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EFEITOS ANTINOCICEPTIVOS E ANTIOXIDANTE DA AMANTADINA EM
MODELO DE NEUROPATIA PERIFERICA INDUZIDA PELA VINCRISTINA EM

RATOS.RESUMO

Amantadina € um antagonista ndo competitivo dos receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA amplamente utilizada no tratamento do Parkinson e como antiviral,
com possivel efeito analgésico em algumas enfermidades. Estudos recentes
demonstraram que esse farmaco inibe a neuroinflamacéao, exercendo uma funcéo de
neuroprotecdo. Objetivou-se avaliar os efeitos antinociceptivo e antioxidante da
amantadina em ratos apds indugdo de dor neuropatica periférica com sulfato de
vincristina. Foram utilizados 64 ratos igualmente divididos em oito grupos (n=8): G1:
Os animais nao receberao nenhum farmaco (Naive), G2: Animais receberam 0,2ml
de solugédo salina via IP, G3: Animais receberam vincristina (0,05mg/kg/IP), G4, G5,
G6, G7 e G8: Animais receberam vincristina (0,05mg/kg/IP) e uma hora depois,
receberam amantadina nas doses 25, 50, 75, 100 e 125mg/kg/VO, respectivamente,
uma vez ao dia, durante oito dias consecutivos. Apds o tratamento os animais foram
eutanasiados com sobredose de propofol 150mg/kg, via intravenosa, logo apoés foi
coletado 9mm da medula espinal. Foi utilizado o analgesimetro digital para avaliagao
do limiar nociceptivo mecanico na superficie plantar do pé direito. Através da
amostra colhida, a fungao antioxidante das enzimas catalase (CAT) e superéxido
dismutase (SOD) foi analisada por meio da mensuragado da reacao enzimatica e
imunohistoquimica. Os resultados foram submetidos ao teste Bartlett's, os dados,
entdo, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Bonferroni
para comparagdo das médias e para as variaveis sem distribuicdo normal foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). Foi visto que a dor neuropatica foi
instituida com a administracdo do sulfato de vincristina como o protoloco
mencionado e a amantadina aumentou significativamente o limiar mecéanico dos
animais, porém sem diferenga entre as doses utilizadas. Em relagao a atividade da
CAT e SOD, a amantadina nao interferiu na ativagcdo de CAT e SOD. Conclui-se
que a amantadina teve efeito inibidor da neuropatia periférica, porém seu efeito
neuroprotetor ndo age pelas vias de antioxidativas da catalase e da superoxido

dismutase.

Palavras-chave: Neuropatia periférica, Vimcrisctina, receptor NMDA, alodinia



ANTINOCICEPTIVE AND ANTIOXIDANT EFFECTS OF AMANTADINE IN MODEL
OF PERIPHERAL NEUROPATHY INDUCED BY VINCRISTINE IN RATS.

ABSTRACT

Amantadine is a non-competitive antagonist of NMDA-type glutamatergic
receptors widely used in the treatment of Parkinson's and as an antiviral, with
possible analgesic effect in some diseases. Recent studies have shown that this drug
inhibits neuroinflammation, exercising a function of neuroprotection. The objective
was to evaluate the antinociceptive and antioxidant effects of amantadine in rats after
induction of peripheral neuropathic pain with vincristine sulfate. 64 rats were equally
divided into eight groups: G1: Animals will not receive any drugs (Naive), G2:
Animals received 0.2 ml of saline via IP, G3: Animals received vincristine (0.05mg /
kg / IP), G4, G5, G6, G7 and G8: Animals received vincristine (0.05mg / kg / IP) and
one hour later, received amantadine in doses 25, 50, 75, 100 and 125mg / kg / VO,
respectively, for eight days . After treatment, the animals were euthanized with an
overdose of propofol 150mg / kg, intravenously, just after 9mm of the spinal cord was
collected. A digital analgesometer was used to assess the mechanical nociceptive
threshold. Through the collected sample, the antioxidant function of the enzymes
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) was analyzed by measuring the
enzymatic and immunohistochemical reaction. The results were submitted to the
Bartlett's test, the data were then subjected to analysis of variance (ANOVA) and the
Bonferroni test to compare the means and for the variables without normal
distribution, the Kruskal-Wallis test (P <0, 05). It was seen that neuropathic pain was
instituted with the administration of vincristine sulfate as the aforementioned
protoloco and amantadine significantly increased the mechanical threshold of the
animals, but without difference between the doses used. Regarding the activity of
CAT and SOD, amantadine did not interfere with the activation of CAT and SOD. ltis
concluded that amantadine had an inhibitory effect on peripheral neuropathy, but its

neuroprotective effect does not act through the SOD AND CAT pathways.

Keywords: Peripheral neuropathy, vincristine, NMDA receptor, allodynia
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1. INTRODUGAO

O céncer, ainda hoje, é considerado um desafio por se tratar de um dos
maiores problemas de saude publica do mundo. De acordo com a Sociedade
Americana do Cancer, as taxas de mortalidade diminuiram na ultima década,
enquanto que a incidéncia permaneceu estavel nos pacientes do sexo feminino, e
nos homens diminuiu cerca de 2%, porém os numeros ainda sido alarmantes
(SIEGEL, et al., 2019). Devido ao grande impacto social e financeiro a sociedade, é
alvo de constantes pesquisas na profilaxia, diagndstico, tratamento e como conceder

qualidade de vida ao paciente ja acometido pela doenga (PANG; ARGYLE, 2016).

