuropatia periférica com 30 mg de maropitant foi capaz de
reduzir o estresse oxidativo, com uma diminuicdo da atividade enzimatica

antioxidante, chegando a niveis do grupo controle negativo (Figura 10).
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Figura 10 - Média e erro padrdao médio da CAT em ratos (n=7) submetidos a exposicao
do nervo (Controle negativo) e LCC associado ao tratamento com salina (Controle
positivo) e com maropitant (Maropitant 30 mg) (P = 0,002).
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4.4 DISCUSSAO

A les@o constritiva crénica do nervo ciatico € um dos modelos experimentais
mais utilizados para reproduzir os sinais da dor neuropatica. Este modelo produz
hiperalgesia térmica, mecéanica e alodinia, bem como outras altera¢des pertinentes a
dor neuropatica como aumento de mediadores inflamatérios e pronunciada inflamacéo
(BENNETT; XIE, 1988; BOUHASSIRA; ATTAL, 2016).

A terapia farmacoldgica é o recurso mais eficaz para o tratamento de dores
cronicas, porém a terapéutica atual disponivel encontra-se associada a reacdes
adversas que interferem na qualidade de vida dos individuos acometidos (DUTRA et
al., 2016). Assim, a busca por novas propostas terapéuticas para o tratamento de dor
cronica é um campo de pesquisa relevante.

As doses de maropitant para esse trabalho foram selecionadas com base em
estudos anteriores em ratos. Estudos relataram que a utilizagdo de 5 mg/kg foi capaz
de reduzir lesdes de dermatite ulcerativa (WILLIAMS-FRITZE et al., 2011), 8 mg/kg
apresentou acdo anti-inflamatéria em um modelo de pancreatite aguda induzida
(TSUKAMOTO et al., 2018) e 30 mg/kg por via intraperitoneal promoveu reducéo da
CAM associada com amitriptilina com minociclina (AGUADO et al., 2015).

Este estudo foi o primeiro a avaliar o tratamento com maropitant através do
limiar nociceptivo mecanico utilizando o modelo experimental de dor neuropatica
induzida por LCC em ratos. Quando comparadas as meédias de sensibilidade
mecanica obtidas antes e sete dias apés a cirurgia (Figura 3), observou-se uma
reducédo significativa do limiar e hiperalgesia mecanica apés LCC, semelhante ao
observado em estudos com mesmo modelo experimental em ratos (AUSTIN;
MOALEM-TAYLOR, 2012; MIYAZAK; YAMAMOTO, 2012; RIGO et al., 2017).

Por se tratar do primeiro estudo com o maropitant para o tratamento de dor
neuropatica em ratos, o periodo inicial de avaliacdo do efeito na curva dose-resposta
foi baseado em um estudo prévio conduzido por Puente-Redondo et al. (2007b), que
observaram que o pico plasmatico do farmaco em gerbil era de duas horas. No nosso
estudo foram verificadas que as doses de 15 mg/kg e 30 mg/kg foram eficazes, sendo
a de 30 mg/kg mais duradoura na reducéo da hiperalgesia.

Levando em consideracédo alguns estudos que descrevem a farmacodinamica

do Maropitant como antiemético e outros novos efeitos, nosso trabalho foi o primeiro
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estudo a investigar o periodo de duracdo do maropitant em ratos com neuropatia
periférica. Estudo em gerbil avaliando a capacidade do maropitant de penetrar no SNC
e inibir o batimento do pé induzido por agonista NK1 relata acdo do maropitant em
100% efetivo as 2 horas de aplicacao e diminuicdo em 50% do seu efeito apds 8 horas
de administracdo (PUENTE-REDONDO et al., 2007b).

