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RESUMO

Citocinas pro-inflamatérias e células gliais, principalmente microglia, tém sido
implicadas na sensibilizacdo da dor persistente. Menos conhecido € o papel dos
astrocitos nessa regulagéo. O objetivo do estudo foi o de medir, apds administracédo
em ratos saudaveis de doses terapéuticas de curta duracdo de algumas drogas
comumente utilizadas no tratamento da dor neuropética, os niveis plasméticos de IL-
1B e TNF-a e a expressdo do marcador astrocitario GFAP. Ratos Wistar machos
foram divididos em 5 grupos, recebendo por 9 dias- (1) amitriptilina (Amt- 10
mg/kg/dia, por gavagem solucéo); (2) gabapentina (Gb- 60 mg/kg/dia, por gavagem);
(3) metadona (Me- 4,5 mg/kg/dia, via intraperitoneal - IP); (4) morfina (Mo- 10
mg/kg/dia, IP); ou (5) salina a 0.9%, IP). Amostras do encéfalo foram coletadas para
estudo imuno-histoquimico da expressao astrocitaria de GFAP no tronco encefalico
e nucleo accumbens (NAc). A area das células GFAP-positivas foi calculada com
uso do programa Metamorph e o0s niveis plasmaticos de citocinas foram
determinados por ELISA. Enquanto os niveis de TNF-a diminuiram nos grupos
tratados com Mo, Me and Gb, a IL-1B diminuiu apenas com a Me. A expressao
astrocitaria de GFAP diminuiu no tronco encefalico com todas as drogas, enquanto
aumentou no NAc com Amt, Me e Mo.

Palavras-Chave: Astrocitos. Citocinas. Analgésicos. Dor neuropatica.



ABSTRACT

Pro-inflammatory cytokines and glial cells, especially microglial cells, have been
implicated in persistent pain sensitization. Less is known about the role of astrocytes
in its regulation. The aim of this study was to measure, after the administration of
short-term therapeutic doses of some commonly used neuropathic pain relievers in
healthy rats, the plasma levels of IL-1B and TNF-a and the expression of the
astrocytic biomarker GFAP. Male Wistar rats were divided into 5 groups, receiving for
9 days- (1) amitriptyline (Amt- 10 mg/kg/day, by gavage); (2) gabapentin (Gb - 60
mg/kg/day, by gavage; (3) methadone (Me- 4,5 mg/kg/day, intraperitoneal route- IP);
(4) morphine (Mo- 10 mg/kg/day, IP); or (5) 0.9% saline solution, IP. Brain samples
were collected for immunohistochemical study for GFAP expression in the brainstem
and nucleus accumbens (NAc). The area of GFAP-positive cells was calculated
using Metamorph software and plasma levels of IL-18 and TNF-a were measured by
ELISA. Plasma TNF-a levels were decreased in the groups treated with Mo, Me and
Gb, but not in the Amt-treated group. IL-1B decreased only in rats treated with Me.
The astrocytic expression of GFAP was decreased in the brainstem with all drugs,
while it was increased in the NAc with Amt, Me and Mo.

Keywords: Astrocytes. Cytokines. Analgesics. Neuropathic pain.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso central (SNC) consiste num agregado de células
extremamente complexo, e parte delas forma uma rede de comunicacdo e, outra
parte, a matriz de sustentagao.

A unidade funcional do sistema nervoso, para as atividades de comunicacéo,
€ 0 neurdnio; os outros elementos celulares do sistema nervoso compdem a
neurdglia ou glia. As células gliais no SNC que dao suporte as atividades dos
neurdnios séo, principalmente, os astrécitos e a oligodendréglia. Além destas,
existem outros tipos celulares como a microglia e as células ependimais (BERNE et
al., 2004)

Os astrécitos tém um papel fundamental na sustentacdo estrutural do SNC,
orientam 0s neurdnios que estdo migrando no feto até sua posicdo final, mantém
uma intima relagdo funcional com o0s neurdnios nos adultos, importantes no
metabolismo neuronal. S8o células essenciais para a regulacdo do transporte de
substancias ao SNC, devido a seu papel na inducdo da barreira hematoencefélica.
Quanto ao aspecto nivel bioquimico, essas células estado envolvidas na regulacéo da
concentragdo dos neurotransmissores, na detoxificagdo da amobnia e outras
substancias téxicas e na regulacdo da concentracdo dos ions de potassio. Apés uma
agressdo, 0s processos astrocitarios, que contém numerosos filamentos gliais,
hipertrofiam, formando a cicatriz glial. (JONES et al., 2000)

Recentes evidéncias sugerem que o0s astrocitos podem desempenhar um
papel mais ativo nas funcdes sinapticas do que se pensava anteriormente. Ao
envolverem sinapses, adquirem, portanto, uma posicao espacial Unica para regular a
transmissao sinaptica e as respostas neuronais, incluindo a inducao da tolerancia
aos opioides (SONG e ZHAO, 2001).

Os analgésicos sao farmacos que proporcionam a auséncia ou reducao da
percepc¢ado da dor sem deprimir inadvertidamente os pacientes. Existe uma extensa
variedade de farmacos, de diferentes classes e mecanismos de acéo, que podem
ser utilizados, como os opioides, 0s agonistas alfa-2-adrenérgicos e 0s anestésicos
locais. A utilizacdo de antidepressivos, como a amitriptilina, e de antiepilépticos,
como a gabapentina, também podem produzir uma analgesia satisfatoria na dor
neuropatica (TRANQUILLI et al., 2013).
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Estudos recentes sugeriram que a administracdo repetida de morfina e de
metadona induz a liberacéo de citocinas pro-inflamatérias, como interleucina 1B (IL-
B), que se opde a analgesia de ambas, (JOHNSTON et al., 2004; SHAVIT et al.,
2005), contudo, as células da glia participam do desenvolvimento de tolerancia a
opioides (SONG e ZHAO, 2001). Estudos demonstraram também que a amitriptilina
levou a atenuacao da ativacao astrocitaria e a restauracdo do efeito antinociceptivo
da morfina em ratos tolerantes a mesma (HUANG et al., 2012).

A gabapentina, por sua vez, vem demonstrando potencial em reduzir a gliose
reativa em astrocitos e microglia, com a presenca de receptores GABAérgicos em
neurénios e células gliais (ROSSI et al., 2013), enquanto a metadona € um dos
principais farmacos de escolha para o tratamento da dor neuropatica, recentemente
foi descoberto que seu potencial imunossupressor é tdo potente quanto seu
potencial analgésico (HUTCHINSON e SOMOGY!I, 2004).

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar se a administracdo de drogas
comumente empregadas no tratamento da dor neuropdtica, como a morfina, a
metadona, a amitriptilina e a gabapentina, seriam capazes de interferir nos niveis
plasméticos de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-18 e o TNF-a, e, a0 mesmo
tempo, afetar a atividade astrocitaria mediante observacao da expressao de seu

principal marcador — a proteina glial fibrilar &cida (GFAP).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Células do Sistema Nervoso Central

O neurdnio, a unidade funcional do sistema nervoso, consiste de um nucleo,
com um grande nucléolo, circundado por uma quantidade relativamente abundante
de citoplasma, do qual se projetam um ou mais dendritos e um axénio (JOHNSTON
et al., 1996). Os neurbnios variam em suas dimensdes, desde células ndo maiores
que os astrécitos (cerca de 5 ym) até grandes neurdnios no cerebelo (células de
Purkinje) e no cortex cerebral (células de Betz), que excedem os 75um. O
citoplasma contém granulos basofilos chamados de substancia de Nissl, que se
distribui uniformemente, exceto na base do axénio (proeminéncia axonal). A
substancia de Nissl pode ser visualizada em maiores detalhes pela microscopia
eletrdnica de transmissao, constituindo o reticulo endoplasmético rugoso (REr), cuja
funcdo consiste em sintetizar proteinas de transporte. O axénio distal depende das
proteinas de transporte provenientes do corpo neuronal (DEADWYLER e
HAMPSON, 1997).

O neurdnio, como a principal célula de iniciacdo e conducao dos estimulos,
afeta o corpo como um todo mediante o desempenho de funcbes de informacéo,
cognitivas, motoras, sensitivas e autbnomas, além de exercer papel no controle
enddcrino e emocional. Depois de sua maturacao, 0s neurdnios que sao destruidos
ndo podem ser mais substituidos, com excec¢ao daqueles situados no nariz e lingua,
envolvidos, respectivamente, com a olfacéo e o paladar (JOHNSTON et al., 1996).

Trés tipos de células neurogliais podem ser diferenciados. Seus nucleos nao
possuem nucléolos visiveis ao microscopio optico, fato que diferencia tais células de
qguase todos os neurdnios (BENVENISTE, 1992).

Os oligodendrdcitos encontrados na substancia cinzenta alinham-se em torno
dos neurbnios em alguns locais e, nesse caso, chamados de células satélites,
fornecem nutrientes, particularmente glicose, que é a fonte de energia disponivel. Na
substancia branca, sua localizagéo é interfascicular, formando e mantendo a mielina.
Nos nervos periféricos, as células que desempenham essa funcdo de mielinizacao
sdo chamadas de células de Schwann (PRINEAS e PARRATT, 2012).

As células microgliais sédo de origem mesodérmica e ndo neuroectodérmica,
como é o caso dos demais componentes da neuroglia (MONTEGOMERY, 1994). A
microglia constitui 5-12% de todas as células do SNC e 5-10% de todas as células



16

gliais. Sob condicbes basais a microglia executa a vigilancia imune do SNC
(RAIVICH, 2005).

A mudanca para o estado de microglia ativada pode ocorrer devido a
sensores requintados de mudancas no microambiente. Os estimulos que podem
ativar a microglia incluem trauma, infeccdo, isquemia e neurodegeneracdo. A
ativacdo resulta em mudancas na morfologia (processo de retracdo), proliferacéo,
suprarregulacdo da expressdo de receptores (receptores do complemento e
receptores de macréfagos) e mudanca na funcdo (migracéo para o sitios da leséo,
com transformacao em fagocitos e liberacdo de mediadores pro-inflamatoérios). Apés
a resolucao do problema, a micrdglia pode ou retornar para o estado basal ou
continuar em estado ativado por um periodo prolongado de tempo (PERRY et al.,
1985).

A microglia ativada néo produz citocinas pro-inflamatorias (na verdade, pode,
em alternativa, liberar citocinas anti-inflamatérias). No entanto, apés sofrer repetidas
agressoOes, pode passar a ter uma resposta excessiva, tanto na rapidez quanto na
magnitude da liberacdo dos produtos inflamatorios, de forma similar & resposta
imune periférica secundaria. A ativacado microglial pode ser importante para explicar
porque alguns individuos respondem em intensidade e duragdo em um evento que
evoque dor (PERRY et al., 1985).