Com o aumento da longevidade dos animais domésticos, o diagndstico das
neoplasias vem crescendo continuamente na Medicina Veterinaria. Dentro desse
campo, as neoplasias malignas ocorrem usualmente na rotina clinica médica,
podendo o mesmo animal apresentar mais de um tumor primario (GRUNTZIG et al.,
2015).

O tratamento pode incluir procedimentos cirurgicos, medicagbes
quimioterapicas, radioterapia, imunoterapia e criocirurgia (RODASKI et al., 2008). A
quimioterapia pode ser curativa ou paliativa no tratamento de varios tipos de
neoplasias. Porém, aliado a isso, a maioria dos quimioterapicos apresentam elevada
toxicidade, ja que os agentes ndo atuam de forma exclusiva nas células tumorais,
causando efeitos colaterais severos nos pacientes (PANG; ARGYLE, 2016). Esses
efeitos colaterais cursam de modo agudo ou crénico, afetando a qualidade de vida
do paciente, como por exemplo, nauseas, vomitos, fadiga, perda de apetite, diarreia,
constipacdo e dor neuropatica, sendo esta ultima a causa de maior sofrimento ao
paciente (PEARCE, et al., 2017).

Atualmente existe grande dificuldade no diagnéstico da dor neuropatica tanto
em seres humanos como nos animais, por sua diversidade de etiologias (DWORKIN,
2009). Por este motivo, seu tratamento é bastante complexo, onde nao existe
predilecdo por uma terapéutica especifica. O tratamento pode ser utilizado em
associagao ou isoladamente, e a maioria dos farmacos apresentam efeitos colaterais
severos devendo ser utilizados com cautela (BARON; BINDER; WASNER, 2010).
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Estudos demonstraram que alguns antagonistas dos receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) podem ser utilizados no tratamento da dor neuropatica de forma
prolongada e continua, proporcionando analgesia ao paciente (DICKENSON;
SULLIVAN, 1987; EISENBERGL; PUD, 1998; EISENBERGL; LACROSS;
STRASSMAN, 1995).

2. OBJETIVOS
2.1 0Objetivo Geral

Analisar o potencial efeito antinociceptivo e antioxidante da amantadina em
diferentes doses em ratos submetidos a um modelo experimental de neuropatia

periférica induzida pela vincristina.

2.2 Objetivos especificos:

- Determinar uma curva dose resposta da amantadina mediante o limiar
nociceptivo mecanico;

- Verificar a participagdo da catalase e do superdoxido dismustase no

tratamento com amantadina na neuropatia periférica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fisiologia da Dor

A dor é classificada como sensacédo desagradavel, que leva a alteragdes
sensoriais e emocionais. Trata-se de mecanismo de defesa do organismo contra
danos teciduais, alertando o individuo sobre perigo iminente, podendo ser fisiolégica
ou patolégica (STEEDS, 2009). Quando ocorrem estimulos nocivos ao individuo,
eles sao transmitidos do sistema nervoso periférico ao sistema nervoso central,
através de vias neuronais, esse mecanismo de transmissao e percepg¢ao da dor é
chamado de nocicepgédo (GARLAND, 2012).

Nociceptores sao receptores sensoriais do sistema nervoso periférico que
podem ser classificados de acordo ao seu diametro, sua velocidade de transmissao
do estimulo ao sistema nervoso e quanto sua mielinizagdo ou nao. As fibras A-delta
tem calibre maior e pouco mielinizadas e conduzem estimulos de natureza mecanica
e térmica, ja as fibras C que n&o sao mielinizadas e estdo associadas a condugao da
segunda dor. A mielinizagao esta diretamente ligada a velocidade de condugéo do
estimulo, quanto maior a mielinizagao da fibra, maior sua velocidade e intensidade
de condugéao. Esse processo mediado pelos nociceptores se chama transdugéo, que
se projeta do tecido periférico até o corno dorsal da medula, onde ocorre a

modulacgao, e projetados da medula até o coértex cerebral (GARLAND, 2012).

As informagdes dos estimulos nocivos irdo chegar aos terminais pré-
sinapticos, através das fibras, causando liberacdo de substancia P e aminoacidos
excitatorios, onde ativam e se ligam aos seus receptores nos terminais pos-
sinapticos. O principal aminoacido excitatério € o glutamato, que é liberado na fenda
sinaptica e se liga aos receptores na membrana pos-sinaptica. Esses receptores
podem ser do tipo metabotropicos, ou seja, precisa de segundo mensageiro, a
proteina G, para ser ativado, tornando o processo mais lento, sendo oito receptores
(mGLU1-8), classificados em trés grupos (I, Il e Ill). J& os ionotropicos, podem ser o
N-metil-D-aspartato  (NMDA), acido-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propionico
(AMPA) e cainato (KA) (KUNER, 2010).

