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RESUMO

Uma grande variedade de drogas sao utilizadas em situacfes de dor aguda, cronica
e neuropatica. Os efeitos pelos quais certos analgésicos agem sobre as células do
sistema nervoso central, incluindo astrécitos, ndo séo totalmente compreendidos.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi o de observar, apds administracéo de
doses de curta duracdo de fluoxetina, dipirona, carbamazepina, amantidina e
guetamina S, a expressdo da proteina glial fibrilar acida (GFAP) no cortex frontal,
hipotalamo e substancia cinzenta periaquedutal (PAG). Para isso, ratos Wistar foram
divididos em 6 grupos com 6 animais cada: Grupo 1: Solugéo salina 0,9% - 1ml, via
intraperitoneal (IP), Grupo 2: fluoxetina-10 mg/kg (IP), Grupo 3: carbamazepina, 40
mg/kg (IP), Grupo 4: dipirona, 200 mg/kg (IP), Grupo 5: amantadina, 100 mg/kg (IP)
e Grupo 6: cloridrato de quetamina S, 100 mg/kg (IP). ApGs 10 dias, foi realizada a
colheita das amostras de encéfalo para estudo imuno-histoquimico para a GFAP.
Nossos resultados demonstram que todas as drogas administradas aumentaram a
expressdo da GFAP no hipotdlamo e no cértex frontal em relacdo ao grupo salina.
Na PAG, apenas a amantadina, a fluoxetina e quetamina aumentaram essa
expressdo. Pode-se concluir que todas as drogas tiveram capacidade de alterar a
expressdo de GFAP, que variou de acordo com a regido observada. Mais estudos
devem ser feitos a fim de esclarecer os efeitos desses analgésicos em astrécitos,

tanto na auséncia como na presenca de estimulos nocivos.

Palavras chave: Astrocitos. Dor. GFAP.



ABSTRACT

A wide variety of drugs are used in situations of acute, chronic and neuropathic pain.
The effects by which certain analgesics act on central nervous system cells, including
astrocytes, are not fully understood. Thus, the objective of the present study was to
observe the expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in the frontal cortex,
hypothalamus and periaquedutal gray (PAG) after administration of short doses of
fluoxetine, dipyrone, carbamazepine, amantidine and ketamine S. For this, Wistar
rats were divided into 6 groups with 6 animals each: Group 1: Saline solution 0.9% -
1 ml, intraperitoneal (IP), Group 2: fluoxetine 10 mg / kg (Pl), Group 3:
carbamazepine 100 mg / kg (IP) and Group 6: ketamine hydrochloride S, 100 mg / kg
(IP), Group 4: dipyrone, 200 mg / kg (IP). After 10 days, brain samples were collected
for immunohistochemical study for GFAP. Our results demonstrate that all drugs
administered increased GFAP expression in the hypothalamus and frontal cortex in
relation to saline group. At PAG, only amantadine, fluoxetine and ketamine increased
this expression. We can conclude that all drugs were able to alter the expression of
GFAP, which varied according to the region observed. Further studies should be
done to clarify the effects of these analgesics on astrocytes, both in the absence and

presence of noxious stimuli.

Keywords: Astrocytes. Pain. GFAP.
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1 INTRODUCAO

Uma grande variedade de drogas como antidepressivos, anticonvulsivantes,
anestésicos locais e analgésicos opioides, dentre outras, sao frequentemente utilizadas em
situacdes de dor aguda, crbnica e neuropatica. Embora a dor seja tradicionalmente
considerada como mediada por neuronios, evidéncias demonstram um papel importante
para as células gliais na sensibilizacdo da dor persistente (LYNCH; WATSON, 2006).

Existem evidéncias de que citocinas proé-inflamatorias, como interleucina-
lbeta (IL-18) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), estdo envolvidas no processo
da dor patologica (WATKINS et al., 2003) e muitos analgésicos sdo conhecidos por
diminuir a producdo de citocinas (DE WAAL et al., 1998; KENIS; MAES, 2002;
HUTCHINSON; SOMOGY]I, 2004; VALLEJO et al., 2004; SACERDOTE, 2006; BAO
et al., 2014). Citocinas hematdgenas como IL-1, IL-6 e TNF-alfa tém exibido a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica apesar de seu elevado peso
molecular (BANKS et al., 1995), permitindo a existéncia de uma comunicacdo entre
0s sistemas neuroenddcrino e imune.

A modulagéo da dor existe na forma de um circuito modulatério descendente,
cujas entradas surgem de varios sitios, incluindo hipotalamo, amigdala e cortex
cingulado rostral anterior, alimentando a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), e
contando com saidas da PAG para o bulbo (OSSIPOV et al., 2010).

Muito embora células microgliais tenham sido amplamente implicadas no
desenvolvimento da dor, pouco é conhecido acerca do papel dos astrécitos nessa
regulacdo. Os mecanismos pelos quais certos analgésicos agem permanecem
desconhecidos, bem como os efeitos de tais drogas sobre as células do sistema
nervoso central (SNC), especialmente astrocitos.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo serd o de observar, apés
administracdo de doses de curta duracédo de fluoxetina, dipirona, carbamazepina,
amantadina ou quetamina S a resposta astrocitaria no cortex frontal, hipotalamo e
PAG por meio da expressdo do marcador astrocitario GFAP (proténa glial fibrilar

4cida).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dor neuropética

A dor, a despeito de sua valéncia geralmente aversiva, € benéfica para a
sobrevivéncia, funcionando como um sistema de alarme embutido, alertando sobre
uma lesdo tecidual direta ou iminente, com o propésito de motivar decisdes,
conduzindo & acdo e & mudanca de comportamento (EIPPERT; TRACEY, 2014)

A dor é definida como uma experiéncia emocional desagradéavel relacionada a
um dano tecidual real ou potencial (MERSKEY; BOGDUK ,1994) sendo dividida nos
tipos “nociceptiva” e “neuropatica”. A dor nociceptiva ocorre por ativacao fisioldgica
de receptores ou da via dolorosa e esta relacionada a lesdo de tecidos 0sseos,
musculares ou ligamentares (BENNETT et al., 2006). Ja a dor neuropatica é definida
como dor iniciada por lesdo ou disfuncdo do sistema nervoso, sendo melhor
compreendida como resultado da ativacdo anormal da via nociceptiva (fibras de
pequeno calibre e trato espinotalamico) (MERSKEY; BOGDUK, 1994). Mais
recentemente, em funcdo da possivel concomitancia de ambos tipos de dor e das
dificuldades diagnésticas, alguns autores recomendaram o uso do termo “dor
predominantemente neuropatica” ou “dor predominantemente nociceptiva”,
dependendo do padrao clinico de apresentacdo (BENNETT et al., 2006).

O componente fisiolégico da dor é chamado nocicep¢do, que consiste dos
processos de transducéo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em
resposta a um estimulo nocivo externo. De forma simplificada, pode ser considerado
como uma cadeia de trés neurdnios, com o neurdnio de primeira ordem originado na
periferia e projetando-se para a medula espinhal, o neurbnio de segunda ordem
ascendendo pela medula espinhal e o neurbnio de terceira ordem projetando-se
para o cortex cerebral (MESSLINGER, 1997; TRANQUILLI, 2004).

A dor neuropatica pode ter como etiologia traumas em tecido nervoso,
doencas inflamatodrias, infecciosas, metabdlicas, autoimunes, degenerativas,
neoplasicas, uso de medicamentos quimioterapicos, iatrogenias, entre outras
(LATREMOLIERE; WOOLF, 2009). Fatores de risco para o estabelecimento da dor
neuropatica sdo idade, género e polimorfismos genéticos (BENNETT et al., 2006;
GARCIA et. al., 2016).



Dor e nocicepgédo podem ser processos ndo necessariamente dependentes,
uma podendo ocorrer sem a outra. Nem todo estimulo nocivo que ativa 0s
nociceptores resulta necessariamente em uma experiéncia dolorosa. O estado
emocional do individuo, as expectativas em relacdo a dor e seu tratamento e o
contexto no qual ocorre a experiéncia dolorosa explicam porque individuos
percebem a dor diferencialmente mesmo na presenca de estimulos nocicepivos
similares. Essa variabilidade reforca a existéncia de mecanismos enddgenos que
modulam a experiéncia de dor (FAIRHURST et al., 2012; DE FELICE; OSSIPOV,
2016). Estudos também mostram que uma experiéncia dolorosa pode ocorrer sem
um estimulo nociceptivo primario (DERBYSHIRE; OSBORN, 2004; SINGER et al.,
2004; RAIJ et al., 2005), por exemplo, a observacdo de outro individuo sentindo dor
pode ativar regifes cerebrais relacionadas a dor fisica (LAMM et al., 2011). Porém,
apesar de a nocicepcdo ndo ser necessaria nem suficiente para a dor, ela é
requerida para respostas autondmicas que Sao essenciais para a sobrevivéncia
(LEE; TRACEY, 2013)

Os nociceptores transmitem o estimulo nocivo para a medula espinhal através
das fibras sensoriais aferentes, que sdo de dois tipos — A delta (Ad) e C. Fibras do
tipo Ad sdo mielinizadas, com maior velocidade de conducdo e contribuem para a
percepcao da dor de forma rapida, conduzindo estimulos térmicos e mecéanicos. Por
sua vez, as fibras C, ndo mielinizadas e com menor velocidade de conducao,
relacionam-se principalmente a dor de carater dolente, provocando sensacdo de
gueimacéo (BASBAUM; JESSELL, 2000).

Apés lesao de nervo, alguns pacientes desenvolvem alteragédo na distribuicdo
e conformacdo de canais ibnicos (especialmente canais de sodio), que promovem
aumento da excitabilidade axonal das fibras finas nociceptivas. Tal excitabilidade &€,
muitas vezes, gerada longe do foco da lesao inicial (chamada de descargas
ectipicas), mas capaz de acarretar o surgimento de sintomas de caracteristicas
neuropaticas (BOSTOCK, 2005).

O complexo sistema de vias diretas e indiretas de transmissdo das
informacgdes nociceptivas inervam o talamo, o mesencéfalo, o sistema limbico e a
formacao reticular. Estes centros nervosos sdo responsaveis pela localizacdo da
dor, sua intensidade, bem como pelos aspectos afetivos e cognitivos relacionados
(PISERA, 2005). A regido anatbmica mais importante para o sistema de analgesia

enddgeno € a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) do mesenceéfalo,
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considerada por alguns como sendo uma extensao caudal do sistema limbico dentro
do mesencéfalo (LAMONT; TRANQUILLI, 2000).

