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“Um passo a frente e vocé ja ndo esta no mesmo lugar.”

(Chico Science,1996)



RESUMO

A dor neuropética € proveniente de uma injiria no sistema somatossensorial, que
pode ocorrer por doenga ou outro tipo de leséo. Essa dor pode se manifestar através
de varios sintomas, entre eles hiperalgesia e alodinia, prejudicando a qualidade de
vida, e podendo até causar a incapacidade dos individuos acometidos. Desse modo,
inimeros estudos tém investigado diferentes estratégias de tratamento para a dor
neuropética. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da administracéo
nasal de um carreador lipidico nanoestruturado (CLN) carregado com donepezila, o
qual é um anticolinesterasico, sobre a dor neuropética; bem como, avaliar o
envolvimento dos receptores muscarinicos do tipo 2 (MAChR M2) e nicotinicos do tipo
a7 (nAChR a7), e de microglia neste processo. Para isso, foram utilizados
camundongos machos da linhagem C57BL/6, submetidos ao modelo de constricdo do
nervo ciatico (CCIl). O limiar nociceptivo foi avaliado pelos testes de von Frey
filamentos, no 21° dia pés CCI. Para verificar a influéncia do tratamento com CLN-
donepezila na atividade motora foi realizado o teste do rotarod também no 21° dia pos
CCI. A participacao dos receptores mMAChR M2 e nAChR a7 a nivel espinal foi
investigada por meio da administracao intratecal (i.t.) dos respectivos antagonistas
especificos dimetindeno e metilicaconitina,10 minutos antes da administracao nasal
de CLN-donepezila. A expressao de mRNA referente a nAChR a7 e mMAChR M2 e de
microglia foram avaliadas na medula espinal e no talamo pela técnica de RT-PCR. E
0s niveis das citocinas IL-10, IL-1B e TNF-a foram avaliados, tanto na medula espinal
guanto no tadlamo, utilizando a técnica de ELISA. A administracdo de CLN-donezepila
reverteu a alodinia mecéanica no 21° dia pos CClI e nao influenciou a atividade motora
dos animais. As administracdes i.t. dos antagonistas preveniram o efeito antialodinico
de CLN-donepezila. Foi verificado o aumento da expressado génica do nAChR a7 no
talamo, mas ndo em medula. A expressao génica do marcador microglial, TMEM119,
encontrou-se aumentada na medula espinal somente no grupo CCI tratado com CLN-
donepezila, e no tdlamo nos grupos CCI nao tratados e CCI tratados com CLN-
donepezila. Por fim, foram avaliados pela técnica de ELISA os niveis das citocinas IL-
10, IL-1B e TNF-qa, e nao houve diferenca dos niveis das citocinas na medula espinal
entre 0os grupos, e no tdlamo os niveis de TNF- a se mostrou mais elevado no grupo
CCl, no grupo CCl tratado com CLN-donepezila esses niveis estavam reduzidos. Com

base nesses resultados concluimos que CLN-donepezila é eficaz em reduzir a



alodinia mecéanica induzida por CCI, e que os mecanismos desse efeito podem
envolver os receptores NAChR a7 e mAChR M2 e a regulacdo de TNF- a a nivel

talamico.

Palavras-chave: Dor neuropética; Donepezila; Receptores colinérgicos; Microglia.



ABSTRACT

Neuropathic pain comes from an injury to the somatosensory system, which can occur
due to illness or another type of injury. This pain can manifest itself through various
symptoms, including hyperalgesia and allodynia, impairing the quality of life, and may
even cause disability in the affected individuals. Therefore, numerous studies have
investigated different treatment strategies for neuropathic pain. The present study
aimed to evaluate the effect of nasal administration of a nanostructured lipid carrier
(CLN) loaded with donepezil, which is an anticholinesterase, on neuropathic pain; as
well as evaluating the involvement of type 2 muscarinic receptors (mMAChR M2) and
type a7 nicotinic receptors (a7 nAChR), and microglia in this process. For this, male
mice of the C57BL/6 lineage were used, subjected to the sciatic nerve constriction
(CCI) model. The nociceptive threshold was assessed by von Frey filament tests, on
the 21st day after CCI. To verify the influence of treatment with CLN-donepezil on
motor activity, the rotarod test was also performed on the 21st day after CCl. The
involvement of mMAChR M2 and nAChR a7 receptors at the spinal level was
investigated through intrathecal (i.t.) administration of the respective specific
antagonists dimetindene and methylacaconitine, 10 minutes before nasal
administration of CLN-donepezil. The expression of mRNA referring to nAChR a7 and
mMAChR M2 and microglia were evaluated in the spinal cord and thalamus using the
RT-PCR technique. And the levels of the cytokines IL-10, IL-18 and TNF-a were
evaluated, both in the spinal cord and in the thalamus, using the ELISA technique.
The administration of CLN-donezepil reversed mechanical allodynia on the 21st day
after CCl and did not influence the animals’ motor activity. The i.t. administrations of
the antagonists prevented the antiallodynic effect of CLN-donepezil. An increase in
gene expression of the a7 nAChR was observed in the thalamus, but not in the spinal
cord. The gene expression of the microglial marker, TMEM119, was increased in the
spinal cord only in the CCI group treated with CLN-donepezil, and in the thalamus in
the untreated CCI and CCI groups treated with CLN-donepezil. Finally, the levels of
the cytokines IL-10, IL-1B and TNF-a were evaluated using the ELISA technique, and
there was no difference in the levels of cytokines in the spinal cord between the
groups, and in the thalamus, the levels of TNF-a were shown to be higher in the CCI

group, in the CCI group treated with CLN-donepezil these levels were reduced. Based



on these results, we conclude that CLN-donepezil is effective in reducing mechanical
allodynia induced by CCI, and that the mechanisms of this effect may involve the
NAChR a7 and mAChR M2 receptors and the regulation of TNF-a at the thalamic level.

Key-words: Neuropathic pain; Donepezil; Cholinergic receptors; Microglia.
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1 INTRODUCAO

A dor € um componente vital do comportamento de autopreservacdo, mas
devido a altera¢cfes na via nociceptiva e a combinacéo de fatores fisicos, emocionais,
psicolégicos e sociais, podem ocorrer adaptacdes prejudiciais, levando a condicdes
patolégicas que tendem a tornar-se persistentes. Quando a dor perde seu papel
fisioldgico de protecdo e reparo e se prolonga, ela compromete a qualidade de vida, o
gue é comum para individuos que sofrem de dor neuropatica (Milligan; Watkins, 2009).

No Brasil, é estimado que 28,1% da populacdo sofre de dor crbnica (Ledo
Ferreira et al., 2016); sendo que, 14,5% sdo de origem neuropética (Udall et al.,2016).
A dor neuropatica (DN) é definida pela Associagéo Internacional para o Estudoda Dor
(IASP- Internacional Association for the Study of Pain) como uma dor causada por
lesdo ou doenca no sistema somatossensorial (IASP, 2017). A lesdo no nervo resulta
em ativagdo da cascata inflamatoéria, e as células imunolégicas liberam mediadores,
gue intensificam o processo inflamatorio e contribui para a sensibilizagcdodos neurénios
(Sholz; Woolf, 2007). A nivel central, mudancas nos receptores N-metil D-Aspartato
(NMDA) desencadeiam uma cascata de eventos que amplificam o processo
nociceptivo, e as células da glia, como os astrocitos e a micréglia, desempenham um
papel crucial na sensibilizacdo central (Latremoliere; Woolf, 2009, Milligan; Watkins,
2009).

Apoés lesbes nos nervos periféricos, estudos em animais observaram um
aumento na atividade e proliferacdo de micrdglia e astrocitos na regiao do corno dorsal
da medula espinhal (Vallejo et al., 2010). Essas células sdo ativadas por
neurotransmissores liberados pelos neurdnios nociceptivos primarios e ativadas
também através de interacdes diretas entre elas (Ren; Dubner, 2010),
desencadeando a liberacdo de mediadores nociceptivos que sensibilizam os
neurdnios de segunda ordem, resultando em uma maior excitabilidade neuronal
(Gosselin et al., 2010). As células gliais contribuem para a intensificacdo dos sinais
nociceptivos, mas em alguns casos elas podem modular negativamente essa
resposta. A microglia pode apresentar estados de polarizacdo conhecidos como
fendtipos M1 e M2. O fendtipo M1, quando ativado, libera fatores pro-inflamatorios,
enquanto o fenotipo M2 é associado a producao de fatores anti-inflamatorios (Zhao et

al., 2017). A ativacdo da microglia em direcdo ao fendtipo M2 pode ser uma
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possibilidade terapéutica para a dor neuropatica (Gui et al., 2020; Li et al., 2022; Yuan;
Fei, 2022).

Os tratamentos disponiveis para a dor neuropdtica geralmente né&o
proporcionam um alivio significativo. Além disso, os efeitos indesejaveis séo
frequentes e podem dificultar a adesao dos pacientes ao tratamento (Oliveira et al.,
2020). Diante esse cenario, estudos tém explorado o emprego de diferentes farmacos
para o manejo da dor neuropética, dentre eles a donepezila.

Embora seja conhecida por tratar a doenca de Alzheimer, a donepezila tem
demonstrado eficicia contra a dor neuropética (Clayton et al., 2007; Ferrier et al.,
2015; Selvy et al.,, 2022). Atuando como um inibidor reversivel da enzima
acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel pela quebra da acetilcolina (ACh), a
donepezila aumenta as concentracdes de ACh na fenda sinaptica, o que permite maior
ativacao dos receptores de acetilcolina (Zeb et al., 2017). Foi visto que o aumento da
concentracédo de ACh na medula espinal é capaz de gerar antinocicepg¢ao (Matsumoto
et al., 2007). Os receptores colinérgicos estdo sendo abordados no tratamento da dor
(Naser; Kuner, 2018). Entre eles, os receptores muscarinicos do tipo M2 (mAChR
M2) e os receptores nicotinicos do tipo a7 (nAChR a7), ja foram relacionados com a
nocicepcao. Nesse estudo, investigamos esses receptores como alvos do efeito da
donepezila sobre a dor neuropatica. Pesquisas revelam a presenca de receptores
colinérgicos em células da glia (Gamage et al., 2020). No entanto, até 0 momento, nédo
houve investigacdes sobre a expressao desses receptores em células da glia espinhal
durante a nocicepcao. Apesar da falta de estudos, as células da glia espinhal podem
representar um importante alvo na antinocicepcao mediada pela donepezila durante
a dor neuropatica. Por isso, avaliamos o efeito da donepezila sobre a microglia via
receptores colinérgicos durante a dor neuropatica em camundongos.

Apesar do efeito antinociceptivo promovido pela donepezila, observado em
estudos com animais (Clayton et al., 2007; Ferrier et al., 2015; Selvy et al., 2022), a
administracdo oral de donepezila apresenta inconvenientes como diarreia,
bradicardia, vdmito, insénia e anorexia (Zhang et al., 2019). Uma das tentativas para
solucionar estes problemas é a administracdo nasal. Com o intuito de viabilizar a
administracdo nasal de donepezila, foram empregados no presente trabalho
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) carregados com donepezila (CLN-

donepezila), previamente desenvolvidos. E foi avaliado o efeito antinociceptivo de



CLN-donepezila, em camundongos com dor neuropatica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOR E NOCICEPCAO

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP- Internacional
Association for the Study of Pain), define a dor como uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel, associada, ou semelhante aquela associada ao dano
potencial ou real (Raja et al.,, 2020). Dentro de condi¢des ideais tal sensacéo
desagradavel, que é a dor, provoca um comportamento cauteloso diante possiveis
ameacas a integridade do organismo, além de causar respostas reflexas frente a
estimulos nocivos, funcionando assim como um mecanismo protetor (Milligan;
Watkins, 2009). Para exemplificar a relevancia da dor para a sobrevivéncia, podemos
mencionar o fato de que individuos insensiveis a dor vivenciam graves alteracdes do
estado de saude ainda na infancia, por ndo aprenderem comportamentos protetivos
ou por ndo perceberem doencas, e ferimentos (Cox et al., 2006).