14



Os receptores ionotropicos apresentam sitio de recepg¢ao ao neurotransmissor
por meio de canal i6nico e afeta diretamente o fluxo de ions, principalmente sodio
(Na*) e célcio (Ca*"), fazendo com que esse processo seja mais rapido do que por
outra via. Ja nos receptores metabotrépicos, esse processo acontece de maneira
mais lenta porque requer segundo mensageiro para ser ativado (TRAYNELIS, et al,
2010).

A ativagcado dos receptores NMDA esta diretamente ligada a transmissao das
fibras aferentes A-delta e C. Os receptores NDMA tem uma maior permeabilidade ao
Ca?*, se comparada aos outros receptores ionotrépicos, durante o seu repouso os
jons de Mg?* impedem o influxo de Ca?*, porém ao ocorrer a despolarizagdo da
membrana, o Mg®* é expulso, sucedendo um influxo de Ca intracelular. Altas taxas
de glutamato levam a um elevado influxo de Ca® intracelular resultando em
despolarizagdo membranar mitocondrial e consequente morte neuronal (LAU;
TYMIANSKI, 2010).

3.2 Dor Neuropatica

Atualmente existem muitas descri¢des de dor neuropatica, de acordo com o
Associacao Internacional para o estudo da dor (IASP), dor neuropatica é definida
como dor causada por lesdo no sistema nevorso somatosensorial, sendo descrita
dor de origem central ou dor de origem periférica. E um tipo de dor crénica que afeta
diretamente na qualidade de vida do paciente, podendo desencadear outros
problemas, como disturbios neurologicos e comportamentais. Ainda de acordo com
o IASP, a dor neuropatica € um sintoma e nao diagndstico, tendo a necessidade de
investigacado para identificar lesdo ou doenga que justifique o quadro do paciente
(IASP, 1994).

No sistema nervoso periférico, ocorre resposta inflamatéria e degeneracéao
devido a lesao direta. Apds esses acontecimentos ocorrera migragao de macréfagos
para 0 nervo e raiz dorsal, logo apos € liberado no local de leséao substancia P,
bradicinina e 6xido nitrico. Além disso, ira ocorrer liberagdo de prostaglandinas e
citocinas IL-1 beta, IL-6, IL-18 e fator de necrose tumoral (TNF), isso ira induzir a
ativacao das fibras nociceptivas (SCHOLZ et al., 2005).
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O sistema nervoso central tem habilidade de adaptar-se ou modificar-se em
resposta a lesbes, alterando sua resposta a estimulos. Ocorre apds geracgéo
ectopica de impulsos nervosos através das fibras A-delta e C, as fibras A-delta
apresentam maior geragado ectépica de impulsos nervosos em relagdo as outras
fibras. Essa geracdo de impulso é feita longe do sitio de agcdo e pode persistir por
longos periodos de tempo, fazendo com que ocorra excitabilidade axonal posterior a
disfuncdo dos canais i6nicos, ativando receptores que cursam com estimulos
cronicos, como os receptores NMDA (STEEDS, 2009).

A micréglia também esta diretamente ligada a dor neuropatica na medula
espinal, ela vai ser ativada apds estimulo prolongado, promovendo fagocitose e
participando do processamento de sinais que se comunicam com 0s neurdnios,
células da glia e do sistema imunolégico, no qual vao modular a excitabilidade dos
neurénios (SISIGNANO et al., 2014).

A dor neuropatica pode acontecer de diversas maneiras e por diferentes
causas, mas pode ser dividida a partir de lesdo constritiva crbnica, lesdo difusa do
nervo, neuropatia diabética e pds-herpética (ROGERS et al., 2006). Seu diagndstico
€ complexo, onde n&o existe consenso para descricao desse tipo de dor, o paciente
acometido apresenta queixas multiplas, que muitas vezes ndo conseguem descrever
ou explicar. Na medicina veterinaria, especialmente em caes e gatos, a dor
neuropatica pode acontecer por diversos motivos como trauma, hérnias, fraturas
pélvicas, cistite intersticial felina, neuropatia diabética e tumores do sistema nervoso
(MATHEWS, 2008).

Pode se manifestar através de hiperalgesia (sensibilidade exarcebada),
alodinia mecanica ou por frio (sensibilidade a um estimulo indcuo), dor espontanea e
parestesia (sensacdo desagradavel na pele). Pode ocorrer também o fendmeno
denomidado “wind up” que, mesmo sob auséncia de estimulos, os nervos periféricos
motivam descarga elétrica, ativando os mecanismos da dor (SCHAIBLE; RICHTER,
2004). Dor do membro fantasma € uma sindrome que também pode ocorrer,
atribuida a sensibilizacdo periférica como resultado da atividade espontanea de

terminagdes nervosas em regeneragao (WEEKS et al., 2010)
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3.3 Dor neuropatica induzida por quimioterapico

Dentre os agentes quimioterapicos, os mais utilizados que comumente
causam dor neuropatica como efeito adverso sdo os compostos de platina (cisplatina
e carboplatina), taxanos e alcaloides da vinca (vincristina), e mais raramente
utilizados, os ixabepilona, bortezombibe e talidomida, sendo diferentes mecanismos
e sitios de acdo para cada um (MANJI, 2011).