Verificamos que a dose de 30 mg/kg foi capaz de aumentar o limiar nociceptivo
significativamente durante 10 horas nos animais com neuropatia. Semelhante ao
tempo de duragdo em outras espécies, citados em estudos anteriores relataram o
efeito antiemético em caes através da via intravenosa por até 8 horas (KENWARD et
al. 2017), pela via subcutanea por até 23 horas (PUENTE-REDONDO et al., 2007a) e
menor incidéncia de vomitos com aprepitant em seres humanos durante as primeiras
48 horas de pos-operatério (THERNEAU et al., 2017). Além disso, estudo realizado
em coelhos relataram que o tempo de acdo do maropitant por via IV e SC de 10,4 +
1,6 horas e 13,1 *+ 2,44 horas, respectivamente (OZAWA et al., 2019) e em gerbil o
aprepitant atenuou o comportamento de prurido nos animais tratados (CONSTANTINI
et al., 2015). Ja a meia-vida de eliminacdo em cavalos (10,37 + 2,07 horas) foi
intermediaria entre caes (4,4-5,6 horas) e gatos (16,5 horas) (BENCHAOUI et al.,
2007; HICKMAN et al., 2008; KENWARD et al., 2017; BERRYHILL et al., 2019).

Juntamente com sua acao antiemética, descobertas sugeriram que O
maropitant possuia acao periférica, incluindo acdo analgésica em gatos (CORREA et
al., 2019), antipruriginosa (WILLIAMS-FRITZE et al., 2011) e antidiarreica em ratos
(CHAMBERS et al., 2017) em tratamentos realizados de forma continua.

O efeito toxico do maropitant (50 mg/kg) em 100% dos animais tratados no
nosso estudo corrobora com um estudo piloto que apresentou efeitos colaterais
graves, seguido de morte de um animal com a mesma dose utilizada (AGUADO et al.,
2015).

Pode-se afirmar que no modelo de LCC assim como na neuropatia pos-
cirargica, o processo inflamatorio é determinante para o desenvolvimento e
manutencdo da dor. Dessa maneira, imediatamente ap0s a lesdo, ocorre pressao
mecanica e inflamacao periférica, que induz uma axonopatia significante das fibras
mielinizadas e ndo mielinizadas (COLLOCA et al., 2017). Mediadores inflamatdrios

secretados pelas fibras lesadas desencadeiam atividade espontadnea nas fibras
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intactas e, consequentemente, o comportamento relacionado a dor neuropética
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016).

A administracdo de 30 mg/kg de maropitant, via intraperitoneal, foi capaz de
aliviar os comportamentos nociceptivos de forma mais eficaz, associados a lesdo
neuropética em ratos. Esse resultado coaduna com dados anteriores, nos quais o
tratamento com antagonista de receptor NK1 resultaram em atenuagdo do
comportamento antinociceptivo, indicando que a SP e seu receptor NK1 participam do
inicio e da persisténcia da hiperalgesia (LAGRAIZE et al., 2010).

A acgdo antinociceptiva do maropitant nos animais com dor neuropatica esta
relacionada com o mecanismo de acdo do farmaco e sua capacidade de antagonizar
um dos receptores que estéo envolvidos no processo nociceptivo. De forma que, Chen
et al. (2014) observaram que em ratos submetidos a LCC ocorre uma inconsistente
internalizacdo do receptor NK1, com consequente aumento da liberacdo de
substancia P, 0 que propicia a manutencéo do quadro algico na neuropatia periférica.

Os resultados demonstraram que houve uma maior ativacdo microglial
marcada por IBA-1 nos animais do grupo controle positivo. Sabe-se que o numero de
células da microglia no corno dorsal da medula espinal € capaz de aumentar com sete
dias apds a LCC (KALIN et al., 2018), o que gera a microgliose e que a expresséao de
IBA-1 é aumentada em condi¢cOes patologicas (BIESMANS et al., 2013). Dessa
maneira, 0 mecanismo central da dor crénica apos lesédo nervosa ou inflamacao, nédo
envolve apenas a plasticidade dos neurénios, mas também a alteracéo da funcéo das
células gliais da medula espinal como micréglia e astrocitos (ZHUO et al., 2011).

De fato, as células microgliais se tornam hipertrofiadas e aumentam a
expressdo da molécula adaptadora de ligacdo ao calcio ionizada 1 (IBA-1). Além
disso, astrécitos e microglia também liberam varios mediadores inflamatorios que, por
sua vez, aumentam a excitabilidade dos neurbnios nociceptivos espinais enquanto
reforcam a ativacdo glial, contribuindo assim para a sensibilizacdo neuronal e
hipersensibilidade comportamental observada na dor neuropética (INOUE; TSUDA,
2018).