A dor € uma experiéncia multidimensional, envolve condi¢cfes sensoriais,assim
como afetivas e cognitivas, e ndo pode ser compreendida meramente pela atividade
dos neurdnios sensoriais (Shahiri et al., 2022). Mas essa atividade é essencial para
gue na presenca de uma injaria ocorra a dor, pois de inicio é necessario um
processamento fisiolégico denominado nocicepcao, termo que se refere a atividade
neural que detecta, codifica e organiza os estimulos nocivos (Steeds, 2009). O estagio
inicial da nocicepcéao € a transducéo, que ocorre quandoos estimulos (que podem ser
mecanicos; térmicos ou quimicos) provocam a ativacdo de diversos receptores
presentes em terminacdes nervosas de neurdnios aferentes, denominados
nociceptores (Mccleskey, Gold, 1999).

Muitos dos receptores localizados ha membrana plasmatica dos nociceptores
sdo canais ibnicos que diante de estimulos, como por exemplo variacbes de
temperatura ou pH, presenca de ligantes quimicos ou pressao, sofrem uma alteracéo
conformacional que gera uma abertura que permite o influxo de determinados cations,
essa entrada de carga positiva altera o potencial elétrico e se for suficiente para atingir
o limiar de excitabilidade daquele neurdnio, ird desencadearum potencial de acgéo
(Mcentire et al., 2016).

Os estimulos que s&o convertidos em impulsos nervosos nas terminagdes
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nervosas livres, localizadas nos tecidos periféricos, sdo conduzido pelos axénios dos
nociceptores (dos quais os corpos celulares estao localizados nos géanglios da raiz
dorsal (GRD), ou ganglio trigeminal) até o corno dorsal da medula espinal ou ao tronco
encefalico, onde hd uma sinapse em que o nociceptor, como consequéncia do impulso
nervoso, libera diversas substancias excitando o neurdnio aferente de segunda ordem
(Yam et al., 2018).

Os nociceptores sao constituidos por diferentes tipos de fibra: fibras Ad que sao
mielinizadas e de calibre médio, possuem uma velocidade de conducdo média de
impulsos mecanicos e térmicos, e nessa fibra o impulso provoca a liberacédo
principalmente de neurotransmissores excitatorios como glutamato e aspartato, na
sinapse com o neurdnio de segunda ordem. Ja as fibras C ndo mielinizadas e de
pequeno diametro, conduzem mais lentamente estimulos in6cuos e também
estimulos térmicos, quimicos e mecanicos, liberam especialmente substancia P (Sub
P) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Existe ainda fibras AB
gue nao contribuem com a nocicepcdo e sim com a transmissdo de impulsos
relacionados com tato, vibracao e pressao (Julius; Basbaum, 2001).

O glutamato, ativa 0s receptores a-amino-3- hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiénico (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e cainato, e ao acionar
esses receptores ionotropicos, promove a abertura deles e o influxo de céations no
neurdnio de segunda ordem, gerando a despolarizacdo da membrana desse neurénio.
A Sub P se liga ao receptor de neurocinina-1 (NK1) e o CGRP ao receptor similar ao
receptor de calcitonina (CLR) que séo receptores metabotrépicos do tipo acoplados a
proteina G (GPCR), entdo a ativacdo desses receptores leva a sinalizacdo de
segundos mensageiros intracelulares, e como consequéncia uma sériede eventos que
contribuem também com a entrada de cations e por fim a despolarizacdo do neurdnio
(Russell et al., 2014; Yam et al., 2018).

Apés a integracdo na medula espinal, prossegue a transmissao do sinal
nociceptivo, através dos axonios dos neurdnios de segunda ordem, que cruzam
contralateralmente e ascendem para o tadlamo, onde acontece a comunicacdo com
neurdnios de terceira ordem e esses por sua vez propagam o sinal até o coértex
somatossensorial, ponto em que o sinal nociceptivo seré integrado com aspectos
cognitivos e afetivos, e interpretado desencadeando uma percepcéo individual da dor

(Cohen; Mao, 2014). A representacdo da via nociceptiva pode ser observada na



Figura 1.

Figura 1- Imagem representativa da via nociceptiva.
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Legenda: A transmiss&o nociceptiva se inicia com a transducao de estimulo prévio de origem quimica,

elétrica ou mecanica nos terminais periféricos dos neurénios aferentes primarios. O impulso
transformado em potencial elétrico é transmitido em dire¢do ao SNC. No corno dorsal da
medula espinal, hd a sinapse com neurbnios de segunda ordem que cruzam
contralateralmente e ascendem para o tdlamo (nucleo ventral posteromedial, posterolateral e
intralaminar), onde ocorre a comunicagcdo com neurdnio aferente terciario, que transmitem o

impulso até o cértex somatossensorial. Proje¢es neuronais descendentes modulam as vias
ascendentes na medula espinal.

Em seu trajeto o estimulo nociceptivo é modulado, ou seja, regulado

positivamente ou negativamente por mecanismos modulatorios que sdo de grande

valor, pois sensibilizam ou inibem a nocicep¢do em todos 0s seus estagios, e assim

provocam uma adequacao na resposta de dor. A modulacdo nos diversos niveis da

via nociceptiva, ocorre de maneira ascendente e descendente (Woolf, 2011). A nivel
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medular a ativacdo de fibras mecénicas ndo nociceptivas AP, suprime o sinal
nociceptivo através da estimulagdo de interneurénios inibitorios, estes interneurénios
liberam neurotransmissores como o0 acido y-aminobutirico (GABA) causando
hiperpolarizagdo dos neurdnios de segunda ordem, mecanismo chamado de “teoria
do portdao” (Melzack; Wall,1965). A modulacdo também acontece através de opioides
endogenos, como endorfina, dinorfina e encefalina que se ligam em seus receptores
opioides encontrados na medula espinal (laminas | e Il) e substancia cinzenta
periaquedutal (SCP). Além da liberacdo de opioides enddgenos, A SCP podeativar
regides como, o bulbo rostral ventromedial (RVM), a formacéao reticular (FR) e locus
coeruleus (LC) na ponte, que liberam neurotransmissores como a serotonina,
noradrenalina e GABA, essas regides possuem fibras que se projetam para a medula
espinal, local onde esses neurotransmissores irdo modular a excitabilidade dos
neurdnios ascendentes, esse sistema inibitorio descendente permanece inibido até
gue algum estimulo periférico e também fatores como exercicio fisico e estresse
interrompem a inibicdo desse mecanismo, assim aumenta a liberacdo desses
neurotransmissores que atuam na medula espinal inibindo a via nociceptiva seja
ativando interneurdnios inibitérios ou atuando diretamente no neurdnio de segunda
ordem (Kaye; Theaker, 2001; Lee; Neumeister, 2020).

A eficacia dos mecanismos modulatérios da dor sdo de extrema importancia,
um desajuste na modulacdo nociceptiva pode levar ao aumento da dor de forma
anormal. Um exemplo disso é que a ineficiéncia da inibicdo descendente pode estar
associada coma dor crénica (Ossipov; Morimura; Porreca, 2014). A dor crbnica é
assim classificada considerando seu aspecto temporal, ja que ela pode durar meses
ou anos, e é capaz de persistir mesmo ndo estando associada a lesdo. Diferente da
doraguda que dura segundos, dias ou semanas, e normalmente € uma resposta a
lesdotecidual que funciona como alerta, a dor crénica ndo tem propriedade adaptativa
ou de alerta, a dor nesse caso deixa de ser um sintoma e passa a ser uma patologia
(Schaible, 2007). Além de deficiéncia no sistema de inibicdo, os sistemas de
transmissdo e percepcdo da dor podem apresentar alteracdes que favorecem a
cronificacdo da dor, de modo que varios mecanismos do sistema somatossensorial
sdo acionados de maneira atipica, contribuindo para modificagbes da percepcéo da
dor (Ossipov; Morimura; Porreca, 2014).

Varios fatores podem desencadear a transformacdo da dor aguda em dor
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cronica, por exemplo a predisposi¢do genética, a exposicao repetida a determinada
lesé@o e também fatores psicossociais como experiéncia de vida e apoio social (Helms;
Barone, 2008; Marchand, 2008). Os fatores emocionais sao relevantes, eles alterama
sensibilidade a dor, assim como a dor cronica traz prejuizosemocionais. Sendo assim,
individuos acometidos com dor crénica podem sofreralteracdes negativas no seu
estado psicolégico, e desenvolver ansiedade, depressao,distarbios de humor, e outras
condicdes que geram um grande impacto na qualidadede vida. A dor crénica € um
importante problema de saude publica, quem sofre dessapatologia além da condicdo
dolorosa enfrenta também a grande dificuldade e limitacbes dos tratamentos
propostos (Oliveira et al.,2013; Millan, 1999; Who, 2006).

A classificacdo da dor em aguda e cronica € baseada na duracdo, mas
podemos também classificar a dor considerando seus aspectos fisiopatologicos,
desse modo ela pode ser: dor nociceptiva, dor neuropatica, e dor nociplastica,
podendo ser mista que quer dizer uma combinacdo complexa dos diferentes tipos de
dor. Na dor mista a sobreposicdo dos mecanismos atua gerando dor em um mesmo
local, tornando o tratamento muito dificil. A distincéo entre os tipos de dor € de extrema
importancia, jA que diferentes mecanismos necessitam de diferentes alvos de
tratamento (IASP, 2020; Scholz et al., 2019; Stensson et al., 2020).

Quando ocorre uma ativacao direta dos nociceptores (através de um estimulo
fisico, quimico, mecanico ou elétrico) gerando dor, esta é considerada uma dor
nociceptiva. Recentemente um novo termo de dor foi introduzido, denominada dor
nociplastica, que se refere a uma dor proveniente de uma nocicepcéo alterada, mas
sem indicios de ativacdo dos nociceptores por alguma injaria ou doencga, trauma ou
danosteciduais, um exemplo € a fibromialgia. E por fim, existe a dor neuropatica que
€ iniciada por uma lesdo no sistema nervoso somatossensorial, que altera a nocicepc¢ao

e como consequéncia uma percepcao alterada da dor. (Yam et al., 2018)

2.2 DOR NEUROPATICA

Definida pela IASP como uma dor causada por uma lesdo ou doenca do
sistema nervoso somatossensorial (Sholz et al., 2019), a dor neuropatica afeta de
6,9% a 10% da populacdo mundial (Van Hecke et al., 2014). Essa prevaléncia tende

bY

a se elevar a medida que as exposicOes a fatores de risco, como obesidade,
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envelhecimento da populagdo e o aumento da sobrevida de pacientes com cancer
gue passaram por quimioterapia, estdo em constante aumento (Moulin et al. 2014).0
sistema somatossensorial possui nervos que surgem na periferia (na pele, musculos,
articulacdes e fascia), e sédo constituidos por neurdnios chamadostermorreceptores,
mecanorreceptores, quimiorreceptores, e nociceptores, elespermitem a percepcao
da temperatura, toque, pressdo, posicéo, vibracdo e dor.Esses neurdnios enviam
sinais a medula espinal e se comunicam com outrosneurdnios de segunda ordem,
qgue levam o estimulo a centro superiores onde serdo interpretados (Crawford;
Caterina, 2020).

A origem das lesGes que acometem o sistema somatossensorial e podem levar
ao desenvolvimento da dor neuropética é ampla. Alguns exemplos incluem as lesdes
diretas da medula espinal, infeccdes virais, diabetes mellitus, quimioterapia, tumores,e
consumo excessivo de alcool, que podem afetar a integridade tanto do sistema
nervoso periférico quanto do central (Campbell; Meyer, 2006; Scholz et al., 2019). A
classificacao internacional das doencas (CID) em sua 11° edicéo, diferencia a dor
neuropatica cronica com base em sua origem periférica ou central. Dentro da
classificacao, as de origem periférica incluem neuralgia do trigémeo, dor neuropatica
cronica apos a lesdo do nervo periférico, polineuropatia dolorosa, neuralgia pos-
herpética, e radiculopatia dolorosa. E as de origem central abrangem dor neuropéatica
central cronica associada a lesdo medular, dor neuropatica cronica associada a leséo
cerebral, dor crbnica central pos AVC, e dor neuropatica central crénica associada a

esclerose mdltipla (Scholz et al., 2019).