A vincristina € um alcaloide extraido originalmente de planta ornamental
chamada Catharanthus roseus, endémica da ilha de Madagascar. Sendo
amplamente utilizado no tratamento quimioterapico de neoplasias de células
sanguineas e alguns tumores sodlidos, podendo ser utilizada isoladamente ou em
conjunto com outro farmaco, principalmente no setor pediatrico humano (LEVEQUE;
JEHL, 2007).

O paciente da espécie humana submetido a quimioterapia com o sulfato de
vincristina pode apresentar efeitos colaterais em diferentes sistemas, porém a dor
neuropatica € uma das maiores preocupacoes durante a administracido, por ser um
dos principais motivos de reducdo da dose ou de descontinuidade do tratamento
adequado, influenciando no indice de mortalidade do paciente. Seu alto poder
neurotoxico manifesta alteracbes em nervos periféricos, através da dor neuropatica
periférica, e a nivel central, podendo ocorrer mudangas comportamentais e até
epilepsia. Esses efeitos colaterais estao diretamente ligados ao tempo de tratamento
e dose administrada (GOMBER et al., 2010).

A ocorréncia da dor neuropatica em pacientes tratados com vincristina € alta e
pode ocorrer por diferentes vias, sem necessariamente ter ligacées entre elas
(GOMBER, et al., 2010). Ap6s a utilizacado do sulfato de vincristina, ira acontecer no
corno dorsal da medula uma modificagao na liberagdo dos neurotransmissores, além
de uma interrupgéo do transporte axonal, causando a degradagao desse axdnio, por
uma cessacao do suprimento, acontecendo tanto nas fibras mielinizadas como nas
fibras amilienizadas, principalmente na fibra C, que sofre uma alta responsividade
excitatéria. Essas alteracdes irdo resultar em uma alteragdo na funcao e estrutura
dos nervos periféricos, causando assim a dor neuropatica periférica (THIBAULT, et
al., 2013)
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A vincristina também ira levar a um estresse oxidativo, quando ha uma
desproporgao entre os agentes antioxidantes e os oxidantes. Pode ocorrer através
da liberagdo do 6xido nitrico (NO) pela agdo do oxido nitrico sintetase induzida
(INOS), que € um radical livre gasoso. O NO produzido pelo iNOS é citotdxico ao
reagir com espécies de oxigénio, levando a uma destrui¢do celular (OZKUL, et al.,
2010)

Nesse processo as mitocOndrias também sao afetadas, fazendo com que
ocorra uma producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO), essa producado de
ERO desencadeia um estresse oxidativo. A liberacdo excessiva de glutamato
também pode desencadear esse mesmo processo, aumentando o influxo de calcio
intracelular (CIRCU; AW, 2010).

O organismo tem um sistema enddgeno antioxidante que tem como funcéo
reduzir os danos ocasionados pelos radicais livres. Essas substancias podem ser
nao-enzimaticas ou enzimaticas, as enzimaticas compreendem a Superoxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx), que atuam
atrasando ou inibindo a constituicao de radicais livres (SANCHEZ-VALLE; MENDEZ-
SANCHEZ, 2018).

A CAT e GPx agem de forma semelhante, diminuindo o peroxido de
hidrogénio do organismo, evitando assim que ele reaja com 0 oxigénio ou ions de
ferro ou cobre e se transforme em hidroxila (OH), na qual ndo ha sistema enzimatico
de defesa. Ja a SOD fara o mesmo mecanismo, porém realizara uma dismutagéo,
ou seja, oxidara uma molécula e reduzira proporcionalmente a outra, no caso duas
moléculas de superdxido para uma de peroxido de hidrogénio e oxigénio (FATTMAN
et al. 2003).

3.4 Amantadina

As medicagdes neuroprotetoras reduzem a excitoxicidade, limitando a
isquemia cerebral, e protegendo a célula neuronal dos agentes oxidantes e
aminoacidos excitatorios. Os farmacos antagonistas do receptor NMDA tem acéao
neuroprotetora, devido a ligagado direta do receptor iondtropico do glutamato no
mecanismo de morte celular. Eles podem ser competitivas ou ndo competitivas, os

competitivos irdo competir diretamente com o sitio de ligacdo do glutamato,
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enquanto que o ndo competitivo impede o influxo de Ca®" intracelular indiretamente.
Entre as medicagdes antagonistas NMDA estdo o dextrometorfano, dextrorfano,

quetamina, memantina e amantadina (GAGLIARDI, 2000).

A amantadina € uma amina ftriciclica sintética hidrossoluvel descoberta por
Wingfield em 1956, um antagonista ndo competitivo dos receptores NMDA,
inicialmente utilizado como antiviral no tratamento do virus Influenza A e no
tratamento para a doenca de Parkinson. Apds a descoberta da funcdo dos
receptores NMDA na modulagao da dor, comecou a ser utilizada no tratamento para
dor crénica pos-operatoria (SNIJDELAAR et al., 2004) e sendo utilizada de forma
continua durante um periodo de tempo maior, com efeitos colaterais brandos
(EISENBERGL; PUD, 1998).

Esse farmaco também tem fungdo neuroprotetora, através da diminuigdo do
estresse oxidativo por meio da prevencao da ativagao microglial. Auxiliando na
protecdo da célula contra degeneragdes e alteragdes celulares provenientes de um
farmaco ou patologia. Além disso, também foi visto que ela tem agéo sob a ativagao

inflamatdria da microglia (KIM, et al., 2012).
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4. MATERIAL E METODOS
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica (CEUA) da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC) sob o numero 33/2018 e executada de acordo com

os principios éticos da experimentagao animal.