Sugere-se que isso possa acontecer devido a dois mecanismos, 0 primeiro é
devido a uma proliferacdo da microglia residente na medula espinal, e o segundo

devido a infiltracdo de mondcitos circulantes derivados da medula éssea que se
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diferenciam em células semelhantes a microglia (ECHEVERRY et al., 2011;
BRUTTGER et al., 2015).

No presente trabalho a ativagao microglial foi reduzida com a administragéo de
30 mg de maropitant, sugerindo um possivel efeito antiinflamatério. Alguns estudos
atribuem essa nova aplicacdo clinica dos antagonistas de receptores NK1 como
agentes antiinflamatérios ao fato da SP ser um mediador inflamatério conhecido no
processo inflamatério agudo, cujo o receptor é expresso em células inflamatorias,
como macréfagos e células dendriticas (TULUC et al., 2009). Foi relatado que os
antagonistas de receptores NK1 exibem efeitos antiinflamatérios em varios modelos
de doencas inflamatérias, incluindo colite, cistite, artrite, asma e (GRADY et al., 2000;
MAKINO et al., 2012).

TSUKAMOTO et al. (2018) confirmaram a expresséo de receptores NK1 e SP
no pancreas e com base nos achados do seu estudo, a agédo antiinflamatéria do
maropitant foi mediada pelo bloqueio do receptor NK1 presente no 6rgdo. Um dos
mecanismos envolvidos nessa acdo possa estar relacionado a SP, pois uma vez
liberado estimula diretamente as células inflamatorias a liberar citocinas, radicais livres
de oxigénio e outros mediadores inflamatorios (UTSUMI et al., 2016) e promove a a
sintese de TNF-q, IL-1B e IL-6 e aumentando o processo de fagocitose por
macrofagos em ratos. Além disso, induz a degranulacdo de neutrofilos e ativar o
estresse oxidativo (WANG et al., 2010).

Além das alteracdes de sensibilidade mecéanica e inflamagédo, ocorreram
variacdes na atividade da catalase na medula espinal dos animais. Em nosso estudo,
as alteracfes na medula espinal, regido de entrada das informacfes sensoriais no
modelo experimental utilizado, ocorreram pela lesdo nervosa por constricdo do nervo
ciatico. que foram modificadas pelo tratamento com maropitant.

Ao considerarmos o0s parametros de estresse oxidativo aqui estudados, o
aumento da atividade da catalase na neuropatia induzida pela LCC, coincide com
estudo anteriores, em ratos, o qual verificou a inducdo do aumento do estresse
oxidativo com acréscimo na atividade desta enzima frente a lesdo do nervo periférico
além da atenuacdo da nocicepcéo pds neuropatia estabelecida (DE MORAIS et al.,
2014). J& foi descrito que a administracdo de diversos farmacos antagonistas de

receptores NK-1, como L-DOPA tem a capacidade de proteger neurdnios
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dopaminérgicos, manter a integridade da BHE preservada, reduzir a neuroinflamacgéo
e melhorar a fungcdo motora (THORNTON; VINK, 2015).

4.5 CONCLUSAO

O maropitant na dose de 30 mg/kg/24q promoveu aumento do limiar nociceptivo
mecanico de forma eficaz apds trinta minutos, com um pico apos duas horas e duracao
de dez horas apés aplicacdo em ratos com neuropatia. Houve atenuacao da alodinia
nos animais, com diminuicdo da ativacdo microglial e da atividade da catalase.
Embora preliminares, nossos dados apontam o potencial uso terapéutico do
maropitant, sem efeito cumulativo, para o tratamento de pacientes com neuropatica

periférica.
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5. COSIDERACOES FINAIS

O maropitant € um antagonista do receptor NK1 que bloqueia a acdo da SP no
sistema nervoso central e periférico. Expressado em neurénios na medula, o NK1
apresenta papel no desenvolvimento E na manutencéo da hiperalgesia, e também na
modulacdo descendente da transmissdo nociceptiva na medula espinal. Esses
mecanismos possivelmente justificam o efeito antinociceptivo apresentado com o
tratamento do maropitant.