Quadro 1- Classificacdo da dor neuropética crénica na CID-11
Classificacdo da Dor Neuropatica Cronica

DN Croénica Periférica DN Crénica Central
Neuralgia do trigémeo DN central crbnica associada a leséo
medular
DN apés lesao de nervo periférico DN central crbnica associada a leséo
cerebral
Polineuropatia dolorosa Dor crbnica central p6s-AVC
Neuralgia pés-herpética DN central crénica associada a EM

Radiculopatia dolorosa

Fonte: elaborado pela autora de acordo com Scholz et al. (2019 )
Legenda: DN= dor neuropética, AVC= acidente vascular cerebral, EM= esclerose mdltipla.

Seja qual for a causa, o dano ao sistema somatossensorial € capaz de implicar


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7148276/#CR342
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uma sintomatologia caracteristica, por desencadear uma série de eventos. Nem todos
esses eventos estdo bem esclarecidos, e mesmo aqueles que ja foram demonstrados
ndo podem ser generalizados a todas as condi¢des de dor neuropatica. E provavel
gue uma associac¢ao entre diferentes mecanismos ocorra em cada individuo que sofre
com os sintomas da dor neuropatica, devido a variacao etiolégica da dor neuropatica
e também a condi¢bes individuais, como questfes genéticas (Bridges; Thompson;
Rice, 2001). Prop0e-se que esses mecanismos resultem em uma neuroplasticidade
periférica e central, que mantém descargas ectépicas que geram os sintomas da dor
neuropatica. Isso significa que, apés um dano que cause, por exemplo, compressao,
infiltrac&o, ou isquemia no tecido nervoso, 0s neurdniospodem apresentar disparos
espontaneos, mesmo que cesse 0 estimulo inicial (Campbell; Meyer, 2006; Ueda,
2006).

Disparos néo evocados geram sinais e sintomas independentes de estimulos,
tais como queimacao e choque, classificados como espontaneos. Ja os sintomas
dependentes de estimulo podem ser hiperalgesia, que é o aumento da sensibilidade
frente a um estimulo nocivo, e alodinia, que é dor devido a um estimulo normalmente
in6cuo, além de outras sensacdes como parestesia, coceira e formigamento. Estes
sintomas sao frequentes nos individuos afetados pela dor neuropatica, e podem ser
incapacitantes (Gierthmuhlen; Baron, 2016; Smith, 2018).

As causas das descargas ectopicas vém sendo investigadas, sabe-se que uma
lesdo ao nervo gera uma cascata inflamatoria e ativacdo das células imunoldgicas
inatas. O recrutamento de células imunoldgicas se da pela liberacdo demediadores
inflamatorios, dentre eles quimiocinas, pelo tecido lesado. Macréfagos residentes, e
monacitos circulantes séo ativados por quimiocinas que atuam em seusreceptores
CCR1, CCR2, CCR5. As células imunoldgicas ativadas liberam mediadores (como
prostaglandinas, bradicinina, interleucinas, TNF-a, histamina) quepor sua vez irdo se
ligar em receptores especificos, nos neurbnios sensoriais periféricos contribuindo
ainda mais para o processo inflamatorio, ja que substancias como a bradicinina (BC)
e a substancia P promovem o aumento da permeabilidade e consequentemente
aumento da resposta inflamatéria, além disso os mediadores podem contribuir com
alteracfes na sensibilidade dos neurbnios aferentes(Sholz; Woolf, 2007; Yam et al.,
2018). Um exemplo é o das prostaglandinas que promovem a diminui¢cdo do limiar

nociceptivo dos neurbnios, tornando-os responsivos até mesmo a estimulos
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anteriormente inécuos (Vanegas;Schuble, 2001; Yam et al., 2018).

Esse processo de sensibilizagcdo periférica esta relacionado a sinalizacao feita
por mediadores, que ao ativar seus receptores nos neurdnios sensitivos iréo
desencadear vias intracelulares que podem modificar canais idnicos, tornando estes
mais sensiveis, assim como ativar a transcricao de receptores, e acoplamento deles
a membrana, modificando a permeabilidade da membrana, e consequentemente o
limar de excitabilidade (Kraychete; Calosans; Valente, 2006).

A sensibilizacdo também ocorre a nivel central, para isso o gatilho inicial sdo
mudancas que ocorrem em receptores NMDA (Latremoliere; Woolf, 2009), que € um
dos receptores ionotrépicos do glutamato, em situacbes de repouso da membrana
plasmatica o NMDA possui um ion magnésio bloqueando seu poro. O ionMg?* é
mantido ligado ao receptor NMDA devido a interacdo com residuos de aminoacidos
com carga negativa, como 0s acidos aspartico e glutamico, que atraemo ion Mg?*
devido a sua carga positiva. A interacao eletrostatica entre os residuos dositio de
bloqueio do receptor NMDA e o ion Mg?* mantém o bloqueio do poro do receptor
NMDA (Mayer; Westbrook; Guthrie, 1984).

A medida que o nociceptor é estimulado ele libera neurotransmissores como a
substancia P, e CGRP, que atuam sobre receptores metabotropicos que ativados
desencadeia vias que facilitam a despolarizacdo do neurdnio pos-sinaptico. Os
nociceptores também liberam o glutamato que possui varios receptores, dentre eles
receptores ionotropicos AMPA e cainato, a ativacao desses canais promove o rapido
influxo de cations na célula pos-sinaptica, promovendo despolarizacdo mais rapida do
neurdnio (Russell, 2014). Quando a despolarizacdo da membrana atinge certolimiar o
ion Mg2* que bloqueia o poro do receptor NMDA se solta, pois, a despolarizacdo muda
0 ambiente elétrico na vizinhanca do receptor NMDA, o que reduz a atracédo do ion
Mg?* permitindo que ele se desloque, deixando um caminho livre para a entrada de
Caz* no neurdnio (Latremoliere; Woolf, 2009; Mayer; Westbrook; Guthrie, 1984).

O aumento de Ca?* intracelular promove a ativacdo de muitas vias que irdo
manter a sensibilizacdo. Ao longo do tempo pode haver excitotoxidade induzida pelo
NMDA, o que leva a apoptose de interneurdnios inibitérios, e consequentemente a
reducdo da inibicdo (estado chamado desinibicdo), que deixa os neurénios do corno
dorsal facilitados e susceptiveis a serem ativados por estimulos vindos até mesmo de

fiboras A ndo nociceptivas (Scholz et al., 2005). Fibras AB, ndo nociceptivas podem
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também fazer conexdo com neurénios envolvidos na nocicepc¢do, pois a lesdo no
tecido nervoso, pode danificar a bainha de mielina o que gera uma deficiéncia no
isolamento e contribui para a formacdo de comunicacdes atipicas, o que €
denominado comunicacéo efatica (Cohen; Mao, 2014).

A sensibilizacao central entdo basicamente converte neurénios especificos que
normalmente ndo conduzem estimulos nociceptivos, em condutores de estimulos que
causam dor, produzindo hipersensibilidade mesmo na auséncia de lesao periférica
(Latremoliere; Woolf, 2009). Um resumo dos mecanismos envolvidos na

sensibilizacdo central, pode ser visto na Figura 2.

Figura 2- Sensibilizacdo central.

1 Sinalizagao mediada por NMDA

=—:

Nociceptores

Laminal-lli

Citocinas

BDNF
A aferentes

3 Ativagao da.
Microglia

2 Desinibigao

Fonte: Adaptado de Bashaum, et al. (2009).

Legenda: 1 Sensibilizacdo mediada por NMDA: nociceptores liberam glutamato, Sub P, CGRP, ATP
desencadeando correntes excitatérias nos neurdnios pés-sinapticos. A despolarizando dos
neurdnios pds-sinapticos ativa receptores NMDA. O aumentodo Ca?* intracelular ativa vias
de sinalizacdo, como MAPK, PKA, PKC, PI3K e Src, que aumentam a excitabilidade dos
neurdnios de segunda ordem.

2 Desinibicao: a desinibi¢cdo pode permitir que fibras AR mielinizados que normalmente nédo
sdo nociceptivas interajam com o circuito de transmissdo nociceptivo, de modo que
estimulos antes inGcuos sejam agora percebidos como dolorosos, um dos mecanismos para
gue isso ocorra € a desinibi¢cdo de interneurdnios excitatorios que expressam PKCy.

3 Ativacdo da micréglia: A ativacdo de receptores especificos na microglia resultana
liberacdo de BDNF. O BDNF interage com receptores expressos nos neuréniosaumentando
sua excitabilidade e, consequentemente, a micréglia ativada também libera uma variedade
de citocinas, como TNFa, IL-13 e IL-6, que também contribuem para a sensibilizacéo
central.
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2.3 CELULAS DA GLIA E DOR NEUROPATICA

As células da glia também chamadas de "células gliais" ou simplesmente "glia”,
tem um papel fundamental na sensibilizagéo central. Elas compdem a maior parte das
células do sistema nervoso, cerca de 70%, e estdo fortemente envolvidas na
manutencdo do ambiente neural, exercendo um papel essencial no suporte,
manutenc¢ao e protecdo dos neurdnios (Mika et al., 2013). E diferente destes elas ndo
conduzem impulsos nervosos, mas estdo envolvidas na sintese, liberacao e captacéo
de neurotransmissores. Além disso, vem sendo explorado o papel das células gliais
na sensibilizagcéo, a fim de obter uma compreensao da modula¢éo neuroimune da dor
(Milligan; Watkins, 2009).

As células da glia expressam receptores para uma variedade de substancias
liberadas por elas mesmas e por neurdnios. Sendo assim, quando ha um estimulo
proveniente de por exemplo lesdes teciduais, inflamacgéo ou neuropatia periférica, elas
sdo ativadas e potencializam a resposta. Dentre as células da glia, os astrocitose
microglia vem ganhando notoriedade em relacdo a modulacdo da dor (Watkins;
Milligan; Maier, 2001).

A microglia tem caracteristicas funcionais semelhantes com as dos macrofagos
periféricos, entdo, apO0s a lesdo as células microgliais sdo ativadas e formam
aglomerados no corno dorsal da medula espinal, proximas dos terminais dasfibras
nervosas sensoriais lesionadas. Essa ativacao € causada por varios mediadores que
atuam nos receptores microgliais, por exemplo ATP, e quimiocinas, assim como a
ativacao de receptor toll-like que também esta envolvido na ativacdo microglial. A
ativacao dos receptores desencadeia a fosforilagdo da p38 MAPK, isoformas 1 e 2 da
ERK e quinases da familia Src, de modo que a micréglia sai do seu estado de repouso,
ou vigilancia, onde expressa poucos receptores, para um estado ativo, sofrendo
alteracdes morfolégicas, como hipertrofia, proliferacdo e aumento de receptores.
Quando ativada a micréglia, passa a apresentar um carater inflamatérioe inicia a
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios, que levam a ativacao dos astrocitos, que
por sua vez também passam a liberar substancias pro-inflamatérias (Scholz, 2007).

ApGs a ativagdo da micréglia, varias substancias encontram-se reguladas
positivamente, entre elas citocinas IL-1[3, IL-6, IL-10, TNF e TGF-B. Tais substancias
atuam na manutencado da ativagdo das células da glia e também na estimulacdo dos

nociceptores (Figura 3), aumentando assim a liberagdo de neurotransmissores como
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o glutamato, oxido nitrico e prostaglandinas. Esse processo modula positivamente a
atividade do neurdnio de segunda ordem, o tornando hiperexcitavel, sensibilizando a
via nociceptiva e contribuindo na percepcao da dor, o que pode estar relacionado ao
desenvolvimento da dor neuropética (Scholz, 2007).

Figura 3- Interacdo entre células da glia e neurdnios na sensibilizagdo.
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Fonte: Adaptado de Pinho-Ribeiro et al. (2017).
Legenda: Diversas substancias liberadas pelo neurbnio aferente de primeira ordem podem sensibilizar
diretamente o neurdnio de segunda ordem ou ativar as células da glia,que por sua vez podem

potencializar este processo liberando substancias que também irdo ativa-las ou sensibilizar os
neurdnios de 12 e 22 ordem.