As células do epéndima formam o epitélio que separa o SNC do liquido
cefalorraquidiano (LCR) ou liquor nos ventriculos cerebrais e canal central da
medula espinhal. Muitas substancias se difundem rapidamente através do
epéndima, que reside entre o espaco extracelular do encéfalo e o LCR (BERNE et
al., 2000).

Os astrécitos constituem as maiores e mais numerosas células gliais
presentes no SNC dos mamiferos, excedendo o nimero de neurbnios na proporcao
de 10:1 (BENVENISTE, 1992). Apesar de sua pronunciada heterogeneidade
morfolégica e bioquimica, 0s astrocitos caracterizam-se pela presenca de
prolongamentos dotados de filamentos intermediarios (fibrilas gliais), cujo
componente principal € o GFAP, servindo como meio de identificagdo deste tipo
celular em estudos in situ e em cultivo celular (MONTEGOMERY, 1994).

Os astrdcitos constituem 40-50% de todas as células gliais (ALDSKOGIUS e
KOZLOVA, 1998), ultrapassando o numero de neurbnios, (LEE et al., 2000).
Envolvem hermeticamente a vasta maioria das sinapses no SNC e modulam a

comunicacao entre neurdnios nas juncdes sinapticas. A presenca astrocitaria regula
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a comunicagao sinaptica e deu origem ao termo “sinapse tripla,” por enfatizar que os
astrocitos, em adicdo aos processos neuronais pré-sinapticos e pos-sinpticos, sao
parte integrante da sinalizagdo neuronal (HAYDON e CARMIGNOTO, 2006).

Além das sinapses, 0s astrocitos também tém intimo contato com o corpo
neuronal celular, os dendritos e os nodulos de Ranvier. Eles se estendem aos
espacos perivasculares para se contactarem aos capilares e aos limites do SNC, a
fim de formar a barreira limitante glial (ALDSKOGIUS e KOZLOVA, 1998).

Dentre as inumeras funcdes propostas para os astrécitos, destacam-se a
manuteng¢do da homeostasia no microambiente neural, exercendo importante papel
na detoxificacdo, na captacdo de neurotransmissores e na regulacdo do pH, da
osmolaridade e da concentragdo i6nica do tecido nervoso. Os astrécitos relacionam-
se com a orientagcdo da migracdo neuronal durante o desenvolvimento do SNC, o
suporte mecanico para os oligodendrocitos durante a mielinizacdo, o reparo apos
agressdes no tecido nervoso, a producdo e secrecdo de proteinas da matriz
extracelular, e com a sintese de moléculas de adeséo, de fatores neurotréficos e
promotores do crescimento de neuritos, a fagocitose de restos celulares e funcdes
imunes, tais como a secrecao de citocinas (IL-1, IL-3, IL-6, IFN-& e TNF-a) e
expressao de moléculas de MHC (complexo principal de imuno-histocompatibilidade)
de classe | e Il (MONTEGOMERY, 1994; PETERS et al., 1991; EDDLESTON e
MUCKE, 1993).

Independentemente da causa da lesdo no SNC, o reparo do tecido € sempre
realizado em maior ou menor grau com participacdo astrocitaria. A reacdo dos
astrocitos inclui o aumento de seu numero (astrocitose) e de suas dimensdes
(astrogliose), além de vérias outras alteracdes funcionais, como espessamento dos
feixes de filamentos gliais e aumento da intensidade de marcacdo de GFAP
(MONTEGOMERY, 1994; EDDLESTON e MULCKE, 1993). Esses fenbmenos tém
sido referidos como gliose astrocitaria, astrocitose e astrogliose reativas, cicatriz glial
ou simplesmente gliose, podendo ter dois tipos de acordo com o dano provocado —
isomorfica, em que 0S processos astrocitarios apresentam-se orientados pelos
elementos teciduais preservados e o arranjo dos feixes de filamentos gliais é
uniforme e paralelo, e anisomdérfica, em que sua disposicao é irregular ao redor da
lesdo, geralmente causadora de dano morfolégico grosseiro na estrutura do tecido,
com ruptura da barreira hematoencefalica (BIGNAMI e DAHL, 1984; FERNAUD-
ESPINOSA et al., 1993).
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2.2 Dor e células gliais

A via classica de transmisséo da dor se inicia quando um estimulo nociceptivo
(doloroso) € encontrado, tal como mostrado na Figura 1 (a). Em resposta a dor
periférica, ocorre a excitacao das fibras nervosas Ad e C. Esses axdnios transmitem
potenciais de acdo para o corno dorsal da medula espinal; la, neurotransmissores
sao liberados pelos neurdnios sensoriais e esses produtos quimicos se ligam e
ativam receptores pés-sinapticos em neurdnios de transmissao da dor (PTNs), cujos
corpos celulares residem nos cornos dorsais. Axonios dos neurdnios de transmissao
da dor, em seguida, ascendem para o encéfalo, carregando informacdes sobre o
evento nocivo para 0s centros superiores. Uma sinapse que interconecta o neurdnio
periférico sensorial e o PTN do corno dorsal da medula espinal € mostrada em
detalhes na Figura 1 em (b) e (c).

Em condic¢des basais, a dor ndo é modulada pela glia, em tais circunstancias,
a glia encontra-se quiescente e, assim, ndo libera substancias neuro-excitatorias em
niveis de modulacdo da dor. InformacBes sobre o estimulo lesivo chegam da
periferia ao longo das fibras Ad e C, causando a liberacdo da substancia P e de
aminoacidos excitatérios (EAAs) em quantidades apropriadas a intensidade e
duracdo do inicio do estimulo nocivo. A ativacdo dos receptores de neurocinina-1
(NK-1) pela substancia P e a ativacdo dos receptores AMPA (4cido propidinico a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol) pelos aminoécidos excitatérios causa a
despolarizacao transitéria dos PTNs, gerando potenciais de acdo que séao
transmitidos ao encéfalo. Canais ligados ao NMDA (N-metil-D-aspartato) estéo
quiescentes, pois sao cronicamente ligados pelos ions de magnésio (WATKINS et
al., 2007).

Em resposta a intensos e/ou prolongados sinais de dor, os PTNs se tornam
sensibilizados e respondem de forma amplificada aos sinais mandados
subsequentemente. A intensidade e/ou manutencdo da estimulagdo despolariza
tanto os PTNs que ions de magnésio se afastam do canal NMDA, resultando no
influxo de ions de célcio e ativando constitutivamente a expressédo da Oxido nitrico
sintetase (cCNOS), o0 que causa a conversao da L-arginina para oxido nitrico (NO).
Por ser um gas, o 6xido nitrico rapidamente se difunde para fora dos PTNs. O 6xido
nitrico atua pré-sinapticamente causando a liberacdo exagerada de substancia P e
de EAAs. Pos-sinapticamente, o Oxido nitrico causa a hiperexcitabilidade das
membranas dos PTNs. Nesse modelo neural, a glia ndo tem sido considerada em
seu papel na criagao e facilitacdo da dor (DEL REY et al., 2012).
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Na nova visdo, a ativagao glial & considerada como criadora e mantedora da
facilitacdo da dor e o papel da glia € sobreposto ao NMDA-NO mostrado no item (c).
A glia é ativada (como mostrado, relativamente hipertrofiada em (d), refletindo as
notaveis mudancas morfolégicas que essas ceélulas sofreram na ativacédo). Tal
ativacdo pode ter 3 origens: bactérias e virus, que se ligam em receptores
especificos expressos pela microglia e astrocitos; substancia P, EAAs, fractacinas e
ATP liberados por fibras Ad e C nos terminais pré-sinapticos ou pela ampliacdo da
dor via encéfalo, para a medula espinal; e 6xido nitrico, prostaglandinas (PGs) e
fractacinas liberados pelos neurbnios de transmissdo da dor. ApGs a ativacdo, a
microglia e os astrocitos causam hiperexcitacdo dos PTNs e exageradas liberacdes
de substancia P, EAAs, espécies reativas de oxigénio (ROS), PGs, citocinas proé-
inflamatorias (como, IL-1, IL-6 ou TNF) e fator de crescimento neural (NGF) (TSAI et
al., 2008).

Figura 1 — Vias classicas e nao classicas da modulagéo da dor
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A dor neuropatica é definida pela Associagdo Internacional para o Estudo da
Dor (IASP), como a dor “iniciada ou causada por uma lesdo primaria ou disfungao no
sistema nervoso” (www.IASP - pain.org). Embora essa defini¢cdo tenha sido util para
estabelecer uma diferenca entre dor neuropatica e dor nociceptiva, a mesma nao
tem especificidade diagndstica.

A dor aguda se manifesta de forma transitéria, durante um curto periodo de
tempo, e esta associada a injuria tecidual ou de 6rgaos, geralmente desaparecendo
gquando a causa é corretamente diagnosticada e tratada. Em contrapartida, a dor
cronica tem duracdo prolongada, capaz de se estender de varios meses a anos, e
quase sempre esta associada a um processo de doenca crénica (como, por exemplo
na diabetes mellitus) ou relacionada a uma lesdo anteriormente tratada (como na
neuralgia pos-herpética) (VERDU et al., 2008). Uma nova definicdo precisa de dor
neuropatica foi proposta para satisfazer essas deficiéncias e para ser usada para
fins clinicos e de investigacdo (CHONG e BAJWA, 2003), definida como “a dor que
surge como consequéncia direta de uma lesdo ou doenca que afeta o sistema
somatossensorial”’, indicando que uma parte neuroanatomicamente identificavel do
sistema somatossensorial periférico ou central (incluindo o sistema nociceptivo e
suas vias ascendentes e descendentes) deve estar envolvida (TREEDE et al., 2008).

A modulacdo ascendente, responsavel pela amplificacdo da informacao
dolorosa, se da pela acdo de mediadores liberados pelas fibras A-delta e C -
aminoacidos, como o glutamato e o aspartato, e neuropeptidios, como a substancia
P e as neurocininas (LARSSON e BROMAN, 2011). Essas substancias atuam em
receptores especificos como o AMPA e, posteriormente, com receptores NMDA
(WOOLF, 2004).

A estimulacdo do receptor NMDA (chave para a maior duracdo do aumento
da excitabilidade dos neurénios do corno dorsal) produz sensibilizacdo central,
devido a reducgéo do limiar excitatério da dor, manifestando-se com uma resposta
exagerada ou amplificada a estimulos nocivos (WOOLF, 2011; WOOLF et al., 1995).

Ocorrendo lesdo do nervo periférico, a micrdglia, os oligodendrécitos e 0s
astrocitos localizados no corno dorsal sdo ativados e liberam mediadores pro-
inflamatorios, que modulam o processamento da dor, afetando a liberacdo pre-
sinaptica de neurotransmissores e/ou a excitabilidade pés-sinaptica (VALLEJO et al.,
2010).


http://www.iasp/
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A ativacdo glial aumenta a liberagdo de neurotransmissores nociceptivos e a
excitabilidade dos neurbénios de segunda ordem, 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 e
TSUDA, 2009; ZHUO et al., 2011). A resposta inflamatoria e glial frente ao dano
neuronal também é necessaria para que o reparo nervoso seja eficaz (ZHUO et al.,
2011; LACROIX, 2011).