2.2 Astrocitos e dor

Os astrocitos desempenham uma série de funcdes essenciais para a
homeostase do SNC (incluindo manutencao dos niveis idbnicos do meio extracelular,
alterados com a descarga de potenciais de acdo dos neurbnios; captacdo e
liberacdo de diversos neurotransmissores, tendo um papel critico no metabolismo
dos neurotransmissores, glutamato e GABA; participacdo na formagao da barreira
hematoencefalica; secrecdo de fatores tréficos essenciais para a sobrevivéncia e
diferenciacdo dos neurbnios, direcionamento de axoénios e formacdo e
funcionamento das sinapses (VOLTERRA; MELDOLESI, 2005; STIPURSKY et al.,
2011). Também estdo envolvidos na regulacdo do fluxo sanguineo cerebral e do
acoplamento neurovascular, bem como no auxilio na defesa imune, por meio da
sintese e secrecdo de diversas citocinas inflamatorias (IL-1, IL-3, IL-6, IFN-6 e TNF-
a) e expressdao de moléculas de MHC (complexo principal de imuno-
histocompatibilidade) de classe | e Il. Além disso, essas células tém grande impacto
no controle energético do tecido nervoso, em razdo do fornecimento de energia e
metabolitos (ROUACH et al., 2008).

Apesar de sua pronunciada heterogeneidade morfolégica e bioguimica, os
astrocitos caracterizam-se pela presenca de prolongamentos dotados de filamentos
intermediarios (fibrilas gliais), cujo componente principal € a proteina glial fibrilar
acida (GFAP -glial fibrillary acidic protein), servindo como meio de identificacdo deste
tipo celular em estudos in situ e em cultivo (MONTGOMERY, 1994). Entre as
caracteristicas gerais dos astrocitos maduros destacam-se também a presenca da
proteina ligadora de célcio, S-100 beta e da enzima conversora de glutamato em
glutamina, glutamina sintetase. Mais recentemente, um novo marcador antigénico
para a célula astrocitaria foi identificado, a enzima metabdlica aldeido desidrogenase
1 (Aldh1lL1) (CAHOY et al., 2008).

Independentemente da causa da lesédo no SNC, o reparo do tecido € sempre
realizado em maior ou menor grau com participagcdo astrocitaria. A reacado dos
astrocitos inclui o aumento de seu numero (astrocitose) e de suas dimensfes

(astrogliose), além de varias outras alteracdes funcionais, como espessamento dos
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feixes de filamentos gliais e consequente aumento da intensidade de marcacéo de
GFAP (EDDLESTON; MUCKE, 1993; MONTGOMERY, 1994). Estes fen6menos tém
sido referidos como gliose astrocitaria, astrocitose e astrogliose reativa, cicatriz glial
ou simplesmente gliose, podendo ser de dois tipos de acordo com o tipo de dano
provocado — isomoérfica, na qual 0s processos astrocitarios apresentam-se
orientados pelos elementos teciduais preservados e o arranjo dos feixes de
filamentos gliais € uniforme e paralelo, e anisomoérfica, onde sua disposicdo é
irregular ao redor da lesdo geralmente causadora de dano morfolégico grosseiro na
estrutura do tecido, com ruptura da barreira hematoencefélica (BIGNAMI; DAHL,
1984; FERNAUD-ESPINOSA et al., 1993).

Dentre as alteragBes astrocitarias com efeito benéfico, podemos observar
essa formacao de cicatrizes gliais, constituida principalmente por astrocitos reativos,
resultando na reorganizacdo da arquitetura do tecido para isolamento fisico da area
da injaria (DONG; BENVENISTE, 2001; SEIFERT et al., 2006; DE KEYSER et al.,
2008), como a que ocorre no isolamento de placas amiloides e internalizacdo de
peptideos AB observados na doenca de Alzheimer (DONG; BENVENISTE, 2001); a
reconstrucdo da barreira hematoencefalica (ATTWELL et al., 2010); além da
liberacdo de varios fatores neuroprotetores como citocinas anti-inflamatorias,
neurotrofinas e fatores de crescimento (MOISSE; STRONG, 2006).

A proteina glial fibrilar acida é a principal proteina de filamento intermediario
entre astrécitos maduros e a regulacdo de sua expressdo € uma das principais
caracteristicas da ativacdo de astricitos observados apds a lesdo do SNC
(MIDDELDORP; HOL, 2011). Moduladores da expressao de GFAP incluem varios
horménios como T3 e T4, glicocorticoides e varios fatores de crescimento, como
fator de crescimento do fibroblasto (FGF), fator neurotréfico ciliar (CNTF) e fator
transformador de crescimento B (TGF-B), dentre muitos outros (GOMES et al.,
1999). A exata fungdo da GFAP permanece desconhecida, a despeito do enorme
namero de estudos usando esse biomarcador astrocitario. Ele provavelmente auxilia
0s astrocitos a manterem uma forca mecanica, bem como sua forma
(MIDDELDORP; HOLL, 2011).

O envolvimento microglial em varios estados de dor estd bem documentado,
porém novas evidéncias sugerem gue 0s astrdcitos aparentemente desempenham
um papel mais dominante do que a microglia nessas situagbes (CHIANG et al.,
2012).\
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A modulagdo ascendente, responsavel pela amplificacdo da informacgéo
dolorosa se da pela acdo de mediadores liberados por neurénios de primeira ordem,
pelas fibras A-delta como aminoacidos, o glutamato e o aspartato e pelas fibras C,
como neuropeptidios, como a substancia P e as neurocininas (LARSSON;
BROMAN, 2011). Estas substancias atuam em receptores especificos como o AMPA
(acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-propiénico) e, posteriormente, com receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) (WOOLF, 2004). A estimulacdo do receptor NMDA,
chave para a maior duracdo do aumento da excitabilidade dos neurdnios do corno
dorsal da medula espinhal, produz sensibilizacdo central devido a reducéo do limiar
excitatorio da dor, manifestando-se com uma resposta exagerada ou amplificada a
estimulos nocivos (WOOLF et al., 1995; WOOLF, 2011).

Ocorrendo lesdo do nervo periférico, a microglia, os oligodendrdcitos e 0s
astrocitos localizados no corno dorsal sdo ativados e liberam mediadores pré-
inflamatoérios, que modulam o processamento da dor, afetando a liberacdo pré-
sinaptica de neurotransmissores e/ou a excitabilidade pés-sinaptica (VALLEJO,
2010).

Nos estados de dor exagerados refletidos na hiperalgesia e alodinia, 0s
astrécitos reativos podem liberar gliotransmissores tais como glutamato (CHOI et al.,
2011), ATP (SAWYNOK, 2006; BURNSTOCK et al., 2011), D-serina ou fatores
neurotréficos (PEZET; MCMAHON, 2006; ZHANG et al., 2011), citocinas e
quimiocinas (GAO; JI, 2010). Notavelmente, o glutamato é um potente
neurotransmissor excitatério e através do seu produto metabdlico, a adenosina, inibe
indiretamente a funcao de células locais, isto €, neurbnios e células gliais (FELLIN et
al., 2009; HALASSA et al., 2010).

Em um modelo de dor neuropatica envolvendo a transec¢do do nervo
espinhal lombar em ratos adultos, a expressdo da proteina S100b na medula
espinhal aumentou de forma constante do dia 4 ao 28, implicando o envolvimento
tardio dos astrécitos (TANGA et al., 2006). Em outro estudo com o mesmo modelo
de dor, a GFAP aumentou a partir do dia 4 a 7, sugerindo, assim, que 0s astrocitos
desempenham um papel na manutencéo de dor crénica enquanto que a ativacao da
microglia correlaciona-se estreitamente com a fase inicial da dor neuropatica
(ROMERO-SANDOVAL et al., 2008).

Esses achados sugerem que a ativacdo direta dos astrocitos e microglia

ocorrem em uma determinada fase do processo de dor patolégica. Assim, 0s
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astrocitos podem desempenhar um papel no inicio da dor inflamatéria aguda (QIN et
al., 2006; XIE et al., 2007) e na manutencdo de doencas inflamatoérias cronicas e da
dor neuropatica (LEE et al., 2011; TSUBOI et al., 2011), enquanto a micréoglia esta
envolvida no inicio ou em todas as fases de dor patolégica (MILLIGAN et al., 2000;
LEE et al., 2011).

Colburn et al. (1997) foram os primeiros a tentar separar 0s papeis relativos
de micréglia e astrocitos nestes fendmenos. Usando dois modelos de dor
neuropatica, eles avaliaram mudancas na ativacdo microglial e de astrécitos na
morfologia celular e na intensidade da coloragédo com o marcador microglial OX-42 e
do marcador de ativacdo de astrécitos GFAP. Mudancas na morfologia microglial
ocorreram desde o estado de repouso até um estado ativado, com maior intensidade
da expressdo de OX-42. Em contraste, o grau de ativacdo dos astrocitos
correlacionou-se com o desenvolvimento e com a manutencdo da dor. Esse padréo
de ativacdo microglial e astrocitaria e sua correlagdo com o comportamento foi
replicada em modelos animais (HASHIZUME et al., 2000; WINKELSTEIN; DELEO,
2002). Um estudo comparando o numero total de astrdcitos ativos e a micréglia nos
cornos dorsais da medula espinhal mostrou que, uma semana ap0s a lesdo no nervo
ciatico, houve um aumento significante da micrdglia, enquanto que o numero de
astrocitos aumentou ligeiramente (MIKA et al., 2009b). Esses dados levaram a
proposta de que a ativacdo microglial precoce induz a ativagdo de astrocitos e que
essa ativacdo mantém os estados de dor (WINKELSTEIN E DELEO, 2002;
RAGHAVENDRA et al., 2003).