4.1 Animais e condigoes de alojamento

Foram utilizados 64 ratos foram da espécie Rattus novergicus, variedade
Wistar, machos, com 45 dias de vida, pesando entre 200-250g, oriundos do
laboratério de criagdo, manutencdo e experimentagdo animal (LaBio) da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). Ficaram acondicionados em caixas
plasticas, contendo quatro animais em cada caixa, alimentados com ragao comercial
e agua em abundancia. O ambiente era controlado com um ciclo de claro-escuro de
12 horas, com temperatura controlada entre 22 e 25°C. Antes do inicio do

experimento, eles passaram por um periodo de sete dias de ambientacao.
4.2. Modelo de dor e grupos experimentais

Para a realizacdo do modelo de dor neuropatica experimental, foi
administrado sulfato de vincristina, na dose de 0,05 mg/kg/dia por via intraperitoneal
(IP), durante 8 dias. Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos (n=8)

e receberam:

e Neive: Animais nao receberam nenhum farmaco ou veiculo (haive).
e Controle negativo: Animais receberam solugao salina via intraperitoneal.
e Controle positivo: Animais receberam sulfato de vincristina (0,05 mg/kg/IP).

e Amantadina 25 mg: Animais receberam Amantadina (25mg/kg/VO/dia) uma
hora antes da administracdo do sulfato de vincristina (0,05 mg/kg/IP).

e Amantadina 50 mg: Animais receberam Amantadina (50mg/kg/VO/dia) uma
hora antes da administracdo do sulfato de vincristina (0,05 mg/kg/IP)

e Amantadina 75 mg: Animais receberam Amantadina (75mg/kg/VO/dia) uma
hora antes da administracdo do sulfato de vincristina (0,05 mg/kg/IP)

e Amantadina 100 mg: Animais receberam Amantadina (100mg/kg/VO/dia) uma
hora antes da administracdo do sulfato de vincristina (0,05 mg/kg/IP)

¢ Amantadina 125 mg: Animais receberam Amantadina (125mg/kg/VO/dia) uma
hora antes da administracao do sulfato de vincristina (0,05 mg/kg/IP)

A Amantadina (Mantidan® 100mg, Eurofarma®) foi administrada por via oral

através de gavagem com uma canula especifica.
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4.3. Avaliagcao do limiar nociceptivo mecanico, obtencao das amostras e

eutanasia dos animais

Para avaliacdo mecanica nociceptiva, cada animal foi posicionado em uma
malha de metal separadamente, apdés 30 minutos de ambientacdo e
consequentemente diminuigcdo da exploracéo local, foi realizada avaliagdo com o
analgesimetro digital na superficie plantar do pé direito. Para melhor acuracia desse
parametro, o aparelho foi previamente testado e validado e o avaliador foi treinado
para tal procedimento, a fim de estabelecer uma forca pré-definida para estimular os
animais e, consequentemente, diminuir esse viés. Além disso, o avaliador
desconhecia o tratamento instituido em cada grupo. A avaliagao foi realizada duas
horas apds a administracdo do sulfato de vincristina € uma hora apds a
administracao da amantadina.

O analgesimetro digital consiste em um transdutor de pressdo, que se
conecta a um contador de forca onde expde em gramas o resultado, o0 mesmo foi
calibrado com uma precisdo de 2-100g. Uma ponteira descartavel de polipropileno
com 0,5mm de didmetro foi colocada em contato com o animal, na superficie plantar
do pé direito do animal, fazendo com que o animal reagisse ao estimulo em forma

de retirada do membro, e o valor medido pelo aparelho.

Ao final do periodo, no 82 dia, todos os animais foram eutanasiados com
sobredose de propofol (Propotil® 1%, Bio Chimico®) 150mg/kg, via intravenosa e
logo apdés a cessacao dos batimentos cardiacos foi coletado 9mm da medula
espinal, na porgao lombar, onde metade foi congelada em uma temperatura -80°C, e
a outra metade (4,5mm) foi acondicionada em paraformol 4%, durante 24 horas,
sendo realocada para o alcool 70% durante sete dias, posteriormente alcool 80%,
90% e absoluto durante uma hora em cada, 30 minutos no xilol e parafina para ser
posto em um bloco de parafina para finalizagdo. Apés o emblocamento, foi cortado
fragmentos de 4um de espessura e realocado em laminas gelatinizadas para

posterior avaliagao imunohistoquimica.
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4.4 Avaliacao do estresse oxidativo

Todas as reacdes enzimaticas foram avaliadas a partir da amostra de medula

espinal processada e armazenada a -80°C.

O processamento do extrato bruto da medula foi realizada a partir de
sonicamento (Cole-Parmer Ultrasonic Processor®) sob amplitude de 70% com 8
pulsos de 5 segundos (ON) e intervalos de 10 segundos (OFF) no total 40 segundos
com solugdo tampao fosfato de potassio e centrifugada (Eppendorf®, Centrifuge
5417R) sob refrigeragdo (4°C), para obtencdo de 80uL de sobrenadante da amostra

e armazenada a -80°C.