2.3 Citocinas

Segundo Lin & Calvano (2000), citocinas séo polipeptideos ou glicoproteinas
extracelulares, hidrossoluveis, variando entre 8 e 30 kDa. Sdo produzidas por
diversos tipos de células no local da leséo e por células do sistema imunolégico por
meio da ativacdo de proteinoquinases ativadas por mitdgenos. Diferentemente dos
horménios classicos, as citocinas ndo sdo armazenadas como moléculas pré-
formadas e atuam por mecanismo paracrino (em células vizinhas) e autocrino (nas
proprias células produtoras).

Diferentes tipos de células secretam a mesma citocina e uma unica citocina
pode agir em diversos tipos de células, fenbmeno denominado pleiotropia. As
citocinas sao redundantes em suas atividades, ou seja, acbes semelhantes podem
ser desencadeadas por diferentes citocinas. Com frequéncia, sdo formadas em
cascata, ou seja, uma citocina estimula suas células-alvo a produzir mais citocinas
(ZHANG, 2007). Essas substancias se ligam a receptores especificos, ativando
mensageiros intracelulares que regulam a transcricdo génica. Dessa forma, as
citocinas influenciam a atividade, a diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevida da
célula imunolégica, assim como regulam a producdo e a atividade de outras
citocinas, que podem aumentar (pré-inflamatdrias) ou atenuar (anti-inflamatérias) a
resposta inflamatoria. Algumas citocinas podem ter ag¢des pro-(Thl) ou anti-
inflamatorias (Th2), de acordo com o microambiente em que estdo localizadas.
Dentre as consideradas pro-inflamatoérias, ha as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7, e TNF
(fator de necrose tumoral). As anti-inflamatorias sao IL-4. IL-10, IL-13 e TGF (fator
transformante de crescimento ) (CURFS et al., 1997).

As citocinas sdo mediadores necessarios para conduzir a resposta

inflamatodria aos locais de infeccdo e lesdo, favorecendo o reparo apropriado da
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ferida. ApOs lesdes ou infecgdes graves, a resposta exacerbada e persistente de
citocinas pro-inflamatorias a partir da lesédo pode manifestar-se sistemicamente com
instabilidade hemodinamica ou distdrbios metabdlicos. A resposta exacerbada e
persistente de citocinas Thl pode contribuir para lesées em érgdo-alvo, levando a
insuficiéncia de mdultiplos 6rgdos e a morte. As citocinas Th2 podem minimizar
alguns desses efeitos indesejaveis (LIN & CALVANO, 2000). Como ndo é possivel
classificar as citocinas quanto a célula de origem ou quanto a funcdo bioldgica,
foram agrupadas em interleucinas (IL, numeradas sequencialmente de IL-1 a IL-35),
fatores de necrose tumoral (TNF), quimiocinas (citocinas quimiotaticas), interferons
(IFN) e fatores de crescimento mesenquimal (RAEBUM et al., 2008).

A IL-1 é primariamente produzida por macréfagos e mondcitos, assim como
por células ndo imunoldgicas, tais como fibroblastos e células endoteliais ativadas
durante lesdo celular, infeccéo, invaséo e inflamacéo. Ha dois tipos conhecidos: IL-
1a e IL-1B respectivamente, com 31 a 33 kDa cada. Atuam sobre os mesmos
receptores, IL-1RI (receptor de interleucina tipo 1) e IL-1RII (receptor de interleucina
1 tipo II). O IL-1RI é considerado o receptor ativo, enquanto o IL-RIl ndo possui uma
molécula de transducdo e é funcionalmente inativo. A IL-1a é marcadamente
associada a membranas celulares e age através de contatos celulares. A IL-1 é
sintetizada como uma proteina precursora (Pro-IL-1B), que ndo é secretada na forma
ativa até ser metabolizada pela enzima caspase-1. Recentemente, descobriu-se que
a IL-1B é expressa em neurdnios nociceptivos dos ganglios da raiz dorsal da medula
espinhal (RAEBUM et al., 2008). A IL-1B produz inflamagao sistémica por meio da
ativacdo da cicloxigenase-2, com a formacdo de PGE; no hipotdlamo anterior,
causando febre. Também produz substancia P, 6xido nitrico (ativando a enzima
oxido nitrico sintetase) e moléculas de adeséo endotelial. Tem importante funcdo no
desenvolvimento e na manutencédo da dor pés-operatoria (WOLF et al., 2008).

O TNF-a, também conhecido como caquectina, € uma citocina pro-
inflamatoria produzida por mondécitos, macréfagos e linfocitos T, que sdo abundantes
no peritbnio e no tecido esplancnico. Também esta presente nos neurbnios e nas
células da glia, desempenhando func¢des importantes tanto na hiperalgesia
inflamatoria quanto na neuropatica. O TNF existe em duas formas: uma
transmembréanica de 26 kDa e outra secretada de 17 kDa, ambas biologicamente
ativas. E estruturalmente relacionado a linfotoxina-a (LT-a, também chamada TNF-
B), tendo os mesmos receptores, TNFR1 (55kDa) e TNFR2 (75 kDa). O TNFR1 é
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expresso exclusivamente em neurbnios e est4d associado a maioria dos efeitos
biolégicos do TNF-a, incluindo respostas inflamatérias e apoptose. O TNFR2
manifesta-se em macréfagos e mondcitos no ganglio da raiz dorsal da medula
espinhal, estimulando a proliferacéo de linfocitos T, fibroblastos e células NK (natural
killer) (LIN & CALVANO, 2000).

2.4 Tronco Encefélico

Localizado entre a medula espinal e o diencéfalo, o tronco encefalico tem um
importante papel para o ciclo vigilia sono. Um dano nessa estrutura é capaz de
afetar profundamente os processos sensoriais e motores, pois ai estdo todos os
tratos ascendentes que levam informacdes sensoriais da superficie do corpo ate o
cortex cerebral e os tratos descendentes do cortex cerebral, levando comandos
motores a medula espinal. Um dano ao tronco encefélico também pode afetar a
consciéncia e 0 sono porque ali esta o locus ceruleus, um centro considerado crucial
para a atengcdo e para muitas fungbes cognitivas. Metade de todos 0s neurdnios
noradrenérgicos do encéfalo estd agrupada nesse pequeno nucleo. O tronco
encefalico contém neurdnios que controlam a respiracédo e os batimentos cardiacos,
e 0s nucleos que dao origem a maioria dos nervos cranianos que inervam a cabeca
e 0 pescoco (MAQUET et al., 1997)

Seis sistemas moduladores neuroquimicos no tronco encefalico regulam os
sistemas sensoriais, motores e de alerta. As vias dopaminérgicas que conectam o
mesencéfalo ao sistema limbico e ao coértex cerebral sdo particularmente
importantes, pois estdo envolvidas no reforco do comportamento e contribuem para
o estado motivacional e o aprendizado. Drogas aditivas, como a nicotina, o alcool, os
opidceos e a cocaina agem cooptando as mesmas via neurais que reforcam
positivamente comportamentos essenciais para a sobrevivéncia. Outros
transmissores moduladores regulam o sono e a vigilia, em parte controlando o fluxo
de informacdes entre o talamo e o cortex cerebral. Disturbios de excitagdo elétrica
nos circuitos corticotalamicos podem resultar em convulsdes e epilepsia (STERIADE
et al., 1993).

Rostral ao tronco encefalico encontra-se o hipotalamo, sendo uma de suas
funcbdes garantir a estabilidade do ambiente interno, mantendo as variaveis

fisiolégicas dentro dos limites favoraveis aos processos corporais vitais. Os



24

processos homeostaticos no sistema nervoso trazem profundas consequéncias para
0 comportamento e tém intrigado muitos dos fundadores da fisiologia moderna.
Neurbnios que controlam o ambiente interno concentram-se no hipotalamo, uma
pequena area do diencéfalo que compreende menos de 1% do volume total do
encéfalo. O hipotalamo, com estruturas do tronco encefalico e do sistema limbico a
que esta intimamente ligado, age diretamente no ambiente interno por seu controle
sobre o sistema endocrino e o sistema nervoso autbnomo de modo a estimular
comportamentos direcionados a objetivos. Essa estrutura age indiretamente por
meio de suas conexdes com regides superiores do encéfalo, controlando estados
emocionais e motivacionais. Além de regular comportamentos motivados
especificos, o hipotalamo, junto com o tronco encefélico abaixo e o cortex cerebral
acima, mantém um estado geral de alerta, que varia de excitacdo e vigilancia a
sonoléncia e torpor (KANDEL et al., 2014).

2.5 Nucleo Accumbens

Os circuitos que medeiam a sensacdo de recompensa obtida pela
estimulacdo encefalica estdo amplamente distribuidos. Locais especialmente
efetivos situam-se ao longo do curso do feixe prosencefalico medial e ao longo dos
feixes de fibras longitudinalmente orientadas que cruzam em proximidade a linha
média do tronco encefalico. A estimulacdo de ambas as vias ativa
transinapticamente neurdnios dopaminérgicos na area tegmentar ventral do
mesencéfalo. Tais neurbnios projetam-se para o0 nucleo accumbens (principal
componente do estriado ventral), para a por¢do ventromedial da cabeca do ndcleo
caudado (no estriado dorsal), para o prosencéfalo basal e regibes do cértex pré-
frontal (HYMAN, MALENKA e NESTLER, 2006).

Os neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo sdo ativados por estimulos
incentivadores e tém um papel essencial nas recompensas relacionadas a
estimulacdo encefélica. A busca dessa recompensa é reforcada pelo aumento da
transmissdo sinaptica dopaminérgica e enfraquecida pela reducdo dessa
transmissdo. Os neurdnios dopaminérgicos recebem sinais excitatorios de células
colinérgicas nos ndcleos tegumentar laterodorsal e pedunculopontino do
rombencéfalo. A estimulagdo do feixe prosencefalico medial e do tronco encefalico

caudal ativa esses neurbnios colinérgicos.



25

As projecdes dopaminérgicas da area tegumentar ventral para o nucleo
accumbens e outras estruturas prosencefalicas sdo um componente central dos
circuitos de recompensa. Os principais tipos de receptores dopaminérgicos no
estriado dorsal e no nucleo accumbens sdo os receptores D1 e D2, acoplados a
proteinas G. Os receptores D1 predominam no cortex pré-frontal. Um transportador
de dopamina, localizado nos neurdnios pré-sinapticos, interrompe as acdes da
dopamina liberada na sinapse, bombeando-a de volta para dentro do terminal pré-
sinaptico (DI CHIARA, 1998).