Garrison et al. (1991) foram os primeiros a observar o aumento da ativagdo de
astrocitos no lado danificado da medula espinhal em ratos apds lesdo do nervo
ciatico. Essas células foram capazes de mudar seu fenétipo de repouso para o
fendtipo ativo, levando a liberagao sistémica de citocinas (por exemplo TNFa e IL-
18). Uma vez ativados, os astrécitos liberaram um alto numero de fatores, como
oxido nitrico (NO) (LIU et al., 2000), prostaglandinas, (GHILARDI et al., 2004),
aminoacidos excitatérios (DUAN et al., 2003), citocinas (MILLIGAN et al., 2001) e
ATP (QUEIROZ et al., 1997). O aumento da expressao dos marcadores GFAP e
S100B8 foi observado em muitos modelos de dor neuropética, como constricdo
cronica do nervo, (STUESSE et al., 2001), ligadura parcial do nervo isquiatico
(COYLE, 1998) ou ligadura do nervo tibial (VEGA-AVELAIRA et al., 2007). Em um
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estudo utilizando um modelo de dor tumoral em ratos, Zhang et al. (2005) também
demonstraram aumento da ativagdo de astrocitos e aumento da expressao de IL-1[3.

A ativacao glial aumenta a liberacdo de neurotransmissores nociceptivos e a
excitabilidade dos neurénios de segunda ordem, levando a informacdo da medula
até o tdlamo, e causando dor generalizada. Nesse sentido, o conhecimento do papel
das células gliais pode levar ao estabelecimento de novas estratégias terapéuticas
no tratamento da dor neuropatica (INOUC; TSUDA, 2009; ZHUO et al., 2011). No
entanto, € importante perceber que a resposta imune e glial ao dano neuronal
também € necessaria para o reparo nervoso eficaz (LACROIX, 2011; ZHUO et al.,
2011).

2.3 Farmacos

2.3.1 Dipirona

A dipirona sddica ou metamizol sédico € um analgésico amplamente utilizado
no tratamento da dor de diferentes etiologias. Além de analgesia, também apresenta
propriedades antipiréticas e espamoliticas (JASIECKA et al., 2014). Seus efeitos se
inibicdo reversivel da enzima ciclooxigenase (COX 1 e 2) e ativacdo dos sistemas
opioidérgico e canabinoide (REZENDE et al.,, 2008). A dipirona pode bloquear
ambas as vias de inducdo da hipertermia, dependentes e independentes de
prostaglandinas, sugerindo que este farmaco tenha um perfil de acdo antipirética
diferente dos anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES). Entre seus efeitos
colaterais, 0 mais grave e controverso é o efeito mielotdxico, podendo ainda causar
hipotensao, reacéo de hipersensibilidade e reacdes hematoldgicas (JASIECKA et al.,
2014).

Inicialmente, a analgesia provocada pelo tratamento com a dipirona foi
atribuida a sua acéo inibitéria na sintese de prostaglandinas, o que fez com que
surgissem comparacdes dos seus efeitos com aqueles obtidos apds tratamento com
AINES, que bloqueiam a atividade das cicloxigenases por meio da competicdo com o
acido araquidonico pelo sitio ativo da enzima (EROL et al., 2012). De fato, varios
estudos ja demonstraram que a dipirona é capaz de reduzir a atividade enzimatica
da COX-1 e da COX-2 em plaquetas (ABBATE et al., 1989; CAMPOS et al., 1999) e
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causar analgesia em modelos nociceptivos nos quais h4 comprovada liberacdo de
PGE2 (importante mediador da inflamacdo, da dor e da hipertermia), como na
administracdo de carragenina na pata de ratos (REZENDE et al., 2008). Entretanto,
a maioria dos AINEs apresenta uma triade de efeitos (analgésico, antipirético e anti-
inflamatorio), enquanto que a analgesia provocada pela dipirona esta associada com
uma acao anti-inflamatoéria muito fraca (TATSUO et al., 1994).

Outros estudos sugerem, ainda, que a dipirona provoca antinocicepcdo por
meio da ativacdo de vias opioides localizadas na substancia cinzenta periaquedutal
(PAG), no nucleo magno da rafe (NRM) e na medula espinhal. Resultados apontam
que microinjecdes do farmaco na PAG reduzem a resposta de neurbnios de
espectro dinamico amplo a estimulos nocivos aplicados nos seus campos receptivos
(VANEGAS et al., 1997). Os efeitos analgésicos de dipirona microinjetada na PAG
sdo abolidos por naloxona (antagonista competitivo opioide nao-seletivo)
administrada na PAG, RVM (porcdo rostral da medula oblonga ventromedial) e
medula espinhal, indicando que o efeito antinociceptivo da dipirona € mediado por
opibides presentes nessas estruturas (VAZQUEZ et al., 2005). Ja foi demonstrado,
também, que a dipirona é capaz de potencializar a ac¢do de opioides. A
administragdo concomitante de doses sub-efetivas de morfina e dipirona produz
efeito analgésico maior do que aqueles observados quando os farmacos séo
administrados sozinhos em doses analgésicas (LOPEZ-MUNO?Z et al., 2008).

Também ja foi observada uma interacdo entre a dipirona e a atividade
nociceptiva do glutamato no sistema nervoso central, na qual a primeira inibiu de
forma significativa a hiperalgesia induzida pela administracéo intratecal do segundo
em camundongos (BEIRITH et al., 1998; SIEBEL et al., 2004). Adicionalmente, ha
evidéncias que indicam que a administracdo crénica de dipirona aumenta de forma
significativa os niveis de células positivas para serotonina no cortex cerebral e no
mesencéfalo de ratos (GENC et al., 2009), embora o efeito analgésico central da
dipirona néo tenha sido influenciado por antagonistas de receptores de serotonina
(GODOQY et al., 2004).

2.3.2 Fluoxetina

A fluoxetina € um farmaco da classe dos antidepressivos altamente seletivos

para inibicdo da recaptacdo de serotonina (5-HT ou 5-hidroxitriptamina). Com
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toxicidade minima, constituiu uma nova classe de antidepressivos denominados
inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina (ISRS) (HIEMKE; HARTTER, 2000).
Os ISRS estdo envolvidos no aumento da neurotransmissao serotoninérgica em
algumas areas do cérebro, por meio do aumento da liberacdo de 5-HT, como
resultado da dessensibilizacdo dos autoreceptores 5-HT somatodendriticos e
terminais, os quais, normalmente, exercem efeito negativo sobre os neurdnios
serotonérgicos (ROMEIRO et al., 2003). Possui metabdlito farmacologicamente ativo
com meia vida plasmatica prolongada e maior laténcia para o inicio da acéo
antidepressiva (MORENO et al., 1999).

A fluoxetina pode reduzir a perda axonal progressiva na esclerose mdultipla,
por meio da ativacdo da PKA (proteina quinase A), ja que estimula a glicogendlise
astrocitica, necessaria para a manutencao da remocéo de glutamato dependente de
sédio por astrécitos, e a liberacédo de lactato, que serve como fonte de energia para
axonios (KONG et al., 2002; ALLAMAN et al., 2011). A fluoxetina também estimula a
liberacdo de BDNF (brain-derived neurotrophic factor) de astrocitos (ALLAMAN et al.,
2011) e pode melhorar o fluxo sanguineo cerebral, dilatando arteriolas cerebrais
independentes do endotélio (UNGVARI et al., 2000).

Existem alguns estudos relatando que, ao lado da fluoxetina, outras drogas
também podem modular a plasticidade estrutural dos astrocitos. Apds medicacéo
cronica de litio e de fluoxetina, houve aumento no numero de células gliais no
hipocampo e no cértex pré-frontal de ratos e primatas ndo humanos (ROCHA et al.,
1998; SELEMON et al., 1999). Em contraste com isso, a fluoxetina néo teve efeito
sobre o numero de astrdcitos no hipocampo em animais controle, podendo contrariar
a diminuicdo do numero de astrocitos induzida pelo estresse. O tratamento cronico
com o litio aumenta a expressao de GFAP e modifica a morfologia (orientacdo) de
astrécitos (ROCHA; RODNIGHT, 1994; ROCHA et al., 1998). Os dados de um
estudo demonstram que a fluoxetina pode modificar significativamente a plasticidade
estrutural dos astrocitos e € muito provavel que essas alteracbes morfologicas
reflitam ou induzam mudancas funcionais dentro da interagao glial-neuronal (HERTZ
et al., 2015).

Ensaios relataram um efeito positivo da fluoxetina sobre a dor em diversas
situacdes, como na fibromialgia (ARNOLD et al., 2002), dor de cabeca com tenséo
cronica (WALKER et al., 1998), enxaqueca (COLUCCI et al., 1999), neuropatia
diabética dolorosa (MAX et al., 1992), dor musculo-esquelética (SCHREIBER et al.,
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2001) e sindrome da dor pélvica cronica (XIA et al.,, 2011), porém ainda é
controverso se os inibidores da recaptacdo de serotonina aliviam a neuropatologia
da dor. Em um estudo verificou-se também diminuicdo da percepcdo da dor em
ratos com neuropatia diabética dolorosa tratados com fluoxetina, concluindo-se que
que o tratamento cronico com fluoxetina mostrou efeito neuroprotetor no
desenvolvimento de neuropatia diabética dolorosa (TEMBHURNE; SAKARKAR,
2011).

Murad e Ayuob (2015) demonstraram que a co-administracdo de pioglitazona
ou metformina com baixas doses de fluoxetina melhorou a alodinia mecanica, a
hiperalgesia térmica e também diminuiu a expressdo de GFAP em ratos submetidos
a constricdo crénica do nervo. Estudos sugerem que a antinocicep¢ao induzida por
fluoxetina envolve principalmente a modulacdo da via da serotonina através dos
receptores 5-HT (1) e 5-HT (2) (ANJANEYULU; CHOPRA, 2004).

2.3.3 Carbamazepina

A carbamazepina é um bloqueador neuronal dos canais de sodio voltagem-
dependentes, que atua estabilizando a hiperexcitacdo das membranas das células
nervosas. Age inibindo as descargas neuronais repetitivas e reduzindo a propagacao
dos impulsos excitatorios sinapticos dos neurdnios despolarizados via blogueio dos
canais de sodio voltagem-dependentes (MARQUEZ, 2003).