A partir dos resultados do presente estudo, pode-se concluir que a constricdo
do nervo ciatico, um modelo de dor neuropatica, promoveu aumento da sensibilidade
mecanica, os quais foram revertidos pela administracao intraperitoneal de maropitant
na dose 30 mg/kg/24q administrado durante 7 dias consecutivos. Além disso, ficou
sugerido que apresenta uma capacidade de atuar com acao antinflamatoria por
promover uma diminuicdo da ativacdo microglial e também possui interferéncia na
atividade antioxidante, mostrando-se como nova uma alternativa para o tratamento da
dor neuropatica.

Contudo, como ndo houve efeito cumulativo da medicacdo no decorrer do
tratamento, sugere-se a utilizacdo do maropitant de forma continua em protocolos
analgésicos de animais que apresentem dor neuropatica, devido a acéo

antinociceptiva verificada pela via intraperitoneal.
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ANEXO | - PROTOCOLO DA IMUNOISTOQUIMICA
Kit: Estreptovidina-biotina-peroxidase

1° DIA

XILOL 1 (1 hora)

XILOL 2 (1 hora)

ALCOOL ABS 1 (5 min)
ALCOOL ABS 2 (5 min)
ALCOOL ABS 3 (5 min)
ALCOOL 90% (5 min)
ALCOOL 80% (5 min)
ALCOOL 70% (5 min)
AGUA CORRENTE (5 min)

BANHO MARIA A 98° C (tampéo citrato pH 6,0) (20 min dentro e 20 min na
temperatura ambiente)

Tampao Citrado:
1,05 g de acido citrico + 500 mL de H,0 (4dgua destilada ©)
Obs.: ajustar o pH para 6,0

PBS (5 min)
PBS (5 min)

PBS (5 min) PBS:

1Lde dH,0 + 7,2 g de NaCL + 0,43 g de fosfato de sédio

onobdsico + 1,48 g de fosfato de sddio dibasico
Obs.: ajustar o pH para 7,2

BLOQUEIO PEROXIDASE (30 min) (no escuro — 6 mL de H>O2 e completar para
200 ml de metanol) - fazer na hora

PBS (5 min)
PBS (5 min)

SORO BLOQUEIO (30 min) — camara umida a temperatura ambiente
ANTICORPO 1° (overnight) — camara Umida na geladeira
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2° DIA

PBS (5 min)
PBS (5 min)
PBS (5 min)

ANTICORPO 2° (45 min) — cAmara Umida a temperatura ambiente
PBS (5 min)
PBS (5 min)
PBS (5 min)

ESTREPTOVIDINA —PEROXIDASE (30 min) (camara Umida a temperatura
ambiente)

PBS (5 min)
PBS (5 min)
PBS (5 min)

DAB (= REVELADOR) (1 gota em 1 mL de diluente)

Observacdes: O tempo do DAB varia de acordo o anticorpo 1°. Para 24 laminas, fez-
se 500 microlitros de diluente para 25 microlitros de DAB (1:20).

AGUA CORRENTE (10 min)
HEMATOXILINA (60 seg)
AGUA CORRENTE (10 min)
ALCOOL 70% (3 min)
ALCOOL 80% (3 min)
ALCOOL 90% (3 min)
ALCOOL ABS 1 (10 min)
ALCOOL ABS 2 (10 min)
ALCOOL ABS 3 (10 min)
XILOL 1 (10 min)

XILOL 2 (10 min)

Montagem da lamina

Tabela 2- Anticorpos utilizados com suas respectivas diluicbes e tempo de incubagdo com
diaminobenzidina (DAB).

Anticorpo Espécielclone Diluicao DAB
anti-IBA-1 Camundongo/ monoclonal 1:300 8 minutos
anti-CAT Camundongo/ monoclonal 1:300 4 minutos

65