Tanto estudos farmacologicos, quanto andlises de lesbes em animais,
confirmam a importancia das vias dopaminérgicas para a sensacao de recompensa
no encéfalo. Estudos comportamentais das prioridades recompensadoras de drogas,
utiizando paradigmas como a preferéncia condicional de lugar ou a
autoadministracdo de drogas, mostraram que drogas bloqueadoras dos receptores
dopaminérgicos D1 e D2 diminuem as propriedades de incentivo de recompensas
naturais e de drogas. Conclusbes similares foram obtidas utilizando outras
abordagens para perturbar experimentalmente as vias dopaminérgicas (ROBINSON
e BERRIDGE, 2000).

Mudancas nos niveis extracelulares de dopamina dentro do nucleo
accumbens e em outras estruturas encefélicas podem ser medidas in vivo utilizando
um cateter de microdialise. Embora esse método ndo possa medir a dopamina
dentro das sinapses individuais, pode fornecer estimativas quantitativas que se
correlacionam com a liberacdo sinaptica de dopamina. Esse método demonstra que
todas as drogas causadoras de adiccdo aumentam o0s niveis extracelulares de
dopamina no nucleo accumbens. Drogas psicotrépicas que ndo produzem liberacéo
significativa de dopamina no ndcleo accumbens ndo causam adiccdo (KANDEL et
al., 2014).

Algumas drogas, como os opioides, também tém receptores em vias da
recompensa que sdo paralelas ou a jusante (mais adiante na via) as sinapses
dopaminérgicas. Os opioides produzem a sensacdo de recompensa por meio de
mecanismos tanto dependentes quanto independentes da dopamina. Camundongos
geneticamente modificados de modo a ndo terem dopamina ndo parecem encontrar
recompensa na cocaina, mas parecem encontrar significativa recompensa residual
utilizando morfina. Os efeitos dos opioides sobre a recompensa sdo mais complexos

do que aqueles dos psicoestimulantes. Os opioides semelhantes a morfina, incluindo
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a heroina (que é metabolizada produzindo morfina), a metadona e a oxicodona,
ligam-se com maior afinidade a receptores y. Os receptores u sdo encontrados em
diversas regidoes do encéfalo e da medula espinhal, onde tém diferentes func¢des. No
tronco encefalico e na medula espinhal, desempenham um papel critico na
modulacdo da informacdo da dor. Em outras regides do tronco encefalico,
desempenham um papel no controle da respiragdo, razdo pela qual uma
superdosagem de opioides pode causar parada respiratoria (JOHNSON e NORTH,
1992).

Os receptores p também sédo encontrados em todo o circuito de recompensa
do encéfalo. Na area tegmentar ventral, sdo encontrados em interneurdnios
GABAérgicos, inibindo tonicamente os neurénios dopaminérgicos que se projetam
para o nucleo accumbens e para o cortex pré-frontal. A ligacdo de opioides a esses
receptores [ inibe os interneurdnios, resultando na desinibicdo dos neurdnios
dopaminérgicos e na liberagdo de dopamina. Uma vez que os receptores y também
estdo expressos em neurénios do ndcleo accumbens, os opioides também podem
exercer efeitos de recompensa, independentemente de sinais de entrada
dopaminérgicos (KANDEL et al., 2014).

2.6 Farmacos empregados no tratamento de dor neuropatica utilizados neste
estudo

2.6.1 Morfina

Os opioides sdo analgésicos que mimetizam a acdo dos peptideos opioides
endogenos. Foram isoladas quatro familias de peptideos enddgenos: as encefalinas,
as endorfinas, as dinorfinas e as nociceptinas (HUGHES et al., 1975) que tém como
precursores a pro-encefalina (pro-encefalina A), a pro-opiomelanocortina (POMC) e
a pro-dinorfina (pré-encefalina B) (PASTERNACK, 1993). Cada familia deriva de um
polipeptidio precursor distinto e distribui-se de modo particular (KOSTERLITZ, 1985;
DICKENSON e SUZUKI, 1999).

Foram identificadas trés classes distintas de receptores opioides no SNC que
exercem atividade marcante na supressao da dor - os receptores [, kK € 0 (FINLEY et

al., 2008). Os peptideos opioides endégenos apresentam seletividade diferente para
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as varias classes de receptores opioides (HERTZ, 1987; RESINE e PASTERNAK,
1996).

Os sitios receptores para opioides foram isolados com técnicas de imuno-
histoquimica e de autorradiografia. Uma elevada concentracdo de receptores esta
localizada no corno dorsal da medula espinal (laminas | e Il), no nucleo do nervo
trigémeo, no tdlamo, no hipotdlamo, na substancia cinzenta periaguedutal, nos
nacleos da rafe, na regido ventral e superior do bulbo e da ponte e no locus
coeruleus. Algumas dessas regifes estdo relacionadas as vias inibitorias
descendentes que modulam a transmissdo do estimulo doloroso (VALLE et al.,
2001; MOLLOQY, 2002). Observa-se, também presenca de receptores na amigdala,
no cortex cerebral, no hipocampo, no ndcleo caudado e no globo palido, na medula
suprarrenal, nos plexos nervosos e nas glandulas exdcrinas do estbmago e intestino,
sugerindo a participagcdo dos opioides também na regulagdo do comportamento
motor, afetivo, neurovegetativo e neuroenddcrino (PASTERNACK, 1993).

A transmissao nociceptiva € inibida pelos opioides em diferentes regides do
sistema somatossensitivo e supressor das vias de dor (INGRAM, 2000). Em nivel
molecular, os receptores opioides estdo acoplados a proteina G e, uma vez
acionados, provocam uma alteracao dos canais idnicos, da disponibilidade do calcio
intracelular e da fosforilagdo de proteinas. Os opioides podem inibir a passagem do
estimulo nervoso, hiperpolarizando as membranas celulares pré - ou pds-sinapticas.
Isso estd relacionado ao aumento da saida de potassio do compartimento
intracelular, ou a reducdo da entrada de calcio nas terminacdes pré-sinapticas, com
menor liberagdo de neurotransmissores excitatorios (como  acetilcolina,
noradrenalina, dopamina, serotonina e substancia P) na fenda sinaptica (SILVA,
2010).

A ligacdo dos opioides ao receptor ativa outras moléculas celulares,
denominadas segundos mensageiros. Dessa forma, ocorre uma sequéncia de
eventos complexos no interior da célula (Figura 2). O segundo mensageiro mais
conhecido é o monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), sintetizado a partir da
ativacdo da enzima adenilatociclase. O AMPc modifica a agcdo de outras enzimas
envolvidas na fosforilagdo de proteinas. Também, os compostos alfa e beta
adrenérgicos, colinérgicos muscarinicos e serotoninérgicos estao acoplados a

adenilatociclase, cuja atividade € modulada pela guanosina trifosfato (GTP) da

proteina G. As proteinas G sao formadas por trés subunidades (alfa, beta e gama) e
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inibem ou estimulam a adenilatociclase. Os receptores opioides estdo associados a
adenilatociclase por meio da proteina G inibitéria, provocando, assim, uma
diminuicao dos niveis de AMPc (TRESCOT et al., 2008).

Figura 2 — Acao dos opioides dentro da célula
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Fonte: Retirado de Trescot et al. (2008).

Existem diferencas entre os opioides quanto a capacidade de ligacdo nos
seus receptores. Ao serem ativados pelos agonistas opioides, 0s receptores
opioides localizados nas terminacdes pré-sinapticas das fibras nociceptivas C e Ad
inibem os canais de Ca™ dependentes de voltagem, resultando na reducdo das
concentracbes do AMPc e no bloqueio da liberacdo de neurotransmissores
excitatérios como glutamato, substancia P - peptideo relacionado geneticamente a
calcitonina (CGRP), resultando em alivio da dor (TRESCOT et al., 2008).



Tabela 1 — Peptideos endbgenos, agonistas e antagonistas, seus receptores e resultados de sua

Figura 3 — Mecanismo de acéo dos opioides
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A morfina é um dos principais ativos do 6pio. E absorvida por todas as vias de
administracdo. O inicio de sua a¢do analgésica ocorre em 20 a 40 minutos e sua
biodisponibilidade é baixa (aproximadamente 25%) (VALVERDE, 2010). A morfina é
comumente utilizada na gestdo da dor aguda e crbénica (MAO et al.,, 2002). No

entanto, o tratamento com opiaceos como a morfina leva a tolerancia analgésica
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(ZHU et al., 2012). Os mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento da
tolerdncia induzida por opioides ainda nao estdo completamente elucidados
(MACEY et al., 2009), porém a agao da morfina no receptor y na medula espinal
produz inibicdo na atividade da adenilatociclase e reduz a formacdo de monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc). Por outro lado, a diminuicdo do AMPc ativa a proteina
cinase C (PKC), que fosforila a G; glutamil transpeptidase acoplada ao receptor p,
enzima que inativa a adenilatociclase. O emprego de opioides também pode
aumentar a atividade da adenilatociclase e do AMPc, caso haja aumento da PKC. A
PKC é responséavel por outras alteragbes na membrana, como: (1) modulacdo dos
canais de potéassio, facilitando a passagem do estimulo nervoso; (2) aumento da
acdo da fosfolipase C nos lipideos da membrana com producdo de fosfofatidil
inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), mobilizando as reservas de célcio do meio intracelular, e
de diacilglicerol (DAG), que ativa a PKC e aumenta a entrada de célcio no meio
intracelular; (3) o aumento de célcio intracelular facilita a producéo de substancias
agressivas ao neurdnio, como metabdlitos do &acido araquidbnico, Oxido nitrico e
ativacdo de proto-oncogenes; (4) reducao do bloqueio dos canais de NMDA pelo
magnésio e aumento da acdo dos neurotransmissores excitatérios, como o
glutamato. Assim, no mecanismo intracelular da tolerancia, h& uma
hiperexcitabilidade das células do corno dorsal da medula espinal semelhante ao
gue ocorre para a transmissao do estimulo doloroso (JONHSON e FLEMING, 1989).

Evidéncias recentes identificam as células da glia como potenciais
causadoras de tolerancia por liberar véarias citocinas pro-inflamatoérias e fatores
neurotréficos que levam a regulacdo da funcdo neuronal, incluindo a transmisséo
sinaptica. Exerceriam, assim, um papel critico na perda da eficacia antinociceptiva
de opioides como a morfina (ZHOU et al., 2010).

A ativacdo de células gliais na medula espinal foi capaz de promover a
producdo de varias citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1B,
metaloproteinases e IL-6, que antagonizam a analgesia referente a morfina e
causaram tolerancia analgésica por meio da sensibilizacdo medular, em particular
dos neurdnios do corno dorsal (BERTA et al., 2012). A administracao intratecal do
antagonista do receptor de IL-1, por sua vez, possibilitou 0 aumento da analgesia da
morfina (JOHNSTON et al., 2004).