2.4 MODULACAO SUPRAESPINHAL DA DOR

A hiperexcitabilidade dos neurdnios de segunda ordem, pode gerar uma
descarga intensa no talamo, pois os impulsos serdo conduzidos por meio dos axénios
destes neurdnios de segunda ordem por vias saindo da medula espinal em dire¢éo a
centros supraespinhais, e a principal via é a espinotalamica. Localizado no diencéfalo,

o talamo possui nucleos responsaveis por modular diferentes funcdes, entre elas o
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processamento dos estimulos sensoriais. As sinapses localizadas no tadlamo permitem
uma comunicacdo entre os neurdnios de segunda e terceira ordem. Quando
estimulado, o neurdnio de terceira ordem encaminha o impulso nociceptivo para o
cortex somatossensorial, onde sera integrado e percebido como dor (Ab Aziz; Ahmad,
2006).

O talamo tem uma atuacao intimamente relacionada com o cértex, pois atua
modulando e retransmitindo sinais vindos de diversas vias, como a via espinotalamica.
A via espinotalamica é dividida em dois tratos, o trato neoespinotalamico e o trato
paleoespinotalamico. O trato neoespinotalamico possui neurdnios que tem origem
principalmente da lamina | do corno dorsal da medula, cruzam para o lado contralateral
da medula espinal e ascendem pelo funiculo anterolateral da medula espinal até o
talamo, onde se comunicam com neurdnios de terceira ordem dos nucleos ventral
posterolateral (VPL) e ventral posteromedial (VPM), que compdem o complexo
ventrobasal. Os neurbnios de terceira ordem do complexo ventrobasal levam o
estimulo ao cértex, principalmente ao cortex somatossensorial primario onde sera
integrado caracteristicas especificas da dor, como a intensidade, localizacdo e
gualidade da dor, esta via compde o chamado sistema lateral da dor. Ja o trato
paleoespinotalamico possui neurénios que derivam da lamina Il e ascendem pelo
funiculo anterolateral e pelo posterolateral, chegando até os complexos posteromedial
e intralaminar do tdlamo. Entéo, os impulsos nociceptivos sao retransmitidos para o
cortex somatossensorial e estruturas limbicas, esta é a via medial da dor que agrega
principalmente as qualidades afetivas e aversivas da dor (Ab Aziz; Ahmad, 2006; Lent,
2004).

As regides para onde sao enviados os estimulos nociceptivos sdo variadas,
podendo ser, por exemplo, para o cortex cingulado anterior, cértex insular, cortex pré-
frontal e outras regides, como mesencéfalo, hipotalamo, nucleo lentiforme (Ab Aziz;
Ahmad, 2006). Os neurdnios de segunda ordem do corno dorsal da medula espinal
(CDME), além do tdlamo, também podem se projetar para outras regides, formando
outrostratos. Entre os quais temos: o0 trato  espinorreticular, trato
espinomesencefalico, e trato espinoparabraquial. O direcionamento dos estimulos,
vindos da medula espinal, para diversas areas € de suma importancia para a ativagao
da modulacdo nociceptiva, assim como para agregar aspectos emocionais a dor e

desencadear as respostas relativas a dor (Almeida; Roizenblatt; Tufik, 2004).
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As respostas frente a dor podem ser autondmicas ou comportamentais, € séo
muito particulares a cada individuo, pois sdo dependentes de uma interacdo de
fatores, dentre eles, a modulagdo que ocorre nos diversos niveis da via nociceptiva,
inclusive nos centros superiores como talamo e cortex. No talamo a dor neuropatica
induz alteragdes na bioquimica (como reducao da liberacdo de serotonina (5-HT) no
complexo ventrobasal contralateral, o que diminui a inibicAo da nocicep¢ao), na
expressado génica, no fluxo sanguineo, nos campos receptivos, e nas respostas a
estimulos nocivos dos neurdnios talamicos (Goettl et al., 2002). Uma reduc¢é&o do limiar
de ativacdo de neurbnios do tadlamo foi observada em estudos que induziram dor
neuropatica em ratos, e apresentaram sintomas dolorosos comuns a dor neuropatica
(Guilbaud et al., 1990; Leblanc et al., 2019).

Além disso, ocorre ativacao microglial no talamo apoés lesao nervosa, gerando
uma plasticidade sinaptica que favorece a transmissao do impulso ao coértex. A
participacdo da microglia no tdlamo, foi vista em alguns estudos onde utilizaram o
modelo de hemorragia talamica para induzir dor neuropatica que foi revertida apos
inibicdo de células microgliais (Huang et al. 2020; Infantino et al.,2022). Outros
estudos também demonstram ativacdo glial no talamo frente a lesdo no sistema
nervoso periférico (Cobianchi, 2014; Giardini,2017). A ativacdo da microglia também
foi observada no cortex sensorial e na amigdala, decorrente de lesdo no sistema
nervoso periférico (Taylor et al. 2017), o que também pode resultar em
hiperexcitabilidade do circuito nociceptivo.

Outra alteracdo supraespinhal importante que pode ocorrer € o desequilibrio
entre a inibicdo e a facilitacdo descendente. Varios mecanismos estéo relacionados
com as mudancas que levam a intensificacdo da atividade facilitatéria descendente e
diminuicdo da atividade inibitéria descendente (Rosenberger, et al., 2019). A
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) é uma estrutura envolvida na via
descendente inibitéria. Em um estudo conduzido por Ni et al. (2016) demonstrou que
a via de sinalizacdo p38 MAPK parece mediar a ativacdo microglial na substancia
cinzenta periaquedutal ventrolateral do mesencéfalo. Em animais com dor neuropéatica
induzida por lesédo através da constricdo crénica do nervo ciatico, a administracéo
intra-SCP do inibidor de p-p38 MAPK sete dias apds CCI (leséo de constricdo crénica
do nervo ciatico) suprimiu a ativacdo microglial e atenuou de forma significativa os

sintomas da dor neuropética. Entdo, na presenca de dor neuropatica a ativacao glial
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na SCP pode estar relacionada com a facilitagdo descendente (Ni et al.,2016).

Em resumo, a modulacdo da nocicep¢do durante a dor neuropética envolve
interacdes complexas entre diferentes regides da via nociceptiva, células gliais e vias
de transmissdo. Compreender melhor esses sistemas é fundamental para o
desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para a dor neuropdtica, ja que os

tratamentos propostos na atualidade se mostram insatisfatorios (Cavalli et al.,2019).

2.5TRATAMENTO DA DOR NEUROPATICA

Apesar do leque de possibilidades terapéuticas para a dor neuropatica (DN), o
seu tratamento ainda pode ser um desafio (Rosenberger, et al.,2020). Com a
terapéutica atual apenas 30% das pessoas afetadas e tratadas respondem com uma
reducédo superior a 50% da intensidade da dor neuropética. A resisténcia da DN aos
tratamentos, pode estar relacionada aos diferentes mecanismos nociceptivos
individuais em cada paciente, além da interacdo de outras variaveis psicolégicas e
genéticas, aléem de caracteristicas intrinsecas a cada tipo de lesédo nervosa. Porém a
eficaciados tratamentos disponiveis parece ndo ser impactada pela etiologia da dor
neuropatica. Por isso, o grupo de interesse especial em dor neuropatica (NeuPSIG)
através de uma grande meta-analise (Finnerup et al.,2015), criou para o tratamentoda
dor neuropatica algumas diretrizes que ndo tém foco nas causas subjacentes, mas
abordam a dor neuropatica como uma condicao distinta. As diretrizes recomendam
um tratamento gradativo, partindo de medicamentos de primeira escolha que possuem
melhor eficacia e maior tolerabilidade. Propondo como farmacos de primeira linha os
antiepiléticos, os antidepressivos triciclicos, e os inibidores da recaptacdo de
serotonina. Os de segunda linha sédo o tramadol, a lidocaina e a capsaicina, € 0s

considerados de terceira linha séo os opibides fortes (Finnerup et al., 2015).

Quadro 2- Tratamento farmacolégico para a dor neuropatica
(continua)
MEDICAMENTOS DE PRIMEIRA LINHA

INIBIDORES DA RECAPTACAO DE SEROTONINA E
NOREPINEFRINA

Duloxetina

Venlafaxina
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Quadro 2- Tratamento farmacoldgico para a dor neuropatica
(concluséo)

MEDICAMENTOS DE PRIMEIRA LINHA
ANTIDEPRESSIVOS TRICICLICOS
Amitriptilina
Nortriptilina
Desipramina
ANTICONVULSIVANTES

Pregabalina
Gabapentina

MEDICAMENTOS DE SEGUNDA LINHA
Tramadol
TERAPIA TOPICA
Adesivos de capsaicina 8%
Adesivos de lidocaina *

MEDICAMENTOS DE TERCEIRA LINHA
OPIOIDES FORTES
Morfina
Oxicodona

TOXINA BOTULINICA TIPO A (BTX-A)

Fonte: elaborado pela autora de acordo com Attal, et al. (2010).

Apesar do consenso para o tratamento farmacoldgico da dor neuropatica, 0 uso
desses medicamentos tem grande limitagdo, ndo geram uma melhora adequada,além
de poder haver resisténcia fisiopatoldgica ao farmaco, ou ainda causar dependéncia
e varios outros efeitos indesejaveis (Cohen; Mao, 2014). Por exemplo,a pregabalina
mesmo estando dentro da classe farmacolégica de primeira escolha apresenta com
seu uso uma série de efeitos adversos, como sonoléncia, tontura e perda cognitiva
(Dworkin et al., 2007). Estes efeitos indesejaveis sdo responsaveispor 15% dos
pacientes tratados com pregabalina desistirem do tratamento (Moore et al., 2009).
Com o uso de antidepressivos também pode ocorrer efeitos de sedacgéo,boca seca,
retencdo urinaria e ganho de peso (Attal et al.,2010; Finnerup et al., 2015). Os

inibidores da recaptacdo de serotonina tém sido mais bem tolerados, porémpouco
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eficientes (Kremer et al., 2016). A morfina também é capaz de desencadear uma série
de eventos indesejaveis como nauseas, vomitos, sedacao, alémde muitos pacientes
tornarem resistentes (Finnerup et al., 2015). Além disso, a prescri¢do de opioides deve
ser feita com extrema responsabilidade, j& que o abuso dessas substancias € um
problema de saude publica importante em diversos paises. Nos EUA, por exemplo,
4% da populacéo faz uso indevido de opioides prescritos, e estudos indicam que é
comum que consumidores de heroina tenham inicialmente feito mau uso de opioides
prescritos (Skolnick, 2017).

O tratamento ineficaz e os efeitos colaterais dos medicamentos, se somam com
os sintomas da dor neuropatica e afetam a qualidade de vida, podendo comprometer
0 estado psicologico dos individuos acometidos. Por isso, além das estratégias
individualizadas para um tratamento bem sucedido, & também necessarioaprofundar
as investigacdes nos mecanismos complexos da dor neuropatica, para trazer novos
alvos farmacoldgicos. As terapias atuais séo voltadas a subunidade do canal de calcio
a20-1 onde atuam os gabapentindides, aos sistemas serotoninérgico, adrenérgico e
colinérgico e aos canais de sodio dependentes de voltagem, que sdo alvos dos
antidepressivos, e receptores opioides, onde atuam seus agonistas. Os continuos
avancos nas pesquisas mostram possiveis potenciais alvos para o tratamento da dor
neuropatica, alguns exemplos sdo os receptores canabinoides CB1/2, receptores de
interleucina 6 e receptores da interleucina 13 (Borges, et al., 2021). Além destes, 0s
receptores de acetilcolina também estdo sendo investigados como importantes alvos
para tratar a dor (Chen et al., 2010b; Hayashida et al., 2006; Papke et al., 2015; Zhang
et al., 2006).