Na dor neuropatica, a carbamazepina é utilizada para a dor paroxistica da
neuralgia do trigémeo e demonstrou resultados positivos na neuropatia diabética
dolorosa (ATEL et al., 2014; AZAZIAN, et al., 2014). Os mecanismos precisos de
acdo das drogas anticonvulsivantes em relacdo ao alivio da dor neuropatica
permanecem incertos, mas sabe-se que elas reduzem a capacidade do neurdnio de
disparar em alta frequencia (CHONG; SMITH, 2000). Acredita-se que seu efeito na
dor neuropatica tem relacdo com a inibicdo do acido gama-aminobutirico (valproato,
clonazepam) ou com um efeito estabilizador nas membranas celulares neuronais.
Uma terceira possibilidade € a acdo por meio de receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA). Considera-se que a carbamazepina funciona ao bloquear os canais de
sédio sensiveis a tensdo, o que significa que poucos desses canais estdo
disponiveis para abrir, tornando as células nervosas menos excitaveis (menos
propensas a disparar) (WOOLF, 2004).
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Semelhante aos anestésicos locais, a carbamazepina reduz a atividade
espontanea em neuromas experimentais. Resultados positivos tém sido
documentados na neuralgia trigeminal e na neuropatia diabética, que poderiam ser
devidos a efeitos especificos na excitabilidade elétrica de axbnios aferentes. No
entanto, seus resultados foram negativos para a neuralgia pés-herpética e para a
dor central. A carbamazepina tem sido relatada como eficaz em uma variedade de
dores neuropaticas, mas os estudos disponiveis sdo de pequena casuistica e/ou nao
controlados. Os efeitos adversos mais comuns da carbamazepina sdo a sedacao
excessiva e a ataxia. Existe a necessidade de monitorizacdo regular da fungao
hematoldgica e hepatica. Interagbes medicamentosas sdo comuns, existindo uma
ocorréncia rara, porém séria, de anemia aplasica irreversivel com seu uso
(ROWBOTHAM, 2005).

Seu mecanismo exato de ag&o anticonvulsivante ainda nao foi completamente
esclarecido. Estudos sugerem que pode deprimir a atividade do ndcleo ventral
anterior do talamo, entretanto o significado deste efeito ainda ndo esta
completamente demonstrado. Como antineuralgico pode atuar no SNC diminuindo a
transmissdo sinaptica ou a adicdo da estimulacdo temporal que origina descargas
neuronais (ARAUJO et al., 2010).

A carbamazepina pode também exercer efeito potencializador da acao
neuronal GABAérgica, por meio da inibicdo da geracdo dos potenciais de acdo. O
GABA, por sua vez, inibe diversos outros sistemas de neurotransmissao,
funcionando como um depressor geral do SNC. Enquanto que a reducédo da
liberacdo de glutamato e a estabilizagcdo das membranas neuronais podem contribuir
principalmente para os efeitos antiepilépticos, sugere-se que a carbamazepina atue
também em nivel pré-sinaptico, diminuindo a neurotransmissao sinaptica, efeito

provavelmente responsavel pela sua acéo anticonvulsivante (ARAUJO et al., 2010).

2.3.4 Amantadina

A amantadina ou amantidina € uma amina triciclica sintética hidrossoluvel,
utilizada inicialmente como droga antiviral e, posteriormente, por sua acao
antiparkinsoniana. Seu mecanismo de acdo ainda é objeto de estudo continuo. Em
concentracbes terapéuticas, a amantadina parece causar a liberagdo macica de

catecolaminas provenientes dos depdsitos intraneuronais em um mecanismo de tipo



19

anfetaminico. Também tem sido demonstrado que tem atividade em receptores
glutamatérgicos, ionotropicos NMDA e metabotrépicos, que podem contribuir para
seu efeito antiparkinsoniano e para o bloqueio serotoninérgico. Além disso, possui
seletividade preferencial pelos neurbnios catecolaminérgicos corticocentrais
(LUCENA; GAMA, 2012).

A amantadina parece ser o primeiro bloqueador do canal de receptor NMDA
com forte tendéncia cinética a estabilizar o canal em estado fechado. Desta forma, a
amantadina funciona de forma muito semelhante ao efeito fisiologico do Mg*™,
justificando a sua boa aceitacdo clinica, Além disso, apresenta perfil terapéutico
distinto de outros bloqueadores NMDA que tendem a piorar ou induzir quadros
psicoticos esquizofreniformes. (LUCENA; GAMA, 2012).

Evidéncias sobre a amantadina corroboram que a mesma possui atividade
homeostatica em neurbnios com hipdxia aguda e crénica (HUBER et al., 1999),
contribui para aumento de neurotrofinas cerebrais principalmente BDNF e GDNF
(glial derived neurotrophic factor) (MORVANOVA et al, 2001) e estabiliza a
membrana neuronal, diminuindo o estresse oxidativo que ocorre ativamente em
pacientes esquizofrénicos durante a progressao da doencga por meio da ativacéo das
células da glia (GAMA et al.,, 2006; GAMA et al., 2008); consequentemente
diminuindo a morte neuronal por apoptose.

A amantadina é igualmente capaz de aumentar o tbnus monoaminérgico por
meio do acréscimo de dopamina, noradrenalina e serotonina (FISHER et al., 2000;
PAGE et al., 2000) em areas cerebrais chaves (trato cértico-hipocampal, trato orbito-
frontal e cortex pré-frontal) para os pacientes esquizofrénicos, além de modular
diretamente a transmissdo do glutamato através de seu agonismo parcial dos
receptores de NMDA e servir como um agente anti-inflamatorio, equilibrando a
producao de interleucinas e prostaglandinas (WIERONSKA et al., 2002).

Estudos demonstraram efeitos positivos da amantadina na dor neuropética.
Em um estudo com caes que apresentavam dor osteoartritica, a atividade fisica foi
melhorada pela adicdo de amantadina, concluindo que esta pode ser uma terapia
complementar util para o tratamento clinico da dor osteoartritica canina
(LASCELLES et al., 2008).

A amantadina mostrou resultados mistos em ensaios clinicos. Um estudo
duplo-cego, randomizado e controlado com placebo foi conduzido em 15 pacientes

com cancer que apresentavam dor neuropatica cirdrgica. Houve uma reducao de dor
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em 85% dos pacientes tratados com amantadina versus 45% com placebo (PUD et
al., 1998). Em contraste com esses resultados positivos, um estudo demonstrou que

a maioria dos pacientes ndo demonstraram reducao da dor (FUKUI et al., 2001).

2.3.5 Quetamina

A quetamina-S € um farmaco usado para inducédo e manutencao da anestesia
geral e, em doses sub-anestésicas, exibe efeitos analgésicos. Durante a dor
neuropatica ha ativacao dos receptores NMDA e, para que 0s canais sejam abertos,
ocorre liberacdo de glutamato (neurotransmissor excitatério) e ligagdo simultanea da
glicina. O magnésio bloqueia os canais NMDA, porém, quando esses sao ativados,
ele é deslocado, possibilitando a entrada de sinalizadores nociceptivos (PETRENKO
et al., 2003; ZGAIA et al., 2015). A quetamina-S atua como antagonista do receptor
NMDA, reduzindo a estimulagcdo do SNC. Por sistema chave-fechadura, a droga se
liga ao receptor da fenciclidina no canal NMDA e impede o influxo de glutamato por
acao nao-competitiva. A guetamina-S também atua em outros receptores, como 0S
opioidérgicos e muscarinicos (WOLFF; WINSTOCK, 2006).

Estudos animais indicam que receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
presentes no corno dorsal da medula espinhal tém um importante papel no
mecanismo de sensibilizacdo central. Antagonistas do receptor NMDA freiam a
hiperatividade de neurbnios do corno dorsal posterior a ativacdo prolongada de
neurdnios aferentes primarios e inibem o comportamento nociceptivo induzido por
lesdes nos tecidos periféricos ou nervos (DICKENSON, 1997). A quetamina é um
potente antagonista ndo competitivo do receptor. O termo n&o-competitivo significa
gue essa droga ndo compete pelo mesmo sitio de ligagdo que o glutamato
(BRESSAN; PILOWSKYV, 2003).

Estudos clinicos randomizados mostraram que a quetamina inibe a dor aguda
causada por varios estimulos nocivos, incluindo isquemia, estimulos quimicos,
elétricos e calor, além de ser preferencialmente utilizada em procedimentos
cirdrgicos associados a dor intensa e/ou a elevada ansiedade (MARCO et al., 2000).
Evidéncias clinicas sugerem que a quetamina inibe a sensibilizacéo central (CAMU;
VANLERSBERGH, 2002). Além disso, estudos controlados também demonstraram

que tal droga inibe de forma significativa a dor espontanea de pacientes com
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diferentes tipos de dor crbnica, incluindo dor neuropatica central e periférica,
fibromialgia e dor isquémica crénica (BELL, 2009).

Durante a Ultima década, doses sub-anestésicas de quetamina tém sido
usadas como alternativa para tratar a dor neuropatica (HIROTA; LAMBERT, 1996).
Contudo, muitas vezes a dose eficaz analgésica da quetamina induz efeitos
adversos graves, como sensacles flutuantes, alucinacdes, delirio e sonoléncia
(BELL, 2009).

Além disso, a quetamina inibe a liberacdo exocitotica de vesiculas astrociticas
(STENOVEC et al., 2015), indicando mecanismos de acdo nao neuronais adicionais.
Um estudo investigou a influéncia da quetamina em interacfes de vesiculas Unicas
com a membrana plasmatica em cultura celular de astrdcitos de ratos e concluiu que
o efeito da quetamina no poro de fusdo das vesiculas pode desempenhar um papel
na liberacéo astroglial e na absorcéo de moléculas, modulando a atividade sinaptica.
A quetamina também age em astrdcitos, inibindo a liberagdo de BDNF (LASIC et al.,
2016).