O flavopiridol é uma flavona sintética capaz de suprimir a ativagdo de

astrocitos (KAO et al.,, 2012). A morfina foi utilizada neste estudo para induzir a
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ativagdo astrocitéria e o posterior desenvolvimento de toleréncia analgésica, que foi
revertida pelo uso do flavopiridol. Por outro lado, foi verificado que o flavopiridol nao
foi capaz de suprimir a micréglia, ficando caracterizado que os astrocitos estdo mais
fortemente envolvidos na inducéo da tolerancia a morfina.

Os niveis de expressdo de GFAP na medula espinal ndo foram afetados pelo
tratamento repetido com morfina, embora no mesencéfalo tenha ocorrido aumento
da expressdao do GFAP. Em estudos realizados com a MMP-9 (metaloproteinase de
matriz 9), apos o tratamento agudo com morfina, foi relatado ativacdo astrocitaria e
posterior producdo persistente de MMP-9 no mesencéfalo, diferentemente dos
astrocitos da medula espinal que ndo foram ativados e ndo produziram MMP-9
(TSUDA et al., 2011).

Para compreensdo do papel das células gliais no desenvolvimento de
tolerancia a morfina, foi utilizada a pentoxifilina e o flavopiridol (ambos inibidores da
ativagcdo das células gliais) (NAKAMOTO et al., 2012). O tratamento sistémico ou
focal com pentoxifilina mostrou suprimir completamente o desenvolvimento da
tolerancia analgésica a morfina (HAMMED et al., 2010).

A supressdo das células gliais induzida pela pentoxifilina na medula espinal
esta envolvida na inibicdo da tolerdncia analgésica da morfina, com base em
estudos que mostraram que a morfina age diretamente sobre os receptores u-
opioides encontrados em células gliais da medula espinal (MIKA et al. 2009).

Sao reportadas diminuicdes na funcdo imune apos a utilizacdo de morfina.
Estudos in vitro mostraram que células polimorfonucleares e mondcitos de pacientes
submetidos ao tratamento com morfina apresentavam propriedades fagociticas
severamente deprimidas (TUBARO et al., 1985). Em camundongos, o tratamento
cronico com morfina causou atrofia timica e alteracbes em subpopulacdes de
timécitos (ARORA et al.,, 1990), assim como a exposi¢cdo aguda de morfina em
camundongos é associada com a deplecéo da atividade do baco e timo, reducéo do
componente C3 do sistema complemento e diminuicdo de leucdcitos circulatorios
periféricos, e dos linfocitos T e B circulantes (LEVIER et al., 1994).

Em ratos, os dados disponiveis indicam que o tratamento agudo com morfina
suprime respostas mitogénicas proliferativas nos esplendcitos e linfécitos
sanguineos (FLORES et al.,, 1996), além de também produzir a supressdo da
atividade de células NK esplénicas (SHAVIT et al., 1984).
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Ambas, morfina e metadona, induziram ao aumento da densidade das células
dos cordbes medulares dos ganglios linfaticos mesentéricos. Esses resultados sédo
indicativos de um aumento do numero de plasmocitos e sugerem efeito sobre a
imunidade humoral. Além disso, a metadona (em contraste com a morfina), em
doses elevadas, foi associada a um aumento na concentracdo de IgG no soro (VAN
DER LAAN et al., 1995).

2.6.2 Metadona

A metadona é um opioide sintético agonista y. Constitui uma mistura
racémica de dois enantibmeros, sendo também uma potente antagonista do receptor
NMDA, tornando-a (til na dor neuropatica severa e quando ha resisténcia aos
opioides. A metadona ndo estd relacionada aos opioides padrdo que podem
conduzir a alergias por exemplo. E uma droga lipofilica com uma excelente (embora
altamente variavel) biodisponibilidade oral (40% a 100%), sendo biotransformada no
figado e no intestino e excretada quase que exclusivamente nas fezes, uma
vantagem para pacientes com insuficiéncia renal. Devido a sua elevada solubilidade
lipidica, € redistribuida para o tecido adiposo e possui uma fase de eliminacao longa,
com a meia-vida plasmatica entre 12 e 150 horas (MOOLCHAN et al., 2001).

A metadona também tem o potencial de dar inicio a torsade de pointes, uma
arritmia potencialmente fatal causada por um prolongamento do intervalo QT, e
situacdes que prolongam o intervalo QT como hipomagnesemia podem aumentar o
risco (KRANTZ et al, 2002). E utilizada como analgésico especialmente em
programas de reabilitacdo, desintoxicagdo de dependentes de opioides e
manutencdo temporaria da analgesia quando ha objetivo de se suprimir outros
opioides (TEIXEIRA e TEIXEIRA, 2006).

A imunossupressao causada pela metadona ndo € puramente uma reposta
opioide classica, mas envolve receptores opioides nado classicos localizados em
nivel central e a metadona mostrou suprimir a ativacdo da microglia e alterar a
producdo de diversas citocinas inflamatérias no SNC, promovendo, dessa forma,
reducdo da desmielinizacdo e da lesdo axonal na encefalomielite autoimune
experimental, com aumento da producgéo de IL-6 e IL-17 e reducé&o da de IL-2 e IFN-
y (KAFAMI et al., 2013).
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Estudos anteriores indicam que os opioides interagem com o sistema imune e
modulam uma variedade de parametros imunoldgicos (TSUDA et al., 2011;
SHINICHI et al. 2013). Tais estudos tém mostrado que os opioides modulam
aspectos tanto inatos quanto adaptativos de resposta imunitaria (MCCARTHY et al.,
2001; RISDAHL et al., 1998) por meio da modificagdo da atividade dos principais
tipos de células imunes, incluindo as células natural killer (NK), os linfocitos T e B, os
macrofagos e os leucocitos polimorfonucleares (PMN). Tem sido demonstrado que
as células imunitarias, predominantemente as células T, expressam varios
receptores opioides originalmente descritos em tecidos neuronais, 0 que pode
explicar como compostos opioides atuam como imunomoduladores capazes de
modificar a resposta imune celular e humoral (VALLEJO et al., 2004; SHARP, 2003).

2.6.3 Amitriptilina

A amitriptilina € um conhecido farmaco da classe dos antidepressivos. Sua
classificagdo como antidepressivo triciclico (ADT) provém de sua farmacodinamica e
também de sua férmula estrutural bioquimica (amina terciaria). Seu mecanismo de
acdo consiste em inibir a receptacdo de serotonina (5-HT) na fenda sinaptica,
mecanismo que aumenta a disponibilidade sinaptica dessa monoamina em certas
areas do encéfalo. Tem rapida absorcdo apdés a administracdo oral, praticamente
completa em geral apés um periodo de 4 horas e liga-se a proteinas plasméticas
(75-97%) (SILVA, 2010). A limitada biodisponibilidade por via oral e a extensa
biotransformacdo hepéatica sédo caracteristicas farmacocinéticas dos ADTs. A
principal enzima envolvida no metabolismo de primeira passagem € a CYP2D6, que
faz parte do complexo microssomal citocromo P450 (VERDU et al., 2008). Sua meia
vida plasmética € da ordem de 20 a 30 horas, com eliminacao via renal da droga.

Nos transtornos de humor, o principal mecanismo de acdo é o bloqueio da
receptacdo de serotonina e de noradrenalinana na fenda sinaptica. Até o momento,
porém, ndo ha comprovagdo dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos quando
usada nas condicdes da dor neuropatica. No entanto, acredita-se que sua acao
sobre as monoaminas (serotonina e noradrenalina) permite a interacdo das mesmas
sobre 0s seus respectivos receptores localizados nos interneurdnios inibitérios do
corno dorsal da medula espinal, intensificando o nimero de sinapses, 0 que leva ao

consequente aumento do limiar de ativacdo dos neurdnios secundarios da via
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nociceptiva. A conducdo do estimulo doloroso ao talamo torna-se prejudicada e o
resultado disso é uma resposta menor a essa condi¢cdo. H4 relatos que demonstram
a ligacdo dos ADTs aos receptores opioides, embora alguns autores afirmem que a
afinidade € muito baixa em doses terapéuticas (VERDU et al., 2008).

Outra agdo da amitriptilina é o antagonismo de receptores NMDA, canais de
sodio e canais de Ca™ voltagem-dependentes (SINDRUP et al., 2005). Tal acdo
representa mais um aspecto que pode estar relacionado ao papel desses agentes
na analgesia da dor neuropatica (VERDU et al., 2008), ja que a inibicdo destes
canais pode diminuir impulsos nervosos, levar a hiperpolarizacdo dos neurdnios
envolvidos na dor, inibir a exocitose de substancias estimulatérias da resposta a dor
(como glutamato e substancia P), dentre outras acdes indiretas a esse bloqueio.

Como ja € conhecido, a noradrenalina e a serotonina, apesar de atuarem
como substancias inibitérias da via nociceptiva em nivel central, por meio da sua
modulacao pelo locus coeruleus e nucleo magno da rafe, respectivamente, em nivel
periférico apresentam acdo algica. Como a amitriptilina é capaz de bloquear os
receptores noradrenérgicos e serotoninérgicos nesse nivel, esses farmacos podem
contribuir também para analgesia periférica (MEDAWAR e MATHEUS, 2012).

Em estudo com infus&o intratecal de amitriptilina e morfina, ndo foi observado
qualquer efeito antinociceptivo mediante utilizacdo diaria de amitriptilina durante
cinco dias. Com relacdo a morfina, o efeito maximo antinociceptivo foi de um dia,
com tolerancia observada do segundo ao quinto dia. Em contraste, o efeito
antinociceptivo da morfina foi mantido durante os cinco dias quando administrada
concomitantemente com a amitriptilina (HUANG et al., 2012).

A infusdo de amitriptilina com morfina atenuou a tolerancia antinociceptiva da
morfina e a ativacdo de astrécitos em ratos tolerantes a morfina (SHARP, 2006; LIN
et al., 2010). Esse mecanismo pode ser explicado, pois a amitriptilina inibe a
sinalizacao intracelular induzida pelo receptor NMDA, agindo como um antagonista
do receptor NMDA ou funcionalmente interagindo com o mesmo (TAl et al., 2006). A
ativacdo da densidade pés-sinaptica da PSD-95 (proteina 95) mediada pela corrente
do receptor NMDA sinaliza uma cascata, incluindo a éxido nitrico sintetase neuronal
(nNOS) e a proteina gama cinase (PKC-y), que possivelmente estdo envolvidas com
a tolerancia a morfina (TAI et al., 2006). Esses resultados reforcam a sugestdo de

gue a amitriptilina preserva o efeito antinociceptivo da morfina pela baixa expressao
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na regulacéo sinaptica da subunidade NR1, inibindo a transducéo de sinal mediada
pelo receptor NMDA (HUANG et al., 2012; EISENACH e GEBHART, 1995).