2.6 SISTEMA COLINERGICO E DOR

A acetilcolina € um éster de acido acético e colina, que atua como um
importante neurotransmissor, tanto no sistema nervoso periférico como no central
(Kummer; Lips; Pfeil, 2008). Ela é sintetizada, no citoplasma do terminal nervosoa
partir da combinacéo de dois precursores: acetil coenzima A e colina, através de uma
reacdo catalisada pela colina acetiltransferase (ChAT). A enzima ChAT transfereo
grupo acetil de uma molécula de acetil-coenzima A, para uma molécula de colina,

assim sintetizada, a acetilcolina é transportada, pelo transportador vesicular de
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acetilcolina (VAChT), que é uma proteina transmembrana das vesiculas que atua
realizando o antiporte de prétons e acetilcolina. Esse processo depende de bombas
de protons da membrana vesicular que através da quebra de ATP, bombeia prétons
para o limen da vesicula sinaptica, assim o interior das vesiculas se tornam mais
acidos e mais carregados positivamente, gerando um gradiente eletroquimico. Esse
gradiente impulsiona o VAChT a transportar dois ions H+ para o exterior da vesicula
enquanto realiza o antiporte de uma molécula de ACh para o interior da vesicula. Ou
seja, a energia da concentracdo de prétons é usada para transportar a acetilcolina
contra seu préprio gradiente de concentracdo, para o interior de vesiculas pré-
sinapticas (Naguib, 2002; Pohanka, 2012; Usdin, et al.,1995).

Cada vesicula pode armazenar de 5.000 a 10.000 moléculas de acetilcolina,
gue ficam contidas nas vesiculas até que um estimulo provoque um potencial de agéo,
que ira despolarizar a membrana. A despolarizagdo gera uma mudanca
conformacional em canais de Ca?" dependentes de voltagem, essa mudanca na
estrutura permite o influxo de Ca?* através desses canais. O Ca?* entdo ativa uma
cascata que permite a fusdo das vesiculas com a membrana pré-sinaptica e a
subsequente exocitose de ACh (Naguib, 2002).

Através de muitos estudos foi observada diversas interacfes entre proteina-
proteina e proteina-lipidio, que permitem o acoplamento das vesiculas a membrana
plasmatica. As trés principais proteinas que sofrem interacdes e permitem a fusdo e
exocitose das vesiculas sdo: sinaptobrevina, proteina 25 associada ao sinaptossomo
(SNAP-25) e sintaxina-1. Na presenca de Ca?* a sinaptobrevina que é uma proteina
integral da membrana das vesiculas sinapticas, forma um complexo com a SNAP-25,
gue esta fracamente ligada ao lado interno da membrana plasmatica do neurdnio na
sinapse. Outra molécula na membrana interna, a sintaxina, sofre interacdo com o
complexo, resultando na formacdo do complexo receptor de proteina de ligacdo ao
fator de fuséo sensivel a N-etilmaleimida (SNARE), que é essencial para ancoragem
das vesiculas de acetilcolina com a membrana. O processo de fusao também depende
de outras proteinas, por exemplo, a sinaptotagmina, que € uma importante proteina
gue opera como sensor de calcio, através da interacao do calcio com as subunidades
C2A e C2B da sinaptotagmina (Dun; Rickman;Duncan, 2010; Rizo; Sudhof, 2002). O
desenvolvimento desta cascata é muito preciso e rapido, em menos de 0,5 ms apos

a entrada de Ca?* a acetilcolina é liberada na fenda sinaptica (Rizo; Sudhof, 2002).
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A acetilcolina possui um atomo de amoénio quaternario na estrutura da colina.
Atomos de amonio quaternario sdo atomos de nitrogénio ligados a quatro atomos de
hidrogénio, resultando em uma carga positiva que impede que a molécula de
acetilcolina seja facilmente quebrada por reagdes quimicas. Isso torna a acetilcolina
um composto quimicamente estavel, necessitando de enzimas para catalisar sua
degradacédo e encerrar a sinalizacao feita por ela ao se ligar em seus receptores
(Pohanka, 2012).

As enzimas que realizam a degradacdo da ACh na fenda sinaptica sdo as
colinesterases, que incluem a acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase
(BChE) (Giacobini, 2004; Soreq; Seidman,2001).Entre as duas a AChE € a
principal enzima encontrada no cérebro saudavel, enquanto a BChE é vista como
tendo uma funcédo secundaria na regulacéo dos niveis de ACh no cérebro (Greig, et
al., 2005). A acetilcolinesterase (AChE) é uma serina hidrolase que desempenha um
papel crucial na terminacdo da transmissao do impulso nas sinapses colinérgicas ao
catalisar a hidrdlise da ACh. O sitio catalitico da AChE é composto por trés residuos
aminoacidos: serina, histidina e um residuo acido. O mecanismo da catalise envolve
varias etapas: inicialmente, a AChE se liga a acetilcolina e € acetilada, resultando na
formacé&o de um complexo temporario. A serina do sitio ativo possui um grupo hidroxila
(-OH), que ataca o carbono carbonilico da acetilcolina, o atomo de carbono ligado a
um grupo acetila (CH3CO-). Esse ataque nucleofilico resulta na formacdo deum
complexo temporario conhecido como intermediario acetil-enzima. Esse intermediario
é instavel e rapidamente hidrolisado, resultando na quebra da ligacdo éster entre a
serina e o grupo acetila. Por fim, o grupo acetato € liberado, regenerandoa AChE para
participar de nova catalise e o substrato € convertido nos produtos, colina e acido
acético. Esse processo de hidrolise da acetilcolina pela AChE € essencial para a
regulacéo dos niveis de acetilcolina na sinapse e para a terminacaodo sinal (Colletier,
et al., 2006; Soreq; Seidman, 2001). Antes de ser degradada, a ACh pode se ligar em
receptores colinérgicos especificos, que medeiamsuas diversas acdes no organismo,
inclusive a modulacéo da nocicepcao. Um esquema da neurotransmissao colinérgica

pode ser visto na Figura 4.
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Figura 4- Neurotransmisséo colinérgica.
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Fonte: Adaptado de Pohanka (2012).

Legenda: A acetilcolina é sintetizada a partir de acetil coenzima A e colina pela enzima colinaO-
acetiltransferase (ChAT). Apos sua formacéo, a acetilcolina € armazenada em vesiculas e
liberada na fenda sinaptica quando hd aumento do célcio intracelular. A fusédo das vesiculas
com a membrana celular libera a acetilcolina, que entdo interagecom os receptores de
acetilcolina (AChR).A enzima s (AChE) divide a acetilcolina emacido acético e colina. A colina
€ recapturada usando o transportador de colina de altaafinidade (ChT), enquanto o &cido
acético € decomposto.

A nivel medular a ACh modula a nocicepc¢éo, principalmente na regido da
lamina Il (Mesnage et al., 2011). Foi visto que o aumento da concentracao de ACh na
medula espinal é capaz de gerar antinocicepcao (Matsumoto et al., 2007). Yang e
colaboradores (2012) observaram um aumento a nivel medular nos niveis de ACh , e
dos peptideos opioides endogenos: L-encefalina , B-endorfina e dinorfina ap6s uma
inducdo a dor com iontoforese de potassio. No mesmo estudo o aumento dos niveis
de peptideos opioides endogenos também foi visto apds administracéo intratecal de
acetilcolina, e os niveis foram revertidos através do inibidor muscarinicoatropina, e
também do inibidor nicotinico galamina hexaidrica. Porém o estudo mencionado néao
investigou como a ACh afeta os niveis dos opioides enddgenos (Yang et al., 2012).

A modulacéo colinérgica da nocicepcéao, também ocorre em regiées superiores
como na amigdala, no coOrtex somatossensorial, cortex insular, cértex cingulado
anterior e cértex medial pré-frontal (Naser et al., 2018). Nessas regides assim comona
medula espinal sdo expressos diversos receptores colinérgicos, inclusive os
relacionados a nocicepcao.

Os receptores colinérgicos sdo divididos em duas classes: muscarinicos
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(mAChRSs) e nicotinicos (NnAChRs). Sdo assim chamados devido suas intera¢des com
metabdlitos que atuam nos receptores como agonistas seletivos, sendo eles a
muscarina e a nicotina. A muscarina € um composto da espécie fungica a Amanita
muscaria. E a nicotina, um metabdlito da planta Nicotiana tabacum, Solanaceae
(Pohanka, 2012). As propriedades antinociceptivas da nicotina vem sendo
investigadas desde o século XVI, quando Jean Nicot percebeu atributos analgésicos
do tabaco (Taly et al., 2009).

2.7 RECEPTOR NICOTINICO a7

Os receptores nicotinicos (NAChRS) sdo expressos na juncdo neuromuscular,
nos ganglios autdbnomicos e no SNC. Eles sdo proteinas integrais de membrana,
composto por cinco subunidades diferentes (heteropentaméricos) ou iguais
(homopentaméricos). As subunidades estdo dispostas simetricamente, como
demonstrado na Figura 5, formando um canal i6nico central seletivo a ions catidnicos.
Dezessete genes codificam as subunidades, sendo elas a1- a7, a9, a10, f1- B4, 9, &,
Y. Destas, sdo expressas no cérebro 9 subunidades a e 3 subunidades B. As
combinacdes diferentes dessas subunidades conferem aos receptores propriedades
distintas, quanto a sua cinética e a sensibilidade ao ligante. O acoplamento do ligante
aos sitios de ligacdo do receptor gera uma mudanca conformacional reversivel. Mas
a ACh ou drogas nicotinicas, por exemplo, ao serem mantidas cronicamente podem
dessensibilizar o receptor, causando uma diminuicdo gradual na taxa de resposta
ibnica, levando a um estado fechado. O sitio de ligacdo dos receptores nicotinicos se
localiza entre uma subunidade a e outra ndo a, exceto em nAChRs homomeéricos,
como é o caso dos receptores nicotinicos a7 (nAChRs a7) que possuem 5 locais de
ligacdo, dispostos entre todas as suas 5 subunidades a7 (Taly et al., 2009). A
subunidade a7 esta entre as poucas que formam homopentameros (Hone; Mclintosh,
2017).
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Figura 5 — Esquema ilustrativo de nAChRs homoméricos e
heteroméricos.
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Fonte: Traduzido de Corradi; Bouzat (2016).

Legenda: a7 e a9 sd@o as Unicas subunidades capazes de formar receptores homomeéricos
funcionais, os quais contém cinco sitios de ligagdo. S&o mostradas algumas
combinagBes heteroméricos possiveis de subunidades a e ndo a. E necesséaria uma
subunidade do tipo a parao sitio de ligacao.

Os nAChRs a7 séo expressos em células ndo neuronais e neuronais, COmo 0S
neurdnios ganglionares, inclusive os localizados no ganglio da raiz dorsal (GRD), os
quais estdoenvolvidos na nocicepc¢éo. Nos neurénios aferentes do GRD os nAChR a7,

estao envolvidos na modulacéo da liberacdo de glutamato (Genzen; Mcgehee, 2003),
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e na modulacdo da producdo de o6xido nitrico (NO), o que pode favorecer a
neuroprotecdo em caso de lesdo a neurdnios do GRD (Papadopolou et al., 2004).

Alguns exemplos de células ndo neuronais que expressam nAChRs a7 sao
macréfagos, mondocitos, células T, células B, e microglia (Hone; Mcintosh, 2017).0s
nNAChRs a7 tem alta permeabilidade ao calcio, mas sua probabilidade de estado
aberto é muito baixa comparado com outros receptores nicotinicos. A ativacao desses
receptores ndo induz corrente ibnica em células ndo neuronais que os expressam.
Nessas células pode ser que os nAChRs a7 exercam uma atividade parecida com a
de receptores metabotrépicos (Bagdas et al.,2018). Receptores nicotinicos foram
identificados em complexos moleculares juntamente com proteinas G, arrestinas, e
proteinas quinases, reforcando a possibilidade de uma sinalizacdo de natureza
metabotropica, relacionada com os nAChRs a7(Buckingham et al., 2009).