2.4 Vias centrais do processamento da dor

O cortex frontal desempenha um papel importante na representacdo e
modulacdo da dor (LONER; SCHNITZLER, 2004) e a substancia cinzenta
periaguedutal (PAG) participa na via de dessensibilizacdo da dor (DE FELICE,
OSSIPOV, 2016). O hipotalamo, por sua vez, além de participar das vias de
processamento da dor, apresenta barreira hematoencefélica incompleta, o que
possibilita maior entrada de drogas no SNC (VAN DE SANDE-LEE; VELLOSO,
2012). As vias centrais e regifes do SNC envolvidas na modulacdo e processamento

da dor estéo ilustradas na Figura 1.
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Fig 1. Vias e regiGes do SNC envolvidas natransmissédo e na modulacdo de sinais dolorosos.
Os neur6nios aferentes primérios acoplam-se a neurdnios secundarios no corno dorsal da medula
espinhal ou no nuicleo espinhal do complexo trigeminal. Os axdnios dos neurbnios de segunda ordem
atravessam a linha média e se projetam para o talamo e outros alvos na medula oblonga, ponte e
regides centrais, incluindo a medula ventral rostral (RVM) e a substancia cinzenta periaquedutal
(PAG). Os neurbnios de terceira ordem, com seus corpos celulares no talamo, projetam-se para o
cértex somatossensorial, responsavel pelos aspectos sensério-discriminativos (intensidade,
localizacéo e qualidade) da dor e nas areas corticais limbicas, como cértex cingulado anterior, cértex
insular e cortex frontal, envolvidos na mediacdo dos componentes afetivos / emocionais (aversao) da
dor. Os neurdnios talamicos também se projetam para a amigdala, que interage com o nicleo
accumbens, uma regido envolvida tanto no processamento da dor como na mediacéo de
recompensa. Essas regifes também déo entrada na PAG, que, por meio dos nucleos da rafe na RVM
e do locus coeruleus, enviam proje¢6es moduladoras de dor descendentes de volta as primeiras
sinapses nas vias aferentes.

Cortex
somatossensorial Cortex insular
Cortex frontal
Hipotalamo Cortex cingulado
anterior
Amigdala
Nuacleo Accumbens
Mesencéfalo
Ponte
Medula oblonga
Modulagao Modulagao ascendente
descendente
N'°“r6"i° Medula espinhal/
5 ?m.“? nucleo espinhal do
primario complexo trigeminal

Fonte: Adaptado de Brodin et al. (2016).

2.4.1 Coértex frontal

O cortex frontal € uma estrutura que recebe projecdes de areas corticais
sensoriais, bem como motoras e limbicas (UYLINGS; VAN EDEN, 1990). As func¢des
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do cortex frontal no processamento de memodrias de trabalho ou espacial, de
procedimentos relacionados a atencao e controle autondmico (VERTES, 2006) estédo
bem documentadas. No entanto, apenas nas ultimas décadas tem-se olhado para o
cortex frontal como uma estrutura chave também nos processamentos emocionais.

Existem dois tipos principais de COX: a COX- 1 e a COX- 2, presentes na
maioria dos tecidos. Existem também relatos da existéncia de um terceiro tipo de
COX (COX-3), presente principalmente no coOrtex cerebral, que € inibida
seletivamente por drogas analgésicas e antipiréticas, como a dipirona e o0
acetaminofeno (BASSANEZI; OLIVEIRA FILHO, 2006).

Contrariamente a visdo tradicional de que o cortex cerebral ndo esta
envolvido na percepcdo da dor, uma extensa rede cortical associada ao
processamento da dor foi revelada nas Ultimas décadas e é cada vez mais
reconhecida como desempenhando um papel importante na representacdo e na
modulagdo da dor (TALBOT et al., 1991; LONER; SCHNITZLER, 2004). Apesar de
haver o reconhecimento das estruturas cerebrais envolvidas na transmisséo da dor,
0S mecanismos cerebrais envolvidos na modulacdo da mesma, no entanto, ainda
ndo sao bem compreendidos. O cortex provavelmente influencia a dor por varios
mecanismos. Foi proposto que o coértex cerebral possa reduzir a dor interrompendo
a transmissao de informagfes nocivas a partir do nivel da medula espinhal, ativando
sistemas moduladores de dor descendentes localizados no tronco cerebral (OHARA
et al., 2005). Multiplos neurotransmissores, incluindo opioides, glutamato, GABA e
dopamina, estdo envolvidos na modulacdo da dor por essas estruturas corticais
(OHARA et al., 2005; LOPEZ-AVILA et al., 2004; COFFEEN et al., 2008).

Foi observado que as areas corticais ativadas por estimulos nociceptivos sao
0 cortex cingulado anterior, cértex pré-frontal e cortex motor suplementar. Essas
observagdes sugeriram que a representacao da dor envolve muitas regides corticais,
e a ativacdo de diferentes sitios € responsavel pela divisdo de componentes
discriminatérios e afetivos da sensacdo dolorosa, desempenhando papeis
importantes na modulacédo da dor. A capacidade de localizar e descrever um
estimulo doloroso reside no cértex somatossensorial primario, enquanto 0os aspectos
desagradaveis e aversivos envolvem outras areas corticais, como cortex frontal,
opercular e cingulado (OHARA et al., 2005).

O cortex frontal fornece a principal aferéncia prosencefalica a PAG, e esta

envolvido na codificacdo dos aspectos cognitivos como a atencéo e as expectativas,
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principalmente a regido dorsolateral do cortex frontal, cujas fungdes executivas
influenciam a dor de uma forma dependente do contexto (AKITSUKI, DECETY,
2009). O coértex cingulado anterior (CCA) (assim como a regido anterior da insula)
tem papel primordial na codificacdo dos aspectos emocionais e motivacionais da dor
(RAINVILLE et al., 1997) e se projeta diretamente para a PAG. O CCA parece ser
uma regido que coordena os impulsos de areas parietais, envolvidas na percepgao
de ameaca corporal com os sinais de areas corticais frontais envolvidas nos planos
e prioridades de resposta para comportamentos relacionados a dor (PRICE, 2000).
Estudos comportamentais com animais apontam a importancia do CCA no
processamento do aprendizado aversivo relacionado a dor (JOHANSEN, FIELDS,
2004).

2.4.2 Hipotalamo

O hipotdlamo recebe ndo s6 aferéncias neurais como também humorais
(sinais quimicos circulantes) para realizar ajustes homeostaticos do meio interno. Em
torno dos ventriculos estdo os 6rgaos circunventriculares. Nessas regides, a barreira
hematoencefalica é permeavel (capilares fenestrados) e os neurdnios ai situados
possuem receptores moleculares para os sinais quimicos circulantes (VAN DE
SANDE-LEE; VELLOSO, 2012). Neurbnios projetam axdnios para o hipotalamo,
formacdo reticular, substancia cinzenta periaguedutal, nicleo medial e intratalamico
e estruturas do cérebro anterior que sdo responsaveis pelas respostas
neuroenddcrinas e emocionais a dor (BASBAUM; BUSHNELL, 2002).

Estudos mostram que as conexdes entre a PAG e o hipotdlamo sé&o
reciprocas. A coluna dorsolateral, por exemplo, € a subdivisio da PAG
preferencialmente conectada com os ndcleos hipotalamicos relacionados a reacdes
de defesa, como os nucleos hipotalamicos anterior (AHN) e ventromedial (VMH) e o
nacleo pré- mamilar dorsal (PMD) (DE OLIVEIRA, 2000). O AHN é o principal nucleo
hipotalamico ativado apds estimulacdo somatica nociva e a PAG é a estrutura
responsavel por coordenar as funcdes autondmicas e sensoriais em resposta a
esses aferentes nociceptivos oriundos de diferentes dominios periféricos (PARRY et
al., 2002).

Do ponto de vista da resposta supra-segmentar, o individuo com dor crénica

apresenta possivel inabilidade de aumentar a secrecdo de hormoénios do eixo
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hipotalamo-hipofisario-adrenal ou amplificar a resposta simpatica ao lidar com o
estresse fisico e emocional. Isso repercute nos niveis de secrecdo do cortisol, da
adrenalina, da noradrenalina, do horménio do crescimento (GH), dos tireoidianos e
dos gonadais, tornando o sistema de defesa hipoativo. Na fibromialgia ou na dor
miofascial, é possivel que aconteca aumento da secrecédo hipotalamica de CRH com
regulacdo dos receptores na hipofise, niveis elevados de ACTH e baixos de cortisol,
e resisténcia periférica a acdo do cortisol. O eixo hipotalamo-hipofisario parece
interagir, entdo, com o processo doloroso em varios niveis (NEEK et al, 2002).

A hipertermia ocorre quando os leucécitos, que estdo fagocitando particulas
estranhas, liberam pirogénios enddgenos, substancias que se distribuem no
organismo e promovem a liberacdo de prostaglandinas (PGE), principalmente a
PGEZ2, que atuam sobre o hipotalamo, aumentando o limiar térmico (LIVINGSTON,
2000).

2.4.3 PAG

A PAG é um sitio neural critico, tanto para a organizacdo, quanto para a
expressao de diversos comportamentos motivados necessarios para a manutengao
da espécie, tais como o alimentar (VAN ERP et al., 1993), o maternal (LONSTEIN;
STERN, 1997) e o sexual (SAKUMA; PAFF, 1979). Muitos sdo os trabalhos que
demonstram o papel classico da PAG como um sitio neural critico para a expressao
das respostas de defesa (CARRIVE, 1993; BANDLER; SHIPLEY, 1994),
possivelmente por meio de suas projecfes descendentes para o tronco encefalico e
medula espinhal. Além disto, a PAG parece ter também funcdes adaptativas nas
decisbes entre comportamentos reprodutivos e de predacdo (SUKIKARA et al.,
2010).

A PAG recebe aferéncias do hipotalamo, coértex frontal e insular, amigdala,
ndcleo parafascicular do talamo, ndcleo cuneiforme, locus ceruleus, formacéo
reticular e apresenta neurdnios que contém opioides enddgenos, substancia P e
GABA. Estimulacdo elétrica e administragdo local de morfina nesta estrutura
produzem marcada analgesia, tanto em animais como em seres humanos
(TERMAN; BONICA, 2001).

A PAG desempenha um papel fundamental nesse cenario, uma vez que

constitui uma verdadeira interface anatdbmica e funcional entre o prosencéfalo, o
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tronco encefélico inferior e as vias nociceptivas ascendentes, modulando tanto a
informacdo nociceptiva que provém da medula espinal quanto integrando areas
cerebrais que atendem ao componente afetivo-motivacional da dor (BENARROCH,
2012), sendo considerada um sitio crucial para o processamento de estratégias de
enfrentamento a diferentes tipos de estresse, como ameaga do ambiente externo e
dor (BANDLER, SHIPLEY, 1994). A PAG modula a transmisséo nociceptiva espinal
através de suas conexdes com outros nucleos do tronco encefalico, incluindo a
porcdo rostral da regido ventromedial do bulbo (RVM) e o tegmento pontino
dorsolateral (DLPT) (OSSIPOV et al., 2010). Este sistema envolve principalmente
opioides enddgenos, noradrenalina e serotonina. Neurbnios motores do coértex
cingulado anterior, cértex frontal, insula, amigdala e hipotdlamo alcancam a PAG,
sugerindo que o contexto emocional, o estado de atencdo e expectativas podem
alterar as interacdes entre essas estruturas modulatérias da experiéncia dolorosa e,
assim, inibir ou facilitar a dor (DE FELICE, OSSIPQOV, 2016).