A quantificacdo da proteina foi realizada a partir do método colorimétrico
descrito por Bradford (1976), baseado no complexamento de proteinas com Azul G
Brilhante. Foi utilizada uma microplaca de 96 pocos, onde foi colocado 150 uL de
BSA 0,1mg/mL, 50 pyL de TFK (50 mM, pH 7,0) e 40 pL de TFK com 10 yL da
amostra (1:20) sempre realizada em triplicata, seguido de 200 pL de Coomassie
Blue G250 (Sigma B-0770). Apds incubagao por 15 minutos procedeu-se a leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro (Molecular Devices, SpectraMax Paradigm -
Multi-Mode Detection Platform) no comprimento de onda de 595nm. A concentragao
de proteina foi calculada através de uma curva de diluicdo padrdao de BSA a 0,1

mg/mL

A enzima catalase foi mensurada com a técnica de espectrofotometria
(Thermo Scientific®, Evolution 60)a 240nm, durante 150 segundos, em intervalos de
15 segundos. Em uma cubeta de quartzo, foi adicionado 1800uL de solugao tampéao
fosfato de potassio, medido o branco e adicionado 120uL de peréxido de hidrogénio
(H202), apds 45 segundos foi adicionado 9uL da amostra e completado leitura até o

final. Os resultados foram normalizados pelo teor de proteina. (AEBI, 1984).

A superoxido dismutase foi determinada através da medula espinal,
adicionado a 10mM de solugdo tampao de fosfato de potassio e 50mM de acido
etileno diamino tetra-acético (EDTA), em seguida foi adicionado 2mM de pirogalol e

com a espectofotometria (Thermo Scientific®, Evolution 60), foi medido a sua
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oxidagao, a 430nm, durante 5 minutos, em intervalos de 30 segundos, Os resultados
foram normalizados pelo teor de proteina. (MARKLUND; MARKLUND, 1974).

4.5. Imunohistoquimica

As laminas gelatinizadas contendo trés fragmentos de medula espinal foram
submetidos aos anticorpos Anti-SOD1 (SC101523, Santa Cruz) e Anti-catalase
(SC/271803; Santa Cruz), A técnica utilizada foi a da estreptavidina-biotina-
peroxidase (Kit Elite ABC, Vector Laboratories®, Burlingame, CA, EUA), apés
posterior recuperagao antigénica pelo calor em banho maria a 98°C com solugéo
Retrieval, as laminas foram incubadas em camara umida overnight com o anticorpo
primario e por 30 minutos nas etapas de bloqueio da peroxidase enddgena, soro de
bloqueio e estreptavidina peroxidase. O anticorpo secundario foi utilizado na
posterior incubacdo por 45 minutos. As seccbes foram contracoradas com
hematoxilina de Harris. O controle negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo
primario por IgG. Os dados de cada tecido foram arquivados, analisados e
expressos como intensidade e area de imunomarcagao em pixels, utilizando o
software Image J (National Institutes of Health, EUA) (SILVA, 2014)..

4.6. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o Graph Pad Prism Software
versao 8.0.2. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os valores
médios com o erro padrdao. Os dados da imunohistoquimica e da atividade
enzimatica foram analisados verificando a normalidade dos residuos pelo teste
Bartlett's e os dados que ndo atenderam a estas premissas foram submetidos a
transformacao logaritmica [x=Log (y+1)]. Os dados, entdo, foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Bonferroni para comparagao das médias.
Os dados que nao seguiram distribuicdo normal foram analisadas através do teste

de Kruskal Wallis.As diferencas foram consideradas significativas se P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Curva dose-resposta

Foram investigadas cinco doses diferentes de amantadina (25, 50, 75, 100 e
125 mg/kg, V.O.). Os resultados obtidos foram (média + erro padrdo médio): grupo
controle negativo (25,97 + 0,5687), grupo controle positivo (18,25 £ 1,370), grupo
amantadina 25 mg (22,18 = 0,5641), grupo amantadina 50 mg (21,62 + 0,6208),
grupo amantadina 75 mg (21,01 + 0,4780), grupo amantadina 100 mg (20,77 *
0,4129), grupo amantadina 125 mg (20,52 + 0,6292). Houve diferenca entre os
grupos controle negativo e controle positivo (Figura 1). Ndo houve diferenca
significativa entre as doses de Amantadina, porém ocorreu diferenga entre as

diferentes doses de amantadina e o controle positivo (Figura 1 e 2).
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Figura 1 - Curva dose resposta da amantadina. Média e erro padrao médio da
resposta do limiar mecanico (g) nos ratos submetidos a dor neuropatica
quimioterapica periférica em todos os grupos avaliados (A) e os grupos controle em
relagao aos grupos Amantadina 25 e 50 mg/kg (B e C, respectivamente) . Simbolos
diferentes expressam significancia estatistica, diferenca entre grupo controle positivo
e grupo tratado amantadina 25 e 50 (*), diferenca entre grupo controle negativo e
postivo (#) (* e # p<0,05).
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Figura 2 - Curva dose resposta da amantadina. Média e erro padrao médio da
resposta do limiar mecénico (g) nos ratos submetidos a dor neuropatica
quimioterapica periférica. Grupos controle positivo e negativo em relagdo os grupos
Amantadina 75, 100 e 125 mg/kg (A, B e C, respectivamente). Simbolos diferentes
expressam significancia estatistica, diferenca entre grupo controle positivo € grupo
tratado amantadina 75, 100 e 125 (*) * p<0,05.
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5.2. Avaliagao enzimatica