Os nAChRs a7 participam da via nociceptiva espinal e supraespinhal, e estdo
ativos em varios modelos de dor neuropética. Um exemplo disso foi observado com
a administracao intraperitoneal de NS6740 um agonista silencioso do nAChR a7.
Agonistas silenciosos sdo moléculas que sozinhas ndo sdo capazes de causar
abertura do canal, mas induzem seletivamente o estado dessensibilizado dos
NAChRs.O NS6740 desencadeou efeitos analgésicos na dor neuropatica induzida por
CCI, por meiodesses receptores em um estado ndo condutor. Essa é outra evidéncia
gue também apoia a ideia de que haja uma atuacdo nao convencional dos nAChRs
a7 (Papke et al., 2015).

Varios outros estudos em animais também mostram a participacdo dos
NAChRs a7 na dor neuropética, a administracdo de um agonista seletivo para nAChRs
a7 diminuiu a alodinia em um modelo de dor neuropatica crénica em rato (Pacini et
al., 2010). Ja esta claro que a colina € um agonista enddgeno eficaz do nAChRs a7,
e sua administracdo demonstrou ser antinociceptiva em modelos de dorpos operatéria
e dor aguda (Damaj; Meyer ; Martin, 2000; Rowley et al., 2010).Efeito similar foi visto
com o aumento da colina, impulsionado por citidina-5'-difosfato-colina; citicolina (CDP-
colina) administrada por via intracerebroventricular (icv), que demonstrou ser eficaz
na modulacao da dor neuropatica proveniente de lesdo nervosa e quimioterapia, a
administracdo central do antagonista seletivo do nAChRa7, a-bungarotoxina evitou
o efeito anti-hiperalgésico da CDP-colina (Bagdas et al., 2011; Kanat et al., 2013).

Outra vantagem dos agonistas nAChR a7 é a melhora dos comportamentos
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aversivos relacionados a dor. Um modulador alostéricos positivos (PAMs) e um
agonista silencioso do nAChR a7, reverteram comportamentos aversivos associados
a dor visceral em camundongos (Bagdas, et al., 2016; Papke et al., 2015). Isso indica
que o nAChR a7, como alvo terapéutico, pode, além de tratar componentes
sensoriais, contribuir na melhora dos aspectos afetivos da dor.

2.8 RECEPTOR MUSCARINICO M2

Os receptores muscarinicos (MAChRs) sdo metabotrépicos e acoplados a
proteina G (Figura 6) o que permite regular varias fungbes bioquimicas em todo o
organismo, ja que a sua expressao € ampla (Zhang et al., 2006). As proteinas G em
seu estado inativado tem um GDP associado ao seu sitio catalitico em sua porcéo
Ga, que se mantéem firmemente ligada as subunidades GBy. Quando o receptor o
gual a proteina esta acoplada é ativado, ira ocorrer uma mudanca conformacional que
permite a interacdo da proteina G, mais especificamente da sua porcéo alfa com o
receptor. Essa interacdo muda a conformacdo da subunidade alfa e faz com que
ocorra a troca do GDP por GTP, o que permite a dissociacdo e o deslocamento das
subunidades Ga e GBy. A subunidade Ga ligado a GTP e Gy livres irdo interagir com
diversos efetores a jusante. Ja estdo bem estabelecidos varios efetores sinalizados
pelas proteinas G, mas quais deles serao ativados e a consequéncia dessa ativacao
€ dependente do tipo de proteina G. Essas proteinas sao divididas, quanto ao tipo de
subunidade a, em 4 familias: Ga s, Ga i , Ga q e Ga 12 (Syrovatkina et al., 2016).
Existem 5 subtipos de mAChRs conhecidos: M1, M2, M3, M4 e M5 (Langmead;
Watson; Reavill, 2008; Wess,2004;). Estes subtipos de mAChR diferem quanto ao tipo
de proteina G que estdo ligados. Os subtipos M1, M3 e M5 formam complexos
preferencialmente com as proteinas G g/11 que estdo relacionadas a ativacédo de
fosfolipases C (PLC-B1-4), que cliva o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), o IP3 abre o receptor IP3 para o calciona membrana
do reticulo endoplasmatico, e o DAG ativa a proteina quinase C. J4 osreceptores M2
e M4 estdo acoplados a Gi/lo que inibem a adenilato ciclase, diminui as
concentracgdes intracelulares de adenosina 3 ', 5'-monofosfato ciclico (CAMP) einibe

canais de calcio dependentes de voltagem (Maeda et al.,2019).
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Figura 6- Estrutura dos receptores muscarinicos de acetilcolina.
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Fonte: TEAL et al., 2019

Legenda: Os receptores muscarinicos sdo acoplados a proteina G. M1, M3 e M5 acoplam-se
seletivamente as proteinas G Gq/ 11, levando a ativagao do PLC e subsequente
aumenta em DAG e IP3, levando ao aumento do célcio intracelular. M2 e M4
ativam preferencialmente as proteinas Gi/o G, inibindo a adenilil ciclasee, portanto,
reduzindo as concentragdes intracelulares de AMPc.

siideses

Estudos demonstraram a presenca de receptores muscarinicos na medula
espinal atuando na via nociceptiva. (Chen et al., 2010b; Zhang et al., 2006,). A inibic&o
de receptores muscarinicos com atropina via intratecal acarretou uma diminuicao de
opioides enddgenos na medula espinal (Yang et al., 2012). Foi visto que a ativacéo
de mAChRs supraespinhais e espinhais induz efeitos analgésicos (Wess; Eglen;
Gautam, 2007). Estudos mostraram que receptores muscarinicos Sao expressos em
neurdnios pré-sinapticos nos ganglios da raiz dorsal (DRG) e no ganglio trigeminal. E
a administracdo de agonistas muscarinicos diminuiu a liberagdo de glutamato por
neurdnios no corno dorsal da medula espinal (Jeong et al., 2013).

Dentre os mAChRs, o subtipo M2 é o mais expresso no corno dorsal da medula
espinal e também o mais envolvido na nocicepcdo. Um estudo observou aumento da

expressdo do receptor muscarinico M2 nos ganglios da raiz dorsal de neurénios de
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animais submetidos a ligadura de nervos espinhais (Hayashida et al., 2006). A
administracao de arecaidina, um agonista relativamente seletivo para M2, induziu a
dessensibilizacdo de nociceptores periféricos tipo C e suprimiu a transmissdo dos
impulsos de dor causados através de estimulacao térmica (Bernardini et al., 2001). A
administracdo de arecaidina também foi capaz de reduzir a hiperalgesia e alodinia
causada pela administracdo intraplantar do fator de crescimento do nervo em
camundongos (De Angelis et al., 2014). A oxotremorina, um agonista muscarinico, &
capaz de induzir antinocicepcao nos testesde movimento da cauda e placa quente em
camundongos. Camundongos knockout para receptor muscarinico de acetilcolina M2
exibiram reducéao significativa na antinocicep¢ao causada pela oxotremorina (Gomeza
et al.,1999).

Essas informacdes revelam o potencial do sistema colinérgico como um alvo
terapéutico para dor neuropatica. Sendo assim, inibidores de acetilcolinesterase
podem aumentar a disponibilidade de acetilcolina na fenda sinaptica, e
consequentemente proporcionar maior ativacdo desses receptores, podendo resultar
em analgesia. Dentre esses inibidores de acetilcolinesterase, a donepezila vem sendo
testada para o tratamento de condi¢cbes dolorosas (Clayton, et al.,2007; Ferrier et
al.,2015; Selvy et al., 2022).

2.9 DONEPEZILA PARA O TRATAMENTO DA DOR NEUROPATICA

A donepezila, um sal cloridrato de piperidina, € um inibidor reversivel e nao
competitivo da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima responsavel pela hidrolise da
acetilcolina (ACh). A donepezila age inibindo a atividade hidrolitica da AChE,
aumentando a concentracdo de ACh na fenda sinaptica (Zeb et al., 2017). Embora
este farmaco seja utilizado no tratamento da doenca de Alzheimer, cuja fisiopatologia
estd relacionada com a reducdo da atividade da colina acetiltransferase (enzima
responsavel pela biossintese da ACh) a donepezila tem apresentado resultados
positivos contra a dor neuropatica. Estudos mostram que a donepezila é bem tolerada
pelos pacientes, principalmente portadores de Alzheimer, além de apresentar uma
menor incidéncia de efeitos adversos comparada a outros inibidores de AchE (como
a rivastigmina e a galantamina) ou placebo (Jackson et al. 2004).

Assim, devido a essa maior seguranca e perfil de tolerabilidade, a donepezila
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tem sido avaliada para o tratamento da dor neuropatica. Um dos primeiros estudos
que demonstraram a eficacia da donepezila no controle da dor neuropatica foi
conduzido por Clayton e Colaboradores em 2007. Esses autores encontraram um
significante efeito antinociceptivo promovido pelo tratamento com a donepezila (10
mg/kg) administrada por via oral em ratos com dor neuropatica induzida pela
constricdo do nervo ciatico. Além disso, esse efeito foi revertido pelo pré-tratamento
com a atropina, um antagonista nao-seletivo de receptores muscarinicos de ACh,
administrada sistémica e intratecalmente. Reforcando esse achado, um estudo atual
demonstrou que o efeito antinociceptivo da donepezila (5 mg/kg, v.0.) em ratos com
dor neuropética induzida pelo quimioterdpico paclitaxel foi revertida pela
administracao intratecal dos receptores muscarinicos do tipo 2 (M2R) metotramina
(Selvy et al., 2022). A participacdo desses receptores presentes no cortex insular
também foi demonstrada em outro estudo avaliando o efeito antinociceptivo da
donepezila em ratos com dor neuropética (Ferrier et al., 2015).

Estudos avaliando a expresséo de receptores colinérgicos em células da glia
tém encontrado a existéncia de todos, tanto os muscarinicos que sao acoplados a
proteina G (metabotropicos) quanto os nicotinicos (ionotropicos) (Gamage et al.,
2020). Receptores muscarinicos do tipo 2 e 4 e nicotinicos do tipo alfa 7 tém sido
demonstrados envolvidos no controle da nocicepgdo via transmissao colinérigica,
porém em neurdnios de 12 e 22 ordem no corno dorsal da medula espinal (Naser &
Kuner, 2018).

Apesar da escassez de estudos, as células da glia espinhais podem ser um
importante alvo envolvido na antinocicepc¢ao promovida pela donepezila durante a dor
neuropatica. Estudos in vitro verificam que a donepezila inibiu a producdo dos
mediadores inflamatorios fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6),
cicloxigenase 2 e oxido nitrico em cultura de micréglia ativada com lipopolissacarideo
bacteriano (Haraguchi et al., 2010; Hwang et al., 2010; Kim et al., 2021). Além disso,
esse efeito foi associado com a inibicdo das vias de sinalizacdo intracelular e de
fatores de transcricdo para esses mediadores.

Diante do exposto, faz se importante estudos que investiguem o efeito da
donepezila em células da glia; bem como, 0 mecanismo colinérgico envolvido neste
processo. Além disso, a administracéo oral de donepezila tem sido relacionada a uma

série de efeitos adversos como diarreia, bradicardia, vOmito, insbnia e anorexia
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(Zhang et al., 2019). E uma das estratégias que tem sido estudadas para solucionar
0s inconvenientes relacionados a administracdo oral da donepezila, € o
desenvolvimento de formula¢gBes para administracdo nasal deste farmaco (Souza et
al., 2021). A via nasal vem sendo cada vez mais explorada para a administracao de
farmacos que atuam no sistema nervoso central. E uma via de facil acesso, nédo
invasiva e indolor, além de evitar o metabolismo de primeira passagem, a inativacao
no trato gastrointestinal e o metabolismo da parede intestinal (Kirange; East, 2017).
Ela possui um epitélio com uma grande area superficial, além de permitir o transporte
direto de farmacos para o cérebro (Figura 7) , através das vias olfatérias e
respiratérias, evitando assim a passagem pela barreira hematoencefalica, principal

obstaculo para os farmacos que atuam no sistema nervoso central (Khan et al., 2017).

Figura 7- Via de administragédo nasal.
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Legenda: Através da administracdo nasal, os farmacos podem chegar ao SNC sem atravessar a BHE
através da via direta na qual faz parte as vias olfatdrias e trigeminal, e da via indireta que é
facilitada pela alta vascularizagdo da regido.