As principais vias de conducao da dor no SNC sédo o trato espinotalamico, o
trato espinorreticular e o trato espinomesencefalico (CAILLIET, 1999; MILLAN,
1999). O trato espinorreticular, também conhecido como via de conducéo lenta, é
filogeneticamente mais antigo e se localiza medialmente no tronco encefélico. Esta
ligado ao Sistema Reticular Ativador Ascendente (SARA) e a Substancia Cinzenta
Periaguedutal Ventral (SCPV) e envia projecdes difusas para o talamo, coértex e
estruturas do sistema limbico. Ja o trato espinotalamico, ou vias de conducéo rapida,
é filogeneticamente mais novo e se localiza lateralmente no tronco cerebral. Envia
projecdes para o tdlamo ventrobasal e dai para o cortex sensorial (RUSSO et al.,
1998). Outra via importante € a representada pelo trato espinomesencefélico, que
termina em algumas regides do mesencéfalo, onde se incluem a formacéo reticular
mesencefalica e a PAG. Esta Ultima regido mantém conexdes reciprocas com 0

sistema limbico por intermédio do hipotalamo (BALDO, 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar adultos, machos, divididos em 6 grupos de 6
animais cada e mantidos em uma unidade livre de patégenos, com ciclo invertido
12/12, claro/escuro, umidade padréo e temperatura de 22 a 23° C. Receberam agua
e ragao peletizada ad libitum. Quatro animais foram alojados por caixa de
50x30x16cm, trocada trés vezes por semana (foram mantidos uma semana antes do
inicio dos estudos para aclimatacdo). Os procedimentos com animais foram
aprovados de acordo com as diretrizes da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Cruzeiro do Sul (protocolo 022/16) e da Universidade
Paulista (protocolo 087/16).

3.1.1 Descricao dos grupos, farmacos e doses utilizadas

— Grupo 1: Solugao salina 0,9%, 1ml, via intraperitoneal, por 10 dias

— Grupo 2: fluoxetina, 10 mg/kg, via intraperitoneal, por 10 dias

— Grupo 3: carbamazepina, 40 mg/kg, via intraperitoneal, por 10 dias

— Grupo 4: dipirona, 200 mg/kg, por via intraperitoneal, por 10 dias

— Grupo 5: amantidina, 100 mg/kg, por via intraperitoneal, por 10 dias

— Grupo 6: cloridrato de quetamina S, 100 mg/kg, via intraperitoneal, por 10
dias

3.1.2 Perfuséo intracardiaca de solucéo fixadora

Os animais utilizados no estudo imuno-histoquimico para a GFAP foram
perfundidos com solugéo perfusora de formol tamponado a 10% em tampéao fosfato
de Sorensen (pH neutro) ao término do tratamento de 10 dias com as drogas
anteriormente mencionadas.

A presséo de perfusdo foi fornecida por uma coluna de 1,5 m de altura do
perfusato, cuidando-se para evitar a presenca de bolhas de ar no sistema de

perfusdo quando repleto de solugao fixadora.
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Cada animal foi profundamente anestesiado, utilizando-se tiopental sédico
(Thiopentax, 50 mg/kg, via intraperitoneal, Cristalia) e, uma vez abolido o reflexo de
retirada da pata frente a um estimulo pressorio, foi imobilizado em decubito dorsal
em uma placa de cortica. Foi realizada uma laparotomia medial e supra- e
infraumbilical e, posteriormente, uma incisdo antero-médio-lateral do diafragma. A
parede toracica foi rebatida cranialmente por meio de uma incisdo longitudinal
bilateral, iniciando-se no rebordo costal (a direita e a esquerda) e estendendo-se até
a porcao distal de ambas as claviculas, sendo as costelas seccionadas. Com a
exposi¢do dos 6rgaos da cavidade torécica, foi removido o tecido adiposo periaortico
para melhor visualizacdo da artéria aorta e introduzida, na por¢do medial do
ventriculo esquerdo, uma canula fina conectada ao sistema de perfusdo. A
extremidade distal da canula foi deslocada em direcdo a valva adrtica com o objetivo
de alcancar a porcao proximal do arco da aorta. Com a canula devidamente
colocada, foi iniciada a perfusdo, ao mesmo tempo em que no atrio direito foi feita
incisdo para possibilitar a drenagem do sangue e da solucéo perfusora.

Cada animal foi perfundido por aproximadamente 15-20 minutos ou até serem

perfundidos 250 ml de solugéo.

3.1.3 Estudo imuno-histoquimico da expressao astrocitaria de GFAP

As amostras permaneceram por, no minimo 72 horas na solucédo fixadora.
Cortes coronais foram feitos para separacdo do coértex frontal, da substancia
cinzenta periaquedutal (PAG) e do hipotdlamo, permanecendo imersos em solugéo
fixadora de formol a 10% em tampao fosfato de Sorensen (pH 7,2-7,4) para posterior
desidratacéo, diafanizagéo e inclusdo em parafina.

Cortes histolégicos de blocos selecionados foram colhidos em laminas
tratadas com silano (Sigma) a 4% em acetona, objetivando uma melhor aderéncia
aos mesmos. Tais cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em série
decrescente de etanol absoluto, etanol a 95%, a 80%, a 70% e a 50% e, a seguir,
fervidos durante 15 minutos em forno de micro-ondas convencional (poténcia
maxima), imersos em tampao citrato 0,01 M (acido citrico 0,01 M, 1:3, pH 6,0).
Depois de resfriados durante 20 minutos, a peroxidase enddgena foi bloqueada
incubando-se as laminas por 30 minutos em metanol contendo 10% de perdxido de

hidrogénio 30 volumes.
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Para marcacdo imuno-histoquimica de GFAP, o método utilizado foi o da
avidina-biotina, sendo cada procedimento intercalado por lavagem das laminas em
solugéo salina tamponada com fosfato.

Os cortes foram, entdo, incubados, durante 16 horas a 4°C em camara Umida,
com o anticorpo monoclonal primario anti-GFAP (Rabbit anti-cow GFA, codenumber
Z0334, Dako), padronizado na diluicdo 1:1000, a qual, por prévia titulacdo, foi
considerada a mais adequada. Para tal diluicdo foi utilizada solu¢cdo contendo soro-
albumina bovina a 5% em agua destilada (1,25mL), azida sédica a 5% em agua
destilada (2,5mL) e solucao salina tamponada (59mL).

Posteriormente, foi realizada a incubacdo dos cortes por 30 minutos com
anticorpo secundario anti-imunoglobulinas de coelho (Universal LSABTM 2Kit/ HRP,
Rb / Mo, K0609-1 Dako) na diluicdo 1:400 e, apés, aplicacdo por 30 minutos do
conjugado estreptavidina-biotina-peroxidase, diluido em solugdo salina tamponada
com fosfato (Universal LSABTM 2 Kit / HRP, Rb/ Mo, Dako).

A imunorreatividade foi visualizada pela aplicacdo sobre os cortes de
diaminobenzidina (DAB, Sigma) a 0,1% como cromdgeno e peréxido de hidrogénio a
0,5%. Os cortes foram contra corados com hematoxilina, desidratados, diafanizados
e montados com resina sintética sob laminula. Todas as reacdes foram
acompanhadas por laminas controle negativo, submetidas a todas as etapas do

procedimento, porém suprimindo-se a aplicagdo do anticorpo primario.

3.1.4 Quantificacdo da reatividade astrocitaria de GFAP

Todos os cortes submetidos a prova imuno-histoquimica foram analisados,
em microscopia de luz (com objetiva de 10x), para identificacdo e avaliacdo da
distribuicdo e do comportamento morfolégico das células marcadas para GFAP
(coradas em castanho).

Dez fotomicrografias de cada lamina histoldgica confeccionada para a PAG,
cortex frontal e hipotalamo foram aleatoriamente feitas usando a objetiva de 40 x. A
area dos processos astrocitarios, marcados em marrom, foi automaticamente
calculada em pixels usando o software Image Pro-Plus, de forma que s6 as células

positivas sao incluidas e a marcacao de fundo, excluida.
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3.1.5 Andlise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via e teste Tukey com
significAncia estatistica estabelecida em p < 0.05. A normalidade dos dados foi
verificada (teste de Bartlet). As analises estatisticas foram realizadas pelo software

Prisma
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4 RESULTADOS

N&o houve mortalidade nos animais tratados com as doses e o0s
medicamentos utilizados neste estudo.

A expressao do marcador de astrocitos GFAP (representada pela contagem
total de pixels) na PAG, no hipotalamo e no cortex pode ser vista, respectivamente,
nas Figuras 2, 3 e 4.

Na PAG (Fig.2), a imunorreatividade da GFAP aumentou nos grupos
amantadina, fluoxetina e quetamina em relacdo ao grupo controle, com diferenca
significante de p<0,0001 para todos os grupos. Nao houve diferenca significante
entre 0s grupos carbamazepina e dipirona quando comparados com salina.

As diferencas significantes entre os distintos grupos na PAG, no hipotalamo e
no cortex frontal, entre todos os grupos estdo especificadas nos quadros 1, 2 e 3,
respectivamente.

No hipotadlamo (Fig.3), a expresséo astrocitaria foi aumentada em todos os
grupos em relacéo ao grupo salina, com diferenca significante de p<0,0001 em todos
0S grupos.

No cértex frontal (Fig.4), pode-se observar aumento da imurreatividade da
GFAP em relacdo ao grupo salina nos grupos, amantadina, carbamazepina, dipirona
e fluoxetina (p<0,0001), bem como no grupo quetamina (p<0,001).