As enzimas antioxidantes endogenas, como a SOD e a CAT, foram avaliadas.
Na figura 3, os valores encontrados da SOD foram (média = erro padrdo médio):
grupo controle negativo (46,44 + 24,43), grupo controle positivo (602,2 + 43,04),
grupo amantadina 25 mg (190,6 + 85,11) e grupo amantadina 50 mg (152,4 +
32,53). Em relacdo a CAT, os seguintes valores foram (média £ erro padrao meédio):
grupo controle negativo (40,22 + 10,58), grupo controle positivo (71,43 = 23,57)
grupo amantadina 25 mg (40,30 + 9,513) e grupo amantadina 50 mg (38,93 £ 12,14)
(Figura 4). Pode-se observar diferenca significativa somente na avaliagcédo da SOD,

entre os grupos controle negativo e controle positivo, na CAT nao houve diferenga

estatistica.
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Figura 3 - Média e erro padrao médio da SOD em ratos (n=8), administracao de
solugao salina (controle negativo), administragdo de vincristina (controle positivo) e
as duas doses de amantadina 25 e 50mg/kg. (**p<0,05).
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Figura 4 - Média e erro padrao médio da CAT em ratos (n=8), administracéo de
solugao salina (controle negativo), administragdo de vincristina (controle positivo) e
as duas doses de amantadina 25 e 50mg/kg.

5.3 Avaliagao imunohistoquimica
Na avaliacdo imunohistoquimica houve expressao de CAT citoplasmatica nos
neurdnios, neuropilo e substancia branca. Os grupos de neuropatia (controle
positivo) e de neuropatia e tratamento com amantadina 25 mg e 50 mg tiveram
expressao mais intensa em relagao ao controle negativo. (P<0,05) (Figura 5).
Ja4 na SOD houve marcagdo cistoplasmatica também de neurdnios,
substancia branca e neuropilo. O grupo controle negativo teve menos marcagao
citoplasmatica em comparagao ao controle positivo e 0os grupos tratados, porém sem

diferenca estatistica de marcagao entre os grupos tratados (Figura 6).
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Figura 5 - Expressdo de CAT no corno dorsal da medula espinal dos ratos
submetidos neuropatia quimioterapica e administragdo de solugéo salina (n=8) A, B,
C e D: Imagens imunoistoquimicas da baixa expressdao de CAT (Estreptavidina-
biotina-peroxidase, contracorado pela Hematoxilina de Harris, barra = 40um) E:
Aumento da area de expressao da CAT nos grupos controle positivo, amantadina 25
e 50 no citoplasma dos neurbnios e substancia branca em comparagao ao grupo
controle negativo.(*p<0,05).
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Figura 6 - Expressdo de SOD no corno dorsal da medula espinal dos ratos
submetidos neuropatia quimioterapica e administragdo de solugéo salina (n=8) A, B,
C e D: Imagens imunoistoquimicas da baixa expressdao de SOD (Estreptavidina-
biotina-peroxidase, contracorado pela Hematoxilina de Harris, barra = 40um) E:
Aumento da area de expresséo da SOD nos grupos controle positivo, amantadina 25
e 50 no citoplasma dos neurdnios e substancia branca em comparagao ao grupo
controle negativo C

30



6. DISCUSSAO

Este estudo permitiu avaliar uma curva dose resposta dentre da
amantadina nas doses (25, 50, 75, 100 e 125 mg/kg), para determinar uma melhor
dose da amantadina com efeito benéfico para o tratamento da dor neuropatica em
ratos.

No presente estudo foi visto que a amantadina tem efeito inibidor da
neuropatia periférica em todos os grupos tratados. Provavelmente, esses resultados
de inibicdo da amantadina podem ser devido ao fato que inibidores dos receptores
NMDA bloqueiam ativagdo glial na medula espinal, impedindo a fosforilagdo do
receptor NMDA, impedindo o influxo de Ca?" intracelular. Esse influxo de Ca?* ativa o
NO, que na fenda pré-sinaptica causara uma liberagao exagerada de substancias P
e aminoacidos excitatérios, tudo isso ird fazer com que ocorra a ativagéo glial na
medula espinal dos ratos (AMIN; STURROCK, 2003; JI, et al, 2013; CAROZZI, et al.,
2015).

A vincristina foi escolhida pelo fato de ser um agente amplamente utilizado na
rotina de terapias antineoplasicas. Apds a terapia quimioterapica ira ocorrer um
aumento na expressao do receptor 5-hidroxitriptamina (5-HT), um receptor de
neurotransmissores de sinais periféricos. Além disso, ela induz uma toxicidade
neuronal através de um aumento na liberacado de neurotransmissores excitatorios na
membrana pds-sinaptica, como o glutamato (THIBAULT, et al., 2013; ADDINGTON,;
FREIMER, 2016). O receptor NMDA ira ser ativado por uma estimulagao prolongada,
causando um aumento na atividade dos canais de Ca?* nos neurdnios sensoriais do
corno dorsal da medula (PARK, 2014).