Ha claras evidéncias de que existem interacfes entre 0 SNC e 0 sistema
imune periférico. Logo, a ativacdo do sistema imune influencia a funcdo nervosa,
assim como o SNC modula as respostas imunes. A ligagdo mais importante
encontrada entre o sistema imune e o SNC ocorre por meio da rede de citocinas. As
citocinas pro-inflamatorias tém efeitos profundos no SNC e na funcdo enddcrina. A
aumento no metabolismo central de monoaminas e sdo potentes ativadores do eixo
hipotalamo hipofisario adrenal. Pesquisas com humanos, ratos e in vitro indicam que
antidepressivos modulam a producédo de citocinas, no entanto os métodos utilizados
para investigar essas mudancas na homeostase de citocinas diferem entre os
estudos reportados, gerando resultados divergentes e contraditorios (KENIS e
MAES, 2012). Esse aumento de citocinas pro-inflamatdrias ocorre na depresséo
maior em humanos e estd correlacionado com a severidade das desordens
psiquiatricas (MAES, 1995). Como a depressdo pode ser considerada uma doenca
genética e os genes do sistema imune em relacdo a depressao maior estdo sendo
investigados, tem sido sugerido que determinados polimorfismos dos genes que
codificam as citocinas, como TNF-a e IL-1, gerando diminuigdo na resposta imune
(ROSA et al., 2004).

2.6.4 Gabapentina

A gabapentina € um composto estruturalmente relacionado ao aminoé&cido
GABA. A inibicao da funcdo dos canais de sodio e célcio afeta a excitabilidade da
membrana celular por meio do bloqueio de canais de sodio voltagem-dependentes.
A gabapentina também age sobre os canais de célcio tipo L, que inibe a liberacdo de
glutamato aumentando assim o limiar para a excitacdo neuronal (MANCUF, LUO e
LEE, 2006). E absorvida oralmente, com biodisponibilidade em torno de 59%. As
concentracdes plasméticas maximas sdo obtidas 2-3 horas ap0s a administracdo. A
meia-vida da droga € de 5-6 horas, ndo sendo metabolizada e ndo se ligando a
proteinas plasmaticas. Também ndo é inibidor nem indutora enziméatica, néo
interferindo com a biotransformacdo de drogas antiepilépticas comumente usadas
(SILVA, 2010).
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A utilizacdo dos anticonvulsivantes na dor neuropdtica € justificada pelas
semelhancas entre os mecanismos fisiopatologicos dessa condi¢cdo e da epilepsia,
devido especialmente a hiperexcitabilidade neuronal presente em ambas (SANTOS
et al., 2011). Os efeitos analgésicos da gabapentina ndo sédo afetados pelos
antagonistas opioides e administragOes repetidas de gabapentina ndo desenvolvem
tolerancia analgésica (FIELD et al., 1997). No entanto, 0s mecanismos subjacentes
dos efeitos analgésicos da gabapentina ndo estdo completamente elucidados (Lee
et al., 2013). Os gabapentinoides (isto é, gabapentina e pregabalina) sdo os agentes
farmacoldgicos com maior nimero de evidéncias cientificas dentre os demais
anticonvulsivantes nas condi¢des de dor neuropatica (PARK et al., 2010).

Foi demonstrado efeito supressor da expressdao de receptores 0201,
receptores estes que regulam as sinapses excitatorias e estdo relacionados com a
supressédo da resposta reativa microglial (ROSENBERG et al.,, 1997). Em estudo
com modelo experimental, o tratamento com a gabapentina foi capaz de reduzir a
degeneracdo neuronal induzida pelo estado epilético. A inibicdo parcial da
degeneracdo neuronal foi identificada via técnica padrdo de imunoperoxidase e
fluorescéncia, utilizando anticorpos, especialmente no hipocampo. Além disso, o
tratamento com a gabapentina reduziu a intensidade da gliose reativa, tanto em
células microgliais como nas astrogliais. Esse resultado estd de acordo com o efeito
descrito em modelos experimentais de dor e a acao parcialmente protetora em
neurbnios pode estar relacionada com a reducdo da producdo de citocinas proé-
inflamatdrias pelas células gliais (YANG et al., 2012).

Lee e colaboradores (2013), ap6s administracdo intratecal de gabapentina,
obtiveram efeito anti-alodiniaco em um modelo de dor neuropatica, efeito que pode
ser explicado, em parte, por uma reducao induzida pela gabapentina na expressao
de citocinas pré-inflamatérias na medula espinhal, tais como TNF-q, IL-1B e IL-6. Foi
observado também o aumento da expressdo de IL-10. Tais observa¢gfes tomadas
em conjunto, sugerem que a administragao intratecal de gabapentina promoveu um

vantajoso controle sobre a neuroinflamacao.
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Astrocytic expression of GFAP and plasma levels of IL-18 and TNF-a in rats treated
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Pro-inflammatory cytokines and glial cells, especially microglial cells, have been
implicated in persistent pain sensitization. Less is known about the role of astrocytes
in its regulation. The aim of this study was to measure, after the administration of
short-term therapeutic doses of some commonly used neuropathic pain relievers in
healthy rats, the plasma levels of IL-1B and TNF-a and the expression of the
astrocytic biomarker GFAP. Male Wistar rats were divided into 5 groups, receiving for
9 days- (1) amitriptyline (Amt- 10 mg/kg/day, by gavage); (2) gabapentin (Gb - 60
mg/kg/day, by gavage; (3) methadone (Me- 4,5 mg/kg/day, intraperitoneal route- IP);
(4) morphine (Mo- 10 mg/kg/day, IP); or (5) 0.9% saline solution, IP. Brain samples
were collected for immunohistochemical study for GFAP expression in the brainstem
and nucleus accumbens (NAc). The area of GFAP-positive cells was calculated using
Metamorph software and plasma levels of IL-18 and TNF-a were measured by
ELISA. Plasma TNF-a levels were decreased in the groups treated with Mo, Me and
Gb, but not in the Amt-treated group. IL-1B decreased only in rats treated with Me.
The astrocytic expression of GFAP was decreased in the brainstem with all drugs,
while it was increased in the NAc with Amt, Me and Mo.

Uniterms: astrocytes, cytokines, analgesics, neuropathic pain.
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Expressédo astrocitéria da proteina fibrilar glial acida (GFAP) e concentragdes
plasmaticas de TNFa e IL-1B em ratos tratados com amitriptilina, gabapentina,
metadona e morfina

Citocinas pro-inflamatorias e células gliais, principalmente microglia, tém sido
implicadas na sensibilizacdo da dor persistente. Pouco € conhecido sobre o papel
dos astrécitos nessa regulacdo. O objetivo do estudo foi o de medir, apos
administracdo em ratos saudaveis de doses terapéuticas de curta duracdo de
algumas drogas comumente utilizadas no tratamento da dor neuropatica, 0s niveis
plasmaticos de IL-18 e TNF-a e a expressdo do marcador astrocitario GFAP. Ratos
Wistar machos foram divididos em 5 grupos, recebendo por 9 dias- (1) amitriptilina
(Amt- 10 mg/kg/dia, por gavagem solucéo); (2) gabapentina (Gb- 60 mg/kg/dia, por
gavagem); (3) metadona (Me- 4,5 mg/kg/dia, via intraperitoneal - IP); (4) morfina
(Mo- 10 mg/kg/dia, IP); ou (5) salina a 0.9%, IP). Amostras do encéfalo foram
coletadas para estudo imuno-histoquimico da expressao astrocitaria de GFAP no
tronco encefalico e nacleo accumbens (NAc). A area das células GFAP-positivas foi
calculada com uso do programa Metamorph e 0s niveis plasmaticos de citocinas
foram determinados por ELISA. Enquanto os niveis de TNF-a diminuiram nos grupos
tratados com Mo, Me and Gb, a IL-1B diminuiu apenas com a Me. A expressao
astrocitaria de GFAP diminuiu no tronco encefélico com todas as drogas, enquanto
aumentou no NAc com Amt, Me e Mo.

Unitermos: astrécitos, citocinas, analgésicos, dor neuropatica.

3.2 Introduction

A wide range of drugs such as antidepressants, anticonvulsants, local anesthetics and
opioid analgesics, among others, are frequently used in situations of acute, chronic and
neuropathic pain (Lynch and Watson, 2006). Although pain is considered traditionally as
neuronally mediated, recent research shows an important role of glial cells in
persistent pain sensitization. There is abundant evidence that certain pro-
inflammatory cytokines such as IL-1B and TNF-a are involved in the process of
pathological pain (Watkins et al., 2003; Hutchinson et al., 2007; Ji et al., 2013) and
many pain relievers are known to diminish central and peripheral cytokine production
(De Waal et al.,, 1998; Kenis and Maes, 2002; Hutchinson and Somogyi, 2004,
Vallejo et al.,, 2004; Sacerdote, 2006; Bao et al., 2014). Moreover, blood-borne
cytokines have shown to cross the blood-brain barrier despite their large size and low
lipid solubility, by using bidirectional and saturable transport systems (Banks et al.,
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1995), thus permitting the existence of a cross-talk between the immune and
neuroendocrine systems in the so called neuroimmune-endocrine axis.

Pain modulation exists in the form of a descending modulatory circuit with inputs that
arise in multiple sites, including the hypothalamus, the amygdala and the rostral
anterior cingulate cortex, feeding to the midbrain periaqueductal gray matter (PAG)
and with outputs from the PAG to the medulla oblongata. Neurons within the nucleus
raphe magnus and nucleus reticularis gigantocellularis, which are included within the
rostral ventromedial medulla, have been shown to project to the spinal dorsal horns
to, directly or indirectly, enhance or diminish nociceptive traffic, thus changing the
experience of pain (Ossipov et al., 2010). These “top-down” modulatory pathways
are opioid-sensitive and the actions of exogenous or endogenous opiates,
cannabinoids, serotonin/norepinephrine reuptake blockers, nonsteroidal anti-
inflammatory drugs, among others, mimic, in part, the actions of opiates.

Although microglial cells have been widely implicated in the development of chronic
pain, less is known about the role of astrocytes in its regulation. Due to the
complexity of the central circuitry for pain modulation, the precise mechanisms by
which distinct pain relievers act remain unknown, as well as the effects of such drugs
on central nervous system (CNS) cells - neurons and glial cells, specially astrocytes.
Thus, the aim of this study was to determine, after the administration of short-term
therapeutic doses of amitriptyline (Amt), gabapentin (Gb), methadone (Me) or
morphine (Mo) in healthy rats, the plasma levels of IL-1B8 and TNF-a and to observe
the consequent astrocyte response in the brainstem and nucleus accumbens (NAc)
through the expression of the astrocytic biomarker GFAP (glial fibrillary acidic
protein).

3.3 Material and Methods

The animal procedures were performed in accordance with the guidelines of the
Committee on Care and Use of Laboratory Animal Resources and Brazilian
Institutional Ethics Committee guidelines, Universidade Paulista (protocol no. 235/14,
CEUA/ICS/UNIP, 16/04/2014). The experiments were performed in accordance with
good laboratory practice protocols and all efforts were made to minimize the suffering
of the animals.