A expressdo do marcador de astrocitos GFAP na regido da PAG, do
hipotdlamo e do cortex frontal esta representada nas figuras 5, 6 e 7

respectivamente.
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Figura 2 — Contagem total de pixels da imunorreatividade de GFAP em astrécitos (representadas
como média + erro padrdo da média) na PAG dos diferentes grupos experimentais em relagéo ao
grupo salina. **** p<0,0001
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Fonte: Elaborada pela autora.

Quadro 1 — SignificAncia estatistica entre todos 0s grupos experimentais na PAG

Grupos Significancia
AMANTADINA vs. CARBAMAZEPINA p<0,0001
AMANTADINA vs. SALINA p<0,0001
AMANTADINA vs. DIPIRONA p<0,0001
AMANTADINA vs. FLUOXETINA -
AMANTADINA vs. QUETAMINA p<0,01

CARBAMAZEPINA vs. SALINA -
CARBAMAZEPINA vs. DIPIRONA -

CARBAMAZEPINA vs. FLUOXETINA p<0,0001
CARBAMAZEPINA vs. QUETAMINA p<0,0001
SALINA vs. DIPIRONA -
SALINA vs. FLUOXETINA p<0,0001
SALINA vs. QUETAMINA p<0,0001
DIPIRONA vs. FLUOXETINA p<0,0001
DIPIRONA vs. QUETAMINA p<0,0001
FLUOXETINA vs. QUETAMINA p<0,5

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 3 — Contagem total de pixels de imunorreatividade de GFAP em astrécitos (representadas
como média + erro padrdo da média) no hipotadlamo dos diferentes grupos experimentais em relacéo
ao grupo salina. **** p<0,0001
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Fonte: Elaborada pela autora.

Quadro 2 — Significancia estatistica entre todos os grupos experimentais no hipotalamo.

Grupos Significancia

AMANTADINA vs. CARBAMAZEPINA -
AMANTADINA vs. SALINA p<0,0001
AMANTADINA vs. DIPIRONA -
AMANTADINA vs. FLUOXETINA p<0,001
AMANTADINA vs. QUETAMINA -
CARBAMAZEPINA vs. SALINA p<0,0001
CARBAMAZEPINA vs. DIPIRONA -
CARBAMAZEPINA vs. FLUOXETINA p<0,05
CARBAMAZEPINA vs. QUETAMINA -
SALINA vs. DIPIRONA p<0,0001
SALINA vs. FLUOXETINA p<0,0001
SALINA vs. QUETAMINA p<0,0001
DIPIRONA vs. FLUOXETINA -
DIPIRONA vs. QUETAMINA -
FLUOXETINA vs. QUETAMINA p<0,01

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4 — Contagem total de pixels de imunoreatividade de GFAP em astrécitos (representadas
como média * erro padrao da média) no cortex frontal dos diferentes grupos experimentais em
relacdo ao grupo salina. ** p<0,01 e **** p<0,0001
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Fonte: Elaborada pela autora.

Quadro 3 — Significancia estatistica entre todos 0s grupos experimentais no cortex frontal.

.Grupos Significancia
AMANTADINA vs. CARBAMAZEPINA -
AMANTADINA vs. SALINA p<0,0001

AMANTADINA vs. DIPIRONA -
AMANTADINA vs. FLUOXETINA -
AMANTADINA vs. QUETAMINA p<0,05
CARBAMAZEPINA vs. SALINA p<0,0001

CARBAMAZEPINA vs. DIPIRONA -
CARBAMAZEPINA vs. FLUOXETINA -

CARBAMAZEPINA vs. QUETAMINA p<0,05

SALINA vs. DIPIRONA p<0,0001
SALINA vs. FLUOXETINA p<0,0001
SALINA vs. QUETAMINA p<0,001

DIPIRONA vs. FLUOXETINA -
DIPIRONA vs. QUETAMINA -
FLUOXETINA vs. QUETAMINA -

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5 — Imunocoloracao astrocitaria para GFAP na PAG dos diferentes grupos experimentais. Obj.
40x
Amantadina

Fonte: Acervo da autora.
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Figura 6 — Imunocoloracao astrocitaria para GFAP no hipotadlamo dos diferentes grupos
experimentais. Obj. 40x
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Fonte: Acervo da autora.



37

Figura 7 — Imunocoloracao astrocitaria para GFAP no cortex frontal dos diferentes grupos. Obj. 40x
Amantadina Carbamazepina

»

Dipirona

Fluoxetina Quetamina

Fonte: Acervo da autora.
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5 DISCUSSAO

Um numero variado de eventos, incluindo danos ao SNC, infec¢des e estados
de dor intensa, conduz a hipertrofia tanto da microglia quanto dos astrocitos, com o
aumento concomitante da producéo de uma variedade de citocinas pro-inflamatorias
e outras substancias que potencialmente aumentam a sinalizacdo da dor. NUmeros
aumentados destas células e de seus marcadores de expressdao, como a GFAP
astrocitaria, podem ser utilizados para identificar a ativacdo das células gliais
(MCMAHON et al., 2005).

Quando astrocitos e micréglia ndo estdo ativados, ndo parecem ser
importantes reguladores da transmissdo da dor. No entanto, quando a glia torna-se
ativa, a nocicepcao é afetada, estimulando a sensacéo dolorosa. Células do sistema
imune periféricas sinalizam para o SNC, induzindo respostas a doenga, incluindo
aumento da responsividade a dor, hipertermia, aumento do sono, diminuicdo da
ingestdo de comida e agua, entre outras (WATKINS et al., 2003).

A expressdo elevada de GFAP é uma das caracteristicas primarias
associadas a astrocitos reativos no contexto de lesdo e inflamagdo (BURDA;
SOFRONIEW, 2014). A astrogliose reativa é uma resposta a um espectro de
mudancas, incluindo ganho e perda de funcéo astrocitica, dependente do tipo e da
gravidade da injuria, e pode resultar em beneficios ou prejuizos sobre o tecido
neural circundante. Na astrogliose severa, 0s astrocitos reativos invadem dominios
individuais dos astrécitos vizinhos, com a formacdo de uma cicatriz glial
(SOFRONIEW,; VINTERS, 2010).

Foram propostas duas vias de astrogliopatias: a astrogliose reativa, na qual
0os astrocitos podem ter funcdo neuroprotetora, e um segundo caminho,
caracterizado como astrocitopatia, que inclui degeneracdo, com perda de funcéo e
remodelacdo patolégica de astrécitos. As consequéncias dessas mudancas
morfolégicas e bioquimicas incluem a incapacidade de mediar a homeostase do
glutamato nas sinapses, com reducéo de moléculas de sinalizacao e fatores troficos,
metabolismo de glicose alterado, entre outras alteracdes (PEKNY et al., 2016).

Mudancas na expressdo de GFAP podem ser observadas em doencas
neuropsiquiatricas, incluindo depresséao, ansiedade, esquizofrenia e uso de drogas e
substancias diversas. Dessa forma, é descrito que tal expressao varia amplamente

em resposta a diferentes drogas e situac¢oes (KIM et al., 2017, no prelo).
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Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi o de observar a resposta
astrocitaria no cortex frontal, no hipotalamo e na substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) ap6s administracdo de doses de curta duracdo de fluoxetina, dipirona,
carbamazepina, amantadina e quetamina, por meio da expressdao do marcador
astrocitario GFAP (proteina glial fibrilar acida). E importante mencionar que os ratos
utilizados neste estudo estavam aparentemente saudaveis e ndo foram submetidos
a qualquer estimulo nocivo, inflamacdo ou dano ao SNP/SNC ou em tecidos
periféricos.

De acordo com nossos resultados, pudemos observar que todas as drogas
administradas aumentaram a expressao da GFAP no hipotalamo e no cértex frontal
em relacdo ao grupo salina. Na PAG, apenas a amantadina, a fluoxetina e a
guetamina aumentaram essa expressdo, enquanto que nao houve diferenca
significante nos animais tratados com a carbamazepina e dipirona em relacdo ao
grupo salina.

Foi revelado que antidepressivos produzem uma normalizacéo da plasticidade
estrutural do hipocampo, alterando o volume da area, o numero de células (por
exemplo, diminuindo a apoptose ou induzindo a génese celular), volume das células
e provocando alterac6es morfolégicas dos dendritos e ax6nios (BOLDRINI et al.,
2009; BOLDRINI et al., 2013).

Durante a dor neuropatica ha ativacdo dos receptores NMDA e para que 0S
canais sejam abertos, ocorre liberacdo de glutamato e ligagdo simultanea da glicina.
O magnésio bloqueia os canais NMDA, porém quando h& ativacdo, € deslocado
possibilitando a entrada de sinalizadores nociceptivos (PETRENKO et al., 2003;
ZGAIA et al., 2015).

Sabe-se que a interacdo entre o astrécitos e neurdnios € crucial para a
modulacdo das sinapses glutamatérgicas excitatorias (JESSEN, 2004), regulando a
guantidade de glutamina como o fator essencial para a liberacdo neuronal de
glutamato e liberando o fator D-serina (BEN ACHOUR; PASCUAL, 2010). Além
disso, foi demonstrado que a GFAP tem um papel importante na regulagdo do
transporte de glutamato neuronal e astrocitico (HUGHES et al., 2004).

As proteinas receptoras NMDA foram identificadas em astrocitos corticais
(CONTI et al., 1999), em células astrogliais do locus ceruleus (VAN BOCKSTAELE;
COLAGO, 1996), e da medula espinhal (ZIAK et al., 1998), em uma subpopulacao
de astrocitos do hipocampo (PORTER; MCCARTHY, 1995) e nas células gliais
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cerebelares de Bergmann (MULLER et al., 1993). Um estudo mais recente forneceu
evidéncias definitivas para a existéncia da expressao funcional de receptores NMDA
em astrocitos primarios humanos (LEE et al., 2010).

Uma das principais tarefas dos astrocitos € a sintese e a liberacdo de fatores
neurotréficos, como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (ALTHAUS;
RICHTER-LANDSBERG, 2000), e a dependéncia do efeito antidepressivo da
guetamina no hipocampo em relacdo aos niveis de BDNF foi apresentada
(MONTEGGIA et al., 2004). Consequentemente, uma explicacdo possivel para o
efeito terapéutico rdpido da quetamina seria a ativagdo rapida de astrécitos, com
estimulacdo substancial da sintese de BDNF por astrocitos hipertréficos ativados
(ARDALAN et al., 2017).