Diferentes estudos em tipos de dor neuropatica demonstraram eficacia da
amantadina, como no tratamento pos-cirurgica associada a dor neuropatica em
humanos (EISENBERG; PUD, 1998; PUD, et al., 1998), dor neuropatica diabética
em humanos (AMIN; STURROCK, 2003) e no tratamento da dor crénica em
cachorros (LASCELLES, et al., 2008). Ja no tratamento da dor neuropatica crbénica
induzida por lesdo constritiva em nervo no rato, a amantadina ndo foi eficaz
(COFFEEN, et al,, 2009)
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Com relagao a instituicdo da dor neuropatica periférica quimioterapica, os
resultados demonstraram que a dor neuropatica foi estabelecida nos ratos com a
administracdo do sulfato de vincristina na dose de 0,05 mg/kg/l.P., onde visualizou-
se a instituicdo da dor neuropatica a partir do 2° dia de tratamento, como descrito por
Siau & Bennet (2006) e Muthuraman, et al. (2008) que utilizaram a mesma dosagem,
resultando em um efeito acumulativo da vincristina.

O tratamento quimioterapico com a vincristina promove uma ativacdo do
NOS, que induz a liberacdo do NO, e que por sua vez é citotoxico ao reagir com as
ERO (WANG, et al., 2011). As ERO s&o produzidas nos processos metabdlicos
aerobicos celulares, para exercer sua fungado no organismo fisiologicamente. N&o ha
necessidade de uma grande quantidade, porém durante o processo de estresse
oxidativo, ha um aumento na sua produgcdo (VAQUERO, et al., 2004). Outros
imunomediadores como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 e
interferon y, vado modular a transmissdo excitatoria. Todos esses mecanismos irao
ocasionar neurotoxicidade podendo evoluir para morte celular (GRACE, et al., 2014).

Levando em consideragao a grande quantidade de ERO liberadas durante
a administracdo dos agentes antineoplasicos aos pacientes submetidos a
quimioterapia (WEWIL, et al., 1998, GOMBER, et al., 2010; JAIN, et al., 2013;
SMITH, et al., 2015), diversas vias de sinalizagao antioxidativas sado ativadas, na
tentativa de reverter esse quadro, como por exemplo as enzimas antioxidantes
endégenas, CAT, SOD e GPx, que séo liberadas nos nervos periférico e no corno
dorsal da medula (DUGGETT, et al., 2016). A CAT é uma enzima antioxidante que
nao é distribuida uniformemente por todo o organismo, da mesma forma que a alta
producdo de ERO também é um evento localizado, dessa forma a CAT é
direcionada para o sitio de lesdao (NISHIKAWA, et al., 2009). Esses agentes
antioxidantes estdo localizados em diferentes locais intra e extracelulares. A SOD,
por exemplo, pode estar localizada nas mitocdndrias, citoplasma e extracelularmente
(STURTZ, et al., 2001), ja a CAT pode ser encontrada nos peroxissomos e
citoplasma (NISHIKAWA, et al., 2002). Porém com maior marcagao nos grupos
controle positivo e nos grupos tratados com amantadina nas doses de 25 e 50
mg/kg, constatando que a amantadina nao interfere na ativagdo da CAT e SOD.

Baseado nos resultados encontrados no presente estudo, provavelmente a

amantadina possa atuar por outras vias antioxidativas eque levam a neuroprotecao.

32



Outros trabalhos sugeriram que seu mecanismo protetor possa estar relacionado
com um aumento de dopamina através da inibicdo da recaptacdo de dopamina e
noroadrenalina nas terminagbes nervosas (THRASH-WILLIAMS, et al., 2013). Ja
Ossola et al. (2011) afirmou que a via de inibicdo do receptor NMDA n&o é a mais
importante para o fator de neuroprote¢do da amantadina, e sugeriram um novo
mecanismo duplo através da reducado da liberacdo de fatores pro-inflamatérios da
microglia e aumento da expresséo do fator neurotrofico derivado da glia. Além disso,
ha trabalhos que relatam a acdo da amantadina na diminuicdo de niveis proé-
inflamatorios dos macréfagos ativados, direcionando para um molde antiinflamatorio
(ROMAN, et al., 2009).

A acdo antioxidante e de neuroprotecdo ainda € um desafio, a
neuroprotecdo vai interromper a cascata de excitoxicidade, porém existem algumas
limitacbes para a utilizagcao dessa alternativa, como por exemplo, iniciar o farmaco
na janela terapéutica correta (GAGLIARDI, 2000). Ainda é necessario novos estudos
para entender melhor o mecanismo de agdo da amantadina como antioxidante e o

seu efeito como inibidor da dor neuropatica periférica.

33



7. CONCLUSAO

A amantadina promoveu efeito inibidor da neuropatia periférica induzida pela
vincristina. Além disso, ela nao interfere na ativacdo da catalase e superoxido
dismutase, sugerindo que a fungdo neuroprotetora ndo age por essa via. Nossos
dados apontam o potencial uso terapéutico da amantadina para o tratamento de

pacientes com dor neuropatica periférica induzida pela quimioterapia.
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