Male Wistar rats were divided into 5 groups of 6 individuals, receiving for 9 days — (1)
0.9% saline solution by intraperitoneal route (IP); (2) Mo (10 mg/kg/day, IP); (3) Me
(4,5 mg/kg/day, IP); (4) Gb (60 mg/kg/day, by gavage); or (5) Amt (10 mg/kg/day, by
gavage). At the 10™ day the rats were anaesthetized with xylazine combined with
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ketamine (10 mg/kg and 90 mg/kg, respectively, IP) and tiopenthal (30 mg/kg, IP) for
thoracotomy and blood was collected by cardiac puncture. The samples were putin 5
mL conical tubes, centrifuged at 15009 for 15 minutes and serum was stored at -80°
C. Immediately rats were submitted to intracardiac perfusion with buffered 10%
formaldehyde solution. Their brains were then removed and kept for at least 48 hours
in the same fixative for immunohistochemical study for GFAP expression in the
mesencephalon and nucleus accumbens. Coronal sections were made to collect the
nucleus accumbens and the mesencephalon and the tissue was embedded in
paraffin for processing according to conventional histological procedures. The
nucleus accumbens area was chosen due to its role in processing rewarding and/or
reinforcing stimuli and the mesencephalon, for its participation in the pain
desensitization pathway (midbrain periaqueductal gray matter - PAG). The
expression of the astrocyte marker GFAP (glial fibrillary acidic protein) was analyzed
using immunohistochemical staining in sections of the mesencephalon and nucleus
accumbens from all groups. Coronal sections were mounted on silanized slides and
submitted to GFAP immunostaining using the avidin-biotin peroxidase complex
(ABC) method. Briefly, the sections were deparaffinized in xylene and rehydrated in a
crescent graded series of ethanol solutions. Antigen retrieval was done by
transferring the slides to 10 mM sodium citrate buffer (pH 6.0) at 95° C for 20
minutes. Endogenous peroxidase was blocked by 3% hydrogen peroxide for 10
minutes at room temperature. Two washes with Tris/HCI buffer pH 6.0 (Wash buffer
10x, S3006, Dako, Glostrup, Danmark) were done between incubations. Polyclonal
rabbit anti-GFAP immunoglobulin (Z0334, Dako), at a dilution of 1:1000, was used as
primary antibody, for 16 hours, followed by the application of biotinylated secondary
antibody (Dako Universal LSAB™ 2 System - HRP, K0690), according to the
manufacturer’s instructions. Immunoreactivity was visualized by incubating the
sections in a solution containing 0.1% diaminobenzidine (DAB, K3467, Dako).
Sections were then counterstained by Harris® modified hematoxylin solution,
dehydrated and mounted in Entellan (Merck, Germany). Negative controls for
immunostaining (sections lacking primary antibody application) were done.

Ten photomicrographs of each brainstem section and four of each nucleus
accumbens section were randomly taken with the same microscope using a 40x
objective. The area of astrocyte processes, marked in brown, was automatically
calculated in pixels using Metamorph software that was calibrated with digital color
filters that regulated red, green, and blue bits, in such a manner that only positive
cells were included and background staining was excluded from the measurement.
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Data were analyzed by one-way ANOVA and unpaired t test. Statistical significance
was set at p < 0.05.

Plasma levels of IL-1Bb and TNF—a were determined in triplicate using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ready-to-use sandwich ELISA) according to the
manufacturer’s instructions (rat IL-1B Platinum ELISA kit, BMS630, and rat TNF-a
Platinum ELISA kit, BMS622, eBioscience, San Diego, California, USA) Cytokine
results were analyzed using one-way ANOVA and Tukey-Kramer multiple
comparisons test, with statistical significance set at p < 0.05.

3.4 Results

No mortality was found in rats treated with the doses and drugs used in this
experiment. The plasmatic levels (in pg/dL) of TNF-a and IL-13 from the experimental
groups are presented, respectively, in figures 1 and 2. It was observed that, at the
10" day of treatment, TNF-a decreased compared to control rats (968.31+88.66
pg/dL) in the groups receiving Gb (484.53+£70.28 pg/dL), Mo (388.53+17.37 pg/dL)
and Me (451.87+22.47 pg/dL), but not in the Amt-group (867.87+61.57 pg/dL). Highly
significant differences (p < 0.001) were seen between groups Amt vs. Gb, Amt vs.
Mo and Amt vs. Me. A significant difference (p < 0.05) was found between Gb vs. Mo
groups.

As for IL-1B, plasma levels decreased only in the group treated with Me
(261.56%41,79 pg/dL) compared to control rats (404.52+95 pg/dL) and no differences
were seen between groups that received the drugs for pain relief.

The expression of the astrocytic marker GFAP (represented in total pixel counts) in
the brainstem (mesencephalon) and in the nucleus accumbens can be seen,
respectively, in Figures 3 and 4. In the brainstem, GFAP immunoreactivity was found
decreased in the groups treated with Amt (24,031.48+20,235.34 pixels), Gb
(31,033.12+£15,923.32 pixels), Me (14,713.75+13,744.54 pixels) and Mo
(11,004.82+6,593.14 pixels) in relation to controls (42,243+14,916.46 pixels).
Significant differences (p <0.05) were found between Mo vs. Amt, Mo vs. Gb, Me vs.
Amt, Me vs. Gb and Gb vs. Amt, but not in Mo vs. Me. As for the nucleus
accumbens, GFAP increased in the groups treated with Amt (20,382.75 +14,830.65
pixels), Me (24,075.04+21,023.05 pixels) and Mo (37,232.63+21,888.26 pixels),
compared to controls (5,602.0+4,797.88 pixels), but not in the Gb-group
(3,827.58+3,579.64 pixels). Significant differences (p <0.05) were found between Mo
vs. Amt, Mo vs. Gb, Mo vs. Me, Me vs. Gb, Me vs. Gb and Gb vs. Amt, but not in Me
vs. Amt.
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Astrocytic GFAP immunoreactivity in the brainstem and nucleus accumbens of the
different experimental groups are, respectively, presented in Figures 5 and 6.
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Fig. 1 Plasma concentrations (represented as mean + standard deviation) of TNF-a
(pg/dL) in the different experimental groups. AMT - amitriptyline; GB - gabapentin;
ME - methadone; MO - morphine; CONT - control group. Different letters indicate
significant results (p < 0.05). Letters a and b refer to comparisons between drug

group vs. control group; ¢ and d refer to comparisons between drug groups.
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Fig. 2 Plasma concentrations (represented as mean + standard deviation) of IL-1
(pg/dL) in the different experimental groups. AMT - amitriptyline; GB - gabapentin;
ME - methadone; MO - morphine; CONT - control group. Different letters indicate
significant results (p < 0.05). Letters a and b refer to comparisons between drug
group vs. control group; c refers to comparisons between drug groups. No

differences were found between AMT, GB, ME e MO groups.
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Fig. 3 Total count in pixels of GFAP immunoreative astrocytes (represented as mean
+ standard deviation) in the brainstem from the different experimental groups. AMT -
amitriptyline; GB - gabapentin; ME - methadone; MO - morphine; CONT - control
group. Different letters indicate significant results (p < 0.05). Letters a and b refer to
comparisons between drug group vs. control group; ¢, d and e refer to comparisons

between drug groups.
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Fig. 4 Total count in pixels of GFAP immunoreative astrocytes (represented as mean
+ standard deviation) in the nucleus accumbens from the different experimental
groups. AMT - amitriptyline; GB - gabapentin; ME - methadone; MO - morphine;
CONT - control group. Different letters indicate significant results (p < 0.05). Letters a
and b refer to comparisons between drug group vs. control group; c, d and e refer to

comparisons between drug groups.
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Fig. 5 Astrocytic immunostaining for GFAP in the brainstem (mesencephalon) of the
different experimental groups. Amt - amitriptyline; Gb - gabapentin; Me - methadone;

Mo - morphine; Cont - control group. Bar = 50 ym.
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Fig. 6 Astrocytic immunostaining for GFAP in the nucleus accumbens (NAc) of the
different experimental groups. Amt - amitriptyline; Gb - gabapentin; Me - methadone;
Mo - morphine; Cont - control group. Bar = 50 ym
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3.5 Discussion

Activation of glial cells and neuro-glial interactions are emerging as key mechanisms
underlying chronic pain (Watkins et al., 2003). Accumulating evidence has implicated
3 types of glial cells in the development and maintenance of chronic pain - microglia
and astrocytes of the CNS, satellite glial cells of the dorsal root and trigeminal ganglia
(Jietal., 2013).

A number of events, including CNS injury, infection and pain states, lead to
hypertrophy of both microglia and astroglia, with a concomitant increased production
of a variety of proinflammatory cytokines and other potentially pain-enhancing
substances. Increased numbers of such cells and expression of markers such as OX-
42 (for microglia) and GFAP (for astrocytes) can be used to identify glial cell
activation (McMahon et al., 2005). Microglia appear to be more important in the initial
phases of neuropathic pain, while astrocytes are more relevant for later phases
(Raghavendra et al., 2003). Although glial activation has been strongly studied in the
spinal cord (Scholz and Woolf, 2007), less is known about the microglial and
astrocyte responses in brain areas when a noxious stimulus is applied in the
periphery.

Current therapeutic strategies for neuropathic pain aim to reduce the excitability of
neurons in the peripheral nervous system (PNS) or the CNS by modulating the
activity of ion channels (gabapentin, pregabalin, carbamazepine, lidocaine and
capsaicin) or by mimicking and enhancing endogenous inhibitory mechanisms
(tricyclic antidepressants, duloxetine and opioids). Preclinical studies have explored
other routes for neurophatic pain relief by modulating immune and glial responses.
For example, global inhibitors of glial metabolism, such as fluorocitrate,
propentofylline, minocycline and teriflunomide, reduce cytokine release and attenuate
pain-responsive behavior in several animal models of neurophatic pain (Scholz and
Woolf, 2007).