Ardalan et al. (2017) observaram que a quetamina modula parametros
comportamentais como imobilidade, atuando como um antidepressivo potente, além
de modular varios parametros estruturais relacionados a plasticidade astroglial apés
24 horas. Foi demonstrado que uma dose Unica de quetamina tem efeito rapido na
soma e na ramifica¢do astrocitica de ratos em um modelo de depressao.

Um estudo demonstrou que a administragdo cronica de 20 mg/kg de
guetamina aumentou significativamente a imunorreatividade da GFAP nas camadas
moleculares e granulares do cerebelo e diminuiu na camada celular de Purkinje em
comparacdo aos animais tratados com solucdo salina, demonstrando que a
administracdo repetida de quetamina causa alteracbes estruturais e imuno-
histoquimicas no cortex cerebelar e sugerindo, assim, que o uso de pequenas doses
€ muito mais seguro (ASKER et al., 2016).

Em um estudo, foi utilizado o modelo de dor por ligadura de nervo espinhal
para investigar os efeitos antinociceptivos da quetamina administrada por via
intratecal e foi observado que a ativacdo astrocitaria de GFAP induzida pela ligadura
foi suprimida pela quetamina (MEI et al., 2010).

Estudos sugeriram que os efeitos benéficos sobre a dor inflamatéria séo
mediados por NMDA, enquanto aqueles em dor aguda e néo inflamatéria envolvem
um sistema inibidor descendente da PAG e também diferem com base na fonte da
dor. Aléem do bloqueio do receptor NMDA, a quetamina também interage com varios
outros  receptores, incluindo  caminhos  opioidérgicos, colinérgicos e
monoaminérgicos, todos os quais poderiam desempenhar um papel na resposta
analgésica (STRIGO et al., 2005).
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Em estudos recentes, foi demonstrado que os antagonistas ndo competitivos
do receptor NMDA, tais como quetamina, potencializam a a¢do analgésica da
morfina na dor inflamatoria e também evitam o desenvolvimento de tolerancia,
guando administrados por via intraperitoneal (HALDER et al., 2009; TANDON et al.,
2010). No entanto, Smith et al. (1985) demonstraram a ineficacia da quetamina (nas
doses de 0,1-100 mg) quando administrada diretamente na PAG em provocar uma
resposta antinociceptiva. Em outro estudo, porém, foi administrada uma dose
elevada de quetamina (100 mg) na PAG e observou-se diminuicdo da resposta
dolorosa. Além disso, a co-administracdo da morfina com quetamina na PAG
aumentou a resposta analgésica no animais. Essas descobertas insinuam o papel
de receptores de NMDA juntamente com receptores de opioides presentes na PAG
na evocacao de resposta analgésica na dor neuropatica (MEHTA et al., 2012).

Sugere-se que a amantadina, assim como a quetamina, tenha acgao
blogueadora do receptor NMDA. Foi relatado que a amantadina apresentou efeitos
neuroprotetores significativos (OSSOLA et al.,, 2011; GIACINO et al., 2012). Um
desses efeitos foi demonstrado em estudos de cultura celular, nos quais a
amantadina aumentou a producdo do fator neurotréfico derivado da glia (GDNF),
que pode inibir a ativagdo microglial e a neuroinflamacédo (OSSOLA et al., 2011,
ROCHA et al., 2012).

Um estudo demonstrou que uma baixa dose de amantadina é suficiente na
modulacdo da excitabilidade do cértex motor em humanos. Embora a amantadina
tenha varios mecanismos de acédo, o antagonismo do receptor NMDA parece ser o
efeito mais relevante na excitabilidade cortical (REIS et al., 2006). De acordo com
nossos resultados, tanto a quetamina como a amantadina aumentaram a expressao
de GFAP em todas as areas analisadas com significAncias similares, sugerindo que
ambas podem compartilhar mecanismo de acao similar na ativagao dos astrocitos.

A fluoxetina exerce um efeito direto sobre astrécitos, uma vez que 0s mesmos
expressam varios subtipos de receptores 5-HT, como, por exemplo, receptores 5-
HT1A, 5-HT2B e 5-HT2C (CHEN et al., 1995; AZMITIA et al., 1996; KONG et al.,
2002). Especialmente os receptores 5-HT1A sdo abundantemente expressos no
hipocampo (AZMITIA et al., 1996). A sua ativacdo € sugerida como um componente
critico no mecanismo de acdo dos inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina
(SANTARELLI et al., 2003).



42

Estudos anteriores tentaram identificar o papel dos astrocitos como um dos
mecanismos celulares subjacentes ao efeito terapéutico da fluoxetina. Ao estudar a
regulacdo da expressdo do subtipo de receptor 5-HT nos astrocitos, apos o
tratamento com fluoxetina, descobriu-se que esta tem um efeito consideravel na
funcdo glutamatérgica astrocitica (LI et al.,, 2011). No entanto, alguns estudos
relataram resultados diferentes sobre a alteracdo morfolégica de astrécitos apds o
tratamento com fluoxetina. Por exemplo, foi descrito que o estresse reduziu o
volume de astrécitos, enquanto o tratamento com fluoxetina néo teve efeito
preventivo sobre o encolhimento somal dos astrocitos (CZEH et al., 2006).

Um estudo demonstrou que o tratamento com fluoxetina em ratos de 90 dias
apresentou aumento significativo na expressdo da proteina GFAP no estriado
(putdmen), no cortex frontal e no hipocampo (BOCK et al., 2012). J& Fatemi et al.
(2004) investigaram o efeito da fluoxetina no cortex pré-frontal de ratos adultos, ndo
encontrando alteracdo da expressao de GFAP. Em nosso estudo, foi demonstrado
qgue a fluoxetina teve capacidade de aumentar a expressdo de GFAP em todas as
areas analisadas, possuindo efeito sobre astrécitos, que sabidamente, expressam
receptores 5-HT.

De acordo com nossos resultados, ndo houve diferenca significante entre os
grupos carbamazepina e dipirona em relagédo ao grupo salina na regido da PAG. A
PAG contém uma rede rica em GABA (REICHLING; BASBAUM, 1990), contendo
também receptores benzodiazepinicos e GABAérgicos (MENNINI; GOBBI, 1990).
Foi relatado que a PAG é um dos principais locais alvo para a atividade
antinociceptiva da carbamazepina e que os sistemas GABAérgicos estdo envolvidos
nesta acao da carbamazepina (BEHBEHANI et al., 1990).

Foi observado o efeito da carbamazepina na morfologia e na expressao da
GFAP no hipocampo de ratos, apos administracdo diaria por gavagem de doses
terapéuticas durante uma semana, 1 més e 3 meses. Em comparagdo com o grupo
controle, a imunorreatividade da GFAP e o numero de astrocitos aumentaram
significativamente apds 3 meses, concluindo-se que as alteragfes da expressdo
astrocitaria induzida pela carbamazepina dependem do tempo de administracao
(XINGSE; XIQING, 2006).

Achados de um estudo revelam que o GABA exerce um controle inibitério
substancial e talvez ténico na atividade da PAG. Tal influéncia pode ser importante

na modulagdo da atividade relativa na PAG e, portanto, o envolvimento desta
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estrutura acaba por influenciar as fungdes de analgesia e nocicep¢ao (BEHBEHANI
et al., 1995).

O mecanismo de acdo da dipirona se deve a inibicdo da sintese de
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, pela inibicdo reversivel da enzima
ciclooxigenase (COX 1 e 2) e ativacao dos sistemas opioidérgico e canabinoide. A
dipirona é capaz de inibir uma terceira isoenzima da ciclooxigenase formada a partir
do mesmo gene da COX-1, denominada de COX-3, expressa principalmente no
cortex cerebral, mecanismo central pelo qual o farmaco exerceria suas acoes
analgésicas e antipiréticas. (CHANDRASEKHARAM et al., 2002)

A microinjecdo de dipirona na PAG provoca antinocicepcdo em ratos,
ativando circuitos opioidérgicos enddgenos na PAG e a medula ventromedial rostral
(HERNANDEZ et al., 2001; VASQUEZ et al., 2005). Na via central, os agonistas
opiodides, endégenos ou ndo, atuam sobre a PAG, o bulbo rostroventromedial e o
corno dorsal da medula espinhal, ativando a via de controle descendente da dor, em
parte, por ativar os canais de potassio e inibir canais de célcio dependentes de
voltagem (MILLAN, 2002). Perifericamente, tem-se proposto que agonistas p —
opioides inibem a ativacdo da adenilato ciclase em neurfnios aferentes primarios,
engquanto agonistas de receptores d e kK opioides inibem a secrecdo de substancias
pro-inflamatérias por neurénios simpéticos (KIM et al., 2006).

O fato de que a dipirona, um analgésico nao opioide, ativa circuitos
opioidérgicos pode estar relacionado com o resultado encontrado em nosso estudo,
pois ja havia sido demonstrado que opioides diminuem a expressao astrocitaria de
GFAP no tronco encefalico (AMARAL et al., 2016).

Nossos resultados demonstram que todas as drogas administradas
aumentaram a expressado da GFAP no hipotalamo e no cértex frontal em relacéo ao
grupo tratado com salina. Na PAG, apenas a amantadina, a fluoxetina e quetamina
aumentaram essa expressao. Esses resultados sugerem que circuitos opioidérgicos
e GABAérgicos exercem um controle inibitério substancial e talvez tbnico da
atividade da PAG. A quetamina e a amantadina aumentaram a expressao de GFAP
em todas as areas analisadas com significancias similares, sugerindo que ambas

compartilham o mesmo mecanismo de acao na ativacdo dos astrécitos.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que todas as drogas empregadas no estudo aumentaram a
expressao astrocitaria de GFAP no hipotalamo e no cortex frontal em relacdo ao
grupo salina, porém na PAG apenas amantadina, fluoxetina e quetamina
aumentaram essa expressao, ndo havendo diferenga significante nos animais
tratados com carbamazepina e dipirona em relacdo ao grupo injetado com salina.

Mais estudos devem ser feitos a fim de esclarecer os efeitos desses farmacos
em astrocitos de outras regides do SNC envolvidas com a modulagdo da dor, tanto

na auséncia e na presenca de estimulos nocivos.
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