Assim, com o intuito de viabilizar a administracdo nasal de donepezila, foi
empregado no presente trabalho carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)
carregados com donepezila, previamente desenvolvidos. Os CLN sao considerados
excelentes carreadores para administragcdo nasal de farmacos, uma vez que

promovem uma rapida absorgéo para o cérebro, além de que, quando incorporado no
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CLN, o farmaco é protegido da degradacédo e do efluxo que o leva de volta para a
cavidade nasal, aumentando assim a disponibilidade do farmaco no cérebro e no
sangue (Costa et al., 2019; Akel; Ismail; Csdka, 2020). Em trabalho anterior do nosso
grupo, foi demonstrado que a administracao nasal de CLN carregados com canabidiol
foi capaz de aumentar a eficacia e a duragéo do efeito antinociceptivo em animais com
dor neuropatica induzida por quimioterapico, quando comparado a administracdo de
solucéo de canabidiol, tanto pela via hasal quanto pela via oral (Matarazzo et a., 2021).

Nesse sentido, além do presente estudo tentar desvendar o mecanismo
nociceptivo da inibicdo da acetilcolinesterase, ele ira avaliar o efeito antinociceptivo
de carreadores lipidicos nanoestruturados carregados com donepezila (CLN-

donepezila), administrados via nasal em camundongos com dor neuropatica.
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3 JUSTIFICATIVA

A alta incidéncia da dor neuropética e os prejuizos a qualidade de vida dos
individuos que convivem com ela, justificam a intencéo de elucidar mecanismos de
analgesia eficientes, j& que ela se mostra muitas vezes resistente aos tratamentos
propostos até o momento, alémde que esses podem apresentar efeitos adversos que
variam de desagradaveis até graves.

Nessa busca estudos vem comprovando a eficacia da donepezila como
alternativa a esses tratamentos. Porém, ainda ndo se sabe se a antinocicep¢ao
promovida por este farmaco esta relacionada a inibicdo de micréglia, ja que essas
sdo amplamente descritas como importantes na modulacdo da excitabilidade dos
neurdnios, e assim se faz importante esclarecer se elas séo os potenciais alvos.

Além disso, a administracdo nasal da donepezila através de um carreador
lipidico nanoestruturado, pode evitar os efeitos gastrointestinais e outros
indesejaveis da administracédo oral na dor neuropatica, além de poder potencializar
eprolongar o efeito analgésico, tornando a verificacdo de sua eficacia e viabilidade

de uso para este fim de grande importancia.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da donepezila e de CLN-donepezila sobre a micrdglia, via

receptores colinérgicos durante a dor neuropética em camundongos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da donepezila e de CLN-donepezila sobre o limiar

nociceptivode camundongos com dor neuropatica;

a) Investigar o envolvimento espinal e taldmico dos nAChR a7 e mAChR

M2 naantinocicepcao induzida pela CLN-donepezila durante a dor neuropatica,

b) Avaliar a expressao génica de nAChR a7, mMAChR M2 , e micréglia em
medula espinal e tdlamo, durante o controle da dor neuropatica pela CLN-

donepezila;

c) Investigar a influéncia de CLN-donepezila sobre os niveis das

citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1B na medula espinal; e talamo.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Camundongos machos da linhagem C57BL/6, provenientes do biotério central
da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL), foram utilizados nos experimentos que
se iniciaram quando os animais tinham 7 semanas de idade e pesavam entre 20 e
25g. Os animais foram alojados aleatoriamente em caixas de polipropileno, forradas
com maravalha, com no maximo 6 animais por caixa, € mantidos em condicdes
padrdo de temperatura (22,1 °C), ciclo claro/escuro (12h/12h) e umidade de 65%,
com livre acesso a racdo e agua até o inicio de cada experimento. Todos os
procedimentos experimentais seguiram as normas eticas estabelecidas para a
experimentacao, recomendadas pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UNIFAL-MG. O projeto foi aprovado pela CEUA sob o numero de protocolo
0046/2022 (Anexo A).

5.2 CONSTRICAO CRONICA DO NERVO CIATICO (CCI)

Os animais foram pesados e anestesiados por meio de uma injecéo
intramuscular contendo uma solucéo composta por cloridrato de cetamina e cloridrato
de xilazina, nas doses de 100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente. No membro
posterior direito, foi administrado 1L da solucdo anestésica para cada grama de peso
do animal. Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em decubito ventral
sobre uma mesa, com seus membros fixados por meio de uma fita adesiva. Em
seguida, foi realizada a tricotomia na regido posterior da coxa direita. A cirurgia de
constricdo do nervo ciatico foi conduzida de acordo com o protocolo estabelecido por
Bennet & Xie (1988), que propuseram o método parainducéo de dor neuropética, por
ser capaz de evocar sinais comportamentais de dor espontanea, e protecdo como
mancar e evitar colocar peso sobre o membro lesionado. O protocolo foi utilizado,
porém adaptado para camundongos e consistiu na incisdo da pele e musculos do
membro posterior direito, expondo assim o0 nervo ciatico direito. Posteriormente,
foram realizadas trés ligaduras no nervo utilizando fio de sutura de seda com

espessura 4,0, cada uma com um no duplo. A pressdo dos nés contra o nervo foi
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ajustada de forma a nédo interromper o fluxo sanguineo epineural, mas também
garantindo que néo deslizassem pelo nervo. O nervo foi entdo reposicionado e a
incisao foi fechada com pontos simples(Figura 8).

Outro grupo foi formado por animais falsos operados (grupo SHAM)
submetidosao mesmo protocolo experimental, mas apenas com a exposi¢ao dos
nervos, sem a realizagéo de qualquer constricdo por ligadura, caracterizando assimo
grupo SHAM.

Figura 8- Passos da cirurgia de constricdo do nervo ciético.

Fonte: Autora (2023).
Legenda: A) incisdo; B) exposicdo do nervo ciatico; C) Ligaduras com fio de seda ao redor do
nervo ciatico; D) sutura da pele.



52

5.3 SUBSTANCIAS UTILIZADAS NO ESTUDO

As seguintes substancias foram utilizadas no presente estudo:

-Cloridrato de Cetamina

Cetamin 10%, Syntec, Brasil. - 100 mg/Kg (CEUA UNIFAL-MG, 2021).
Foi utilizado como anestésico cirargico associado a xilazina, para as cirurgias de
constricao do nervo ciético.

-Cloridrato de xilazina

Xilazin 2%, Syntec Brasil. - 10 mg/Kg, IM (CEUA UNIFAL-MG, 2021).
Foi utilizado como sedativo associado a cetamina, para realizagéo das cirurgias.

-Isoflurano

Isoforine, Cristalia, Brasil. — 3% Inalatorio (CEUA UNIFAL-MG,2021).
Foi utilizado como anestésico inalatério para a administracdo de substancias por via
intratecal.

-Donepezila

Cloridrato de donepezila, Cristélia, Brasil.- 3 mg/kg VO (Choi et al., 2022).
Inibidor da acetilcolinesterase, diluido em salina (0,9%) e administrado por via oral
em um volume de 10uL por grama de peso corporeo.

-CLN-donepezila

Carreador lipidico nanoestruturado carregados com donepezila, Laboratério
de pesquisa em Sistemas de Liberacdo de Farmacos, FCF-UNIFAL-MG. - 3mg/Kg
(correspondente a dose de donepezila VO). Administrados por via nasal em um
volume de 20uL por animal, divididos em 4 aplicacdes de 5L cada, revezadas entre
as narinas.

-CLN-Vazio

Carreador lipidico nanoestruturado vazio, Laboratério de pesquisa em
Sistemas de Liberacao de Farmacos, FCF-UNIFAL-MG.
Veiculo da CLN-donepezila. Administrado por via nasal em um volume de 20uL por
animal, divididos em 4 aplicacdes de 5L cada, revezadas entre as narinas.

-Dimetindeno

Maleato de dimetindeno, Tocris, EUA - 0,4 ug (Motta et al., 2011).
Antagonista seletivo para receptor mAChR M2, administrado por via intratecal (i.t.)

em um volume de 6 L.
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-Metilicaconitina

Citrato de metillicaconitina - 10 pg, (Damaj et al.,1997).
Antagonista seletivo para nAChR a7, administrado por via intratecal (i.t.) em um
volume de 6 pL.

5.5.2 Via de administracao oral

A donepezila administrada por via oral foi utilizada como controle positivo por
apresentar efeitos antinociceptivos ja conhecidos. A donepezila foi entdo
administrada por via oral pelo método de gavagem que consiste em conter o animal
pela base do pescoco, de maneira que o camundongo mantenha a boca aberta
naturalmente para que se possa introduzir uma canula metélica curvada, medindo
4cm de comprimento e 3 mm de diametro, acessando o esb6fago do animal. Foi

administrado 10 pL por grama de peso corporal da solugdo contendo donepezila.

5.4 PREPARO DOS CLN-DONEPEZILA

Os CLN-donepezila foram preparados no Laboratério de pesquisa em
Sistemas de Liberacdo de Farmacos, FCF-UNIFAL-MG, pela técnica da
microemulsificacdo a quente, proposta por Gasco (1993). Os CLN sao particulas
coloidais constituidas por uma matriz lipidica biodegradavel preparados empregando
acido estearico (Sigma-Aldrich, EUA), acido oleico (Sigma-Aldrich, EUA), Tween-80
(Sigma-Aldrich, EUA) e Pluronic F68 (Sigma-Aldrich, EUA).

5.5 VIAS DE ADMINISTRACAO DAS SUBSTANCIAS

5.5.1 Via de administracao intratecal

Para avaliar a participacao espinhal do mAChR M2 e do nAChR a7 na possivel
antinocicepcgao induzida pela donepezila ou pelo CLN-donepezila, os respectivos
antagonistas dimetindeno (DIM) e a metillicaconitina (MLA) foram administrados por
via intratecal. Para a realizacdo das injecdes intratecais (i.t.), utilizamos o método

proposto por Hylden e Wilcox (1980). Inicialmente, os animais foram sedados com
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isoflurano por meio de um sistema de anestesia inalatoria digital de baixo fluxo
(Bonther Produtos e Equipamentos para Laboratério LTDA). O equipamento contém
uma caixa de inducdo em acrilico onde os animais permaneceram até a inducéo da
anestesia com uma taxa de 3% de isoflurano. Apé6s a indugéo os animais foram
colocados em uma mesa com mascara para inalacao de isoflurano com uma taxa
demanutencédo de 1% (Figura 9). Anestesiados, os animais foram tricotomizados na
regido lombar, e foi utilizado alcool 70% para assepsia do local. Em seguida, os
animais foram posicionados de maneira a facilitar a palpacdo dos processos
espinhosos das vértebras lombares (segmentos L5 e L6). Uma agulha foi entdo
inserida diretamente no espaco intervertebral de cada animal e, apés a verificacdo do
reflexo da cauda, foi realizada a injecdo em um volume total de 6 uL para cada
substancia ou veiculo. Previamente a esse procedimento e com o objetivo de
assegurar a administracao correta das substancias, foi realizado umtreinamento para
o aprimoramento da técnica cominjecéo de 6 pL de lidocaina (2%), observando como
resposta positiva da administracdo i.t. de lidocaina, uma paralisia dos membros
traseiros dos animais.

Figura 9- Administracao intratecal.
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Fonte:lAGtorh (2023).
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5.5.3 Via de administracao nasal

Foi avaliado o efeito antinociceptivo da administracdo nasal de CLN-
donepezila. Para esta administracao, os animais foram anestesiados com isoflurano
e segurados pela pele na regido cervical e mantidos em posi¢cado dorsal em uma
angulacéo de 45° (Figura 10). Logo em seguida, 5 pL de cada uma das solugdes;
CLN-donepezila; ou CLN-vazio, foram pipetados na entrada proximo de cada uma
das narinas do animal e apés 3 segundos o mesmo procedimento foi repetido em

cada uma das narinas, totalizando 20 pl (Hanson et al., 2013).

Figura 10- Administracdo nasal.