When astrocytes and microglia are not in their activated state, they do not appear to
be important regulators of pain transmission. However, when glia become activated,
pain is now affected. Peripheral immune activated signaling to the CNS induces
sickness responses, including enhanced pain responsivity, fever, increase in sleep,
decreases in food and water intake and generalized suppression of behavior
(Watkins et al., 2007).
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Opioids such as morphine and methadone are known to have profound suppressive
effects on the immune system (Van der Laan et al.,, 1995; de Waal et al., 1998;
Hutchinson and Somogyi, 2004). Three distinct opioid receptor classes have been
identified and cloned, and are designated u-, k- and &, and all of them are widely
distributed in the CNS and PNS. The expression of opioid receptors on cells of the
immune system was first implicated by the ability of opioids to alter immune functions
(Rittner et al., 2005). Different opioids have been reported to exert
immunosuppressive and modulatory effects on a variety of immune cells, including T
and B cells, macrophages and NK cells. Moreover, they have been shown to diminish
the levels of inflammatory cytokines, including IL-2, IFN-y, TNF-a , while enhancing
the levels of anti-inflammatory cytokines like IL-4 during immune / inflammatory
processes (Suo and Weber, 1998; Sacerdote, 2006; Kafami et al., 2013). Methadone
(Me), for instance, a potent p-opioid receptor agonist, has been shown to diminish
neuroinflammation and severity of symptoms in experimental autoimmune
encephalomyelitis (Kafami et al., 2013). On the other hand, Monibi et al. (2015) did
not find any alteration on leucocyte TNF-a, IL-6, IL-10 production, on early leucocyte
apoptosis and on neutrophil phagocytic function after a 24-hour infusion of morphine
(Mo) or buprenorphine in healthy dogs.

An inflammatory response is invariably amplified by migration of leukocytes into the
injured tissue, by the production of proinflammatory mediators from migrating cells,
including the cytokines TNF-a and IL-1B, both implicated in the hyperalgesia of
inflammatory pain (Rittner et al., 2005).

Our results show that healthy rats treated for 9 days with the opiate agonists Mo and
Me presented decreased plasma levels of TNF-a, although only Me decreased IL-1p.
Gb-treated rats also exhibited decreased plasma levels of TNF-a. It is worth of
mentioning that the rats used in this investigation were apparently healthy and were
not submitted to any noxious stimuli, inflammation or damage to the PNS / CNS or at
peripheral sites. Despite this, acute opioid administration is known to have inhibitory
effects on humoral and cellular peripheral immune responses including antibody
production, NK cell activity, cytokine expression, and phagocytic activity. Opiates
behave like cytokines, modulating the immune response by interacting with their
receptors in the CNS and in the periphery (Vallejo et al., 2004).

The periaqueductal gray matter (PAG) of the mesencephalon has been reported to

be one of the primary neural foci for the action of centrally administered Mo in
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eliciting the suppression of splenic NK cell activity. This immunosuppression has
been hypothesized to be due to the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis or of the sympathetic nervous system or both. Although PAG is involved
in regulation of many physiological functions including pain, fear and anxiety,
autonomic regulation, vocalization and lordosis, aggressive and reproductive
behavior, the relationship between PAG and immunity remains obscure (Suo and
Weber, 1998; Vallejo et al., 2004).

GABAergic medications, such as gabapentin, appear to reduce the reinforcing effects
of cocaine by attenuating cocaine-induced dopamine release in the nucleus
accumbens and corpus striatum (Gerasimov et al., 2001; Gonzélez et al., 2007).
Gabapentin (Gb) also enhances the antinociceptive effect of Mo and attenuates Mo
tolerance probably through up-regulation of the anti-inflammatory cytokine IL-10 and
inhibition of proinflammatory cytokines in the rat spinal cord (Lee et al., 2013; Bao; et
al., 2014), effects that may explain the decreased TNF-a levels in the Gb-treated rats
from our investigation. Gb also reduced reactive gliosis and dendritic loss caused by
glutamate excitotoxicity after pilocarpine-induced status epilecticus (Rossi et al.,
2013).

It is described that administration of amitriptyline (Amt, a tricyclic antidepressant that
acts primarily as a serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor) in association with Mo
not only has preserved the antinociceptive effect of Mo, but also attenuated astrocyte
activation in the rat spinal cord dorsal horn (Huang et al., 2012). It also up-regulated
glutamate transporters in Mo-tolerant rats, attenuating Mo tolerance, and suppressed
neuroinflammation in this site by inhibiting pro-inflammatory cytokine (TNF-a, IL-1(3,
IL-6) expression (Tai et al., 2006). In vitro studies with human whole blood have also
reported that tricyclic antidepressants (TCAs, e.g. imipramine and clomipramine) and
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs, e.g. citalopram and sertraline) were
able to inhibit the production of the proinflammatory cytokines IL-1, IL-2, IL-6, TNF-q,
IFN-y, while stimulating the negative immunoregulatory cytokine IL-10 (Kenis and
Maes, 2002; Schiepers et al., 2005). Our results showed that Amt did not affect TNF-
a and IL-1B levels in plasma. Although there are many conflicting results in literature,
the lack of effects of antidepressants on cytokine release in humans was also found
by Anisman et al. (1999) and Rothermundt et al. (2001), in relation to IL-1B
production, and by Landmann et al. (1997) for TNF-a.
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Glial fibrillary acidic protein (GFAP) is the main intermediate filament protein in
mature astrocytes and up regulation of its expression is one of the main
characteristics of the astrocyte reaction commonly observed after CNS injury
(Middeldorp and Hol, 2011). Modulators of GFAP expression include several
hormones such as T3 and T4, glucocorticoids and several growth factors such as
fibroblast growth factor (FGF), ciliary neurotrophic factor (CNTF) and transforming
growth fator B (TGF-), among many others (Gomes et al., 1999). The exact function
of GFAP remains obscure, despite the huge number of studies using it as a marker
for astrocytes. It probably helps astrocytes to maintain mechanical strength, as well
their shape (Middeldorp and Hol, 2011). TNF-a, a pluripotent cytokine that is
reportedly mitogenic to astrocytes, is associated to the overexpression of GFAP,
probably via activation of the mitogen activated protein kinase (MAPK) Erk2
(extracellular signal-regulated protein kinase) (Zhang et al., 2000). IL-1B is also
identified as a potent inducer of several members of the TNF superfamily (TNFSF),
as well as chemokines, growth factors, extracellular matrix proteins and matrix
metalloproteinases, although repressing genes of the TGF family and cytoskeleton
proteins (John et al., 2005). Human fetal astrocyte cultures showed after hours of
stimulation with IL-13 a morphological conversion from flat, polygonal cells to small,
contracted, highly branched cells. Complete dissolution of filamentous actin occurred
simultaneously with the change in cell shape and these activated astrocytes
displayed intense GFAP and vimentin immunoreactivity in the small perikarya and
processes. A transient, marked decrease in steady-state levels of mMRNA for GFAP
was evident and a significant decrease in both GFAP and vimentin protein content
was observed after IL-1B stimulation (Liu et al., 1994). These observations are
consistent with the notion that increases in immunoreactivity were related to factors
such as redistribution of epitope, rather than increases in total protein content. It is
hypothesized that, in IL-1B-stimulated astrocytes, synthesis of other protein, e.g.,
inflammatory cytokines, occur at the expense of structural proteins (Liu et al., 1994).

The periaqueductal gray (PAG) matter of the midbrain plays a key role in the central
analgesic system (for review, see Ossipov et al., 2010). In our study, GFAP
immunoreactivity in the brainstem (mesencephalon) tended to diminish in rats treated
with Amt, Gb, Me and Mo compared to the control group. Lazriev et al. (2001)
showed that high doses of Mo appeared to decrease the total length of astrocyte

processes and branching of individual astrocytes in the caudate nucleus. However, it
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induced hyperplasia and elongation of astrocytic processes in the nucleus
accumbens and lateral septal nucleus.

In contrast, Song and Zhao (2001) have demonstrated that chronic Mo administration
caused glial activation in the spinal cord and brain, and co-administration of Mo with
a glial activation inhibitor resulted in maintenance of analgesic efficacy and a
corresponding reduction of glial activation. They linked for the first time opioid-
induced glial activation with the development of tolerance. A dose of 50 mg/kg/day (a
dose 5 times greater than the dose used in our investigation) by IP route was used
for 9 days to induce systemic tolerance and on the 10™ day its analgesic effect
disappeared as detected by behavioral test. Mo was also delivered intrathecally once
daily for 5 consecutive days to induce spinal tolerance 4 days after the implantation
of catheters into the lumbar spinal cord. In these systemically Mo-tolerant rats, GFAP
immunostaining was increased significantly in the spinal cord, posterior cingulate
cortex and hippocampus, but not in the thalamus and this increase was attributed
primarily to hypertrophy of astrocytes rather than their proliferation or migration since
counts of astroglial cells profiles demonstrated no significant difference compared
with the control group. It is important to notice that, differently from the investigation
performed by Song and Zhao (2001) with Mo, our investigation has used (for all
drugs) doses that are equivalent to the therapeutic ones and no noxious stimulus
was applied to produce pain.

The most characterized change in brain neurochemistry caused by drugs of abuse is
an increase in extracellular dopamine levels in the nucleus accumbens (NAc) of the
basal forebrain, and many evidences suggest that this plays a pivotal role in the
rewarding and positive reinforcing effects of p-agonists, like Mo (Olds, 1982; Pontieri
et al., 1995) and Me (Di Chiara and Imperato, 1988). Di Matteo et al. (2000) have
showed that administration of Amt also increased dopamine release in the rat NAc,
suggesting the possible involvement of serotonin 5HT,c receptors. Peng et al.
(2008), in turn, failed to demonstrate any alteration on the dopamine level of the NAc
using Gb or even after cocaine self-administration, cocaine-triggered relapse and
cocaine-enhanced NAc dopamine in rats. Our results suggest that drugs which,
according to previous studies, exhibit the capacity of increasing dopamine
concentrations in the NAc, such as Amt, Me and Mo, also induced an increased
GFAP immunoreactivity in this region, probably by enhancing astrocyte activity of

clearing the excess of dopamine. It is recognized that this neurotransmitter may be



51

actively and specifically removed from the extracellular space by astrocytes and
neurons through (1) dopamine transporters and, afterwards, either recycled into
vesicles or (2) metabolized by the glial/neuronal enzymes monoamino oxidase B
(MAO B) and cathecol-O-methyl transferase (COMT) (Kakaya et al., 2007). Excess of
dopamine can cause auto-oxidation to ortho-quinone and consequently oxidative

damage and schizophrenia-like symptoms (Whitehead et al., 2001).

3.6 Conclusion

Plasma TNF-a levels decreased in the groups that received short-term doses of Mo,
Me and Gb, but not in the Amt-treated group. On the other hand, IL-18 has
decreased only in rats treated with Me. As for GFAP expression, all drugs decreased
astrocyte immunostaining in the brainstem, although Amt, Me and Mo caused an
increased GFAP reactivity the NAc. Thus, it can be assumed that the pain relievers
Gb, Me and Mo (even with the therapeutic doses that were employed in this study)
impaired IL-1B and/or TNF-a release in the plasma. On the other hand, all drugs
seemed to modify astrocytic expression of GFAP, but the effect varied according to
the region observed (Amt, Gb, Me and Mo decreased this expression in the
brainstem, while Amt, Me and Mo increased it in the NAc, probably due to the
augmented activity of astrocytes in removing the excess of dopamine). Further
studies must be done in order to make clear the effects of these pain relievers on
astrocytes from other CNS regions involved with pain modulation, both in the

absence and in the presence of noxious stimuli.
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