Fonte: Hanson et al. (2013).

5.6 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO

Para avaliar as alteracdes do limiar nociceptivo mecéanico resultantes da
constricdo cronica do nervo ciatico e da administracdo das substancias, foram
utilizados os filamentos de von Frey (AESTHESIA, EUA) (Figura 11A), seguindo um

método padronizado pelo laboratério. Os passos estdo descritos a seguir:

1. Ambientacdo dos animais: O experimento foi realizado dentre o periodo
de 7:00 horas da manha e 18:00 horas da tarde, respeitando o ciclo claro dos
animais. Inicialmente, os camundongos foram colocados em caixas de vidro,
divididas em 4 compartimentos individuais. Essas caixas que nao possuem fundo
permaneceram sobre um aparato com grade de metal, que permite a exposi¢cao da

pata dos animais(Figura 11B). Para ambientacdo os animais permaneceram de 30
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a 60 minutos no aparato experimental, antes de se iniciar a aplicacao dos filamentos.

2. Aplicagao dos filamentos: Foi utilizado um conjunto de monofilamentos
(AESTHESIA®, EUA) de varias espessuras 0,02g, 0,04g, 0,079, 0,169, 0,49, 0,64,
1,0g, 1,49 e 2,0g em que cada filamento possui uma forga em gramas. Os filamentos
foram aplicados de forma perpendicular sobre a superficie plantar da pata traseira
direita de cada animal, com uma presséo suficiente para causar a curvatura do
filamento (Figura 11C). Cada filamento foi aplicado 3 vezes (3 aplicacdes seguidas
com o mesmo filamento) iniciando-se pelo de 0,02 g e aumentando progressivamente

até atingir uma resposta positiva de nocicepcao.

3. Identificacdo da resposta de nocicepcéo positiva: A retirada, a lambida ou
agitacdo da pata que esta sendo avaliada foram consideradas respostas positivas.
Ea identificagcdo em gramas do filamento que provocou tal resposta foi anotada para
aquele animal. Observada a resposta positiva, o proximo animal a ser avaliado

recebeu as aplicacdes conforme o passo 2.

4. Medicdes repetidas: Apos avaliacdo de todos os animais e identificacao
dofilamento capaz de evocar uma resposta positiva para cada um, uma nova medida
foirealizada para cada animal. Iniciando pelo primeiro animal, os passos 2 e 3 foram
repetidos mais duas vezes. Assim, no total, foram realizadas trés medicdes por

animal.

5. Célculo do limiar nociceptivo mecanico: Foi calculada a média das trés
medicdes de cada animal em gramas (g) e foi considerada como o limiar nociceptivo

mecanico de retirada da pata.
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Figura 11- Teste de von Frey.
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Legenda: A) Filamentos de von Frey ; B) Animais posicionados sobre grade;
C) Aplicagédo do filamento até que o mesmo se curve.
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5.7 AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA

Como intuito de verificar o efeito da donezepila, bem como da CLN-donezepila
sobre a atividade motora dos animais, foi utilizado o teste do rota-rod. O aparelho de
rotarod (Bonther, Brasil) consiste em um cilindro com 25 cm de diametro, dividido em
quatro baias de 6 cm cada(Figura 12). O cilindro gira no sentido horario a uma
velocidade constante de 13 rotacdes por minuto. Foi realizada uma ambientacao
prévia no dia anterior ao teste. No dia do teste, foi avaliado o periodo em segundos
em que cada animal permanece no cilindro que esta girando (Rosland et al., 1990).
O periodo maximo registrado foi de 120 s. O teste foi repetido trés vezes para cada
animal, com um intervalo de 5 minutos entre as medidas. Foi calculada a média em
segundos das 3 medidas de tempo em que cada animal permaneceu no cilindro sem

cair.

Figura 12- Aparelho de rotarod.

Fonte: Autora (2023)
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5.8 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

Além dos ensaios comportamentais o presente estudo avaliou, por meio do
ensaio de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, a expressao génica para
mMmAChR M2, nAChR a7 e TMEM119 (marcador microglial). Para tal, segmentos da
medula espinal (segmentos L4-L6) e do talamo (retirado do hemisfério cerebral
esquerdo) dos seguintes grupos de animais foram utilizados (n=5): animais
induzidos a dorneuropatica; animais sham; animais induzidos a dor neuropatica

tratados com CLN- donepezila e animais sham tratados com CLN-donepezila.

Imediatamente apds a eutanasia dos animais com oversose de xilazina e
cetamina, no 21° dia p6s CCIl ou SHAM, os tecidos de cada animal dos grupos
previamente descritos foram coletados e logo em seguida colocados em tubos de 1,5
ml contendo TRIzol e armazenados a -80-C. A quantificacdo do RNA total foi avaliada
por leitura espectrofotométrica usando o NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, EUA). Em seguida, 1 ug de RNA total foi incubado com DNase por
15 min em termociclador a 37°C para eliminar possivel contaminacdo com DNA
gendbmico. Entdo, o RNA total foi submetido a reacdo de transcricdo reversa (RT)
utilizando primers Oligo dT e SuperScript IV Fisrt-Strand Synthesis System
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), de acordo com as instru¢cfes do fabricante (Quadro
4). Primeiro, o primer Oligo dT, a mistura de DNTP e o RNA total foram aquecidos a
65°C por 5 min. Em seguida, o tampao 5X RT, DTT, inibidor de ribonuclease e
SuperScript IV transcriptase reversa foram adicionados ao RNA recozido e incubados
a 55°C por 30 min e depois a 80°C por 10 min para promover a inativacdo da enzima.
A expressao de genes-alvo foi investigada usando o Power SybrGreen PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Sdo Paulo, SP, Brasil) no Sistema de Deteccdo de
Sequéncias ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Sao Paulo, SP, Brasil). Todas as
reacdes foram realizadas obtendo um volume final de 25 YL e os genes foram
amplificados nas seguintes condicdes experimentais: 95°C por 10 min (1 ciclo),
desnaturagao a 95-C por 10 s, seguido de anelamento a 60°C e extenséo por 1 min
(40 ciclos). A normalizacao dos valores de expressao dos genes-alvo foi realizada
por meio da expressao do gene constitutivo SDHA. O método AACt com correcao
deeficiéncia foi empregado para calcular a expressao relativa de cada gene, e uma

amostra de controle foi usada como calibrador (Pfaffl, 2001). Os valores médios de
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eficiéncia para cada gene foram medidos através do perfil de amplificacdo de cada
amostra, utilizando o programa LinRegPCR, conforme recomendado por Ramakers
ecolaboradores (Ramakers et al., 2003).

Quadro 3- Primers utilizados na técnica de RT-qPCR.

Gene Sequéncia (5’- 3’)
F:GTACAAGGAGCTGGTCAAGAA
nAChR a7
R:CAGGAGACTCAGGGAGAAGTA
F-GAATGGGGATGAAAAGCAGA
mAChR M2
R:GCAGGGTGCACAGAAGGTAT
F:GTGTCTAACAGGCCCCAGAA
tmem119
R: AGCCACGTGGTATCAAGGAG
F:GGAACACTCCAAAAACAGACCT
sdha R:CCACCACTGGGTATTGAGTAAA

Fonte: Autora.
Legenda: F = doinglés forward , iniciador direto ; R = do inglés reverse, iniciador inverso.

5.9 AVALIACAO DOS NiIVEIS DE CITOCINAS INFLAMATORIAS

Foi avaliado o efeito de CLN-donepezila sobre os niveis espinhais e talamicos
das citocinas TNF-q, IL-1B e IL-10 em animais submetidos a injaria por constricao
cronica do nervo (CCI) ou sham. Para a realizacdo desses experimentos, apos a
eutanasia, as amostras da medula espinal (segmentos L4-L6) e do talamo esquerdo
(contralateral a leséo) foram coletadas e utilizadas para a dosagem de citocinas por
meio da técnica de ELISA (do inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Foram
utilizados kits especificos para cada citocina e todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as instru¢des do fabricante (Prepotech, EUA). As amostras
foram homogeneizadas em 300 pL de tampao fosfato-salino (PBS) 0,1 M, pH 7,4 e
centrifugadas a 5,000 rpm por 10 minutos em uma temperatura de 4°C e entdo 0s
sobrenadantes foram retirados e armazenados em tubos no biofreezer a uma
temperatura de -80°C até o momento da andlise. Inicialmente, microplacas (uma para

cada citocina) com 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais de
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captura durante a noite. No outro dia, os pog¢os foram lavados com tampé&o de

lavagem contendo PBS e 0,05% de Tween-20 e uma solugéo de BSA foi adicionada

nos pocos da microplaca por 2 horas, para o blogueio dos sitios inespecificos. Apos

esse periodo a placa foi lavada novamente e depois, a curva padrao de cada citocina

e as amostras foram colocados nos pocos pelo periodo de 2 horas. Em seguida, a

placa foi novamente lavada, e incubada por 2 horas com anticorpo de deteccdo. Apés

nova lavagem, a avidina-HRP foi adicionada por um periodo de 30 minutos. Por fim,

a placa foi lavada mais uma vez e o substrato da HRP, 2,2'-azino-di-(3-

etilbenzotiazolina 6-sulfénico) (ABTS), foi adicionado. Por fim, as leituras das reacdes

colorimétricas, foram realizadas a 405nm de comprimento em um leitor de

microplacas ELx800 (BIOTEK, EUA).

5.10 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos experimentos os animais foram distribuidos de forma

aleatdria em grupos apresentados no Quadro 3.

Quadro 4 — Grupos experimentais.

Grupos
Avaliacdo do limiar nociceptivo

CCI (injuria por constricao crbnica)
SHAM (falso operados)

CCI+ donepezila

SHAM+ donepezila

CCI+CLN-donepezila

SHAM+CLN-donepezila
Avaliacdo de receptores

CCI (injaria por constricdo cronica)

SHAM (falso operados)

(continua)
Descricao
TESTE DE VON FREY(n=6)

Animais submetidos ao modelo de dor
neuropatica

Animais submetidos a cirurgia simulada

Animais induzidos a dor neuropatica e
tratados com donepezila (controle positivo)

Animais falso operados e tratados com
donepezila

Animais induzidos a dor neuropatica e
tratados com CLNs carregados com
donepezila

Animais falso operados e tratados com
CLNs carregados com donepezila

TESTE DE VON FREY(n=6)

Animais submetidos ao modelo de dor
neuropéatica

Animais submetidos a cirurgia simulada



Quadro 4 — Grupos experimentais

Grupos
Avaliacao de receptores

CCl+dimetindeno+CLN-donepezila

SHAM+dimetindeno+CLN-
donepezila

CCl+metillicaconitina+CLN-

donepezila

SHAM+metillicaconitina+CLN-
donepezila

CCI+ Veiculo +CLN-donepezila

SHAM+ Veiculo +CLN-donepezila

Grupos de controle com veiculos

CCI+SALINA
SHAM+SALINA
CCI+CLN-Vazio

SHAM+CLN-Vazio
Avaliacdo da funcdo motora

CCI+ donepezila
SHAM+ donepezila
CCI+CLN-donepezila
SHAM+CLN-donepezila

Testes biomoleculares
CCI (injaria por constricao cronica)

SHAM (falso operados)
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(continuacéo)
Descricao
TESTE DE VON FREY(n=6)
Animais induzidos a dor neuropatica e
tratados com antagonista do mACh M2 e
CLN-donepezila

Animais falso operados e tratados com
antagonista do mACh M2 e CLN-donepezila

Animais induzidos a dor neuropética e
tratados com antagonista do nACh a7 e
CLN-donepezila

Animais falso operados e tratados com
antagonista do nACh a7 e CLN-donepezila

Animais induzidos a dor neuropatica e
tratados com salina (veiculo dos
antagonistas) e CLN-donepezila

Animais falso operados e tratados com
salina (veiculo dos antagonistas) e CLN-
donepezila

TESTE DE VON FREY(n=5)

Animais induzidos a dor neuropatica e
tratados com salina (veiculo da donepezila)

Animais falso operados e tratados com
salina (veiculo da donepezila)

Animais induzidos a dor neuropatica e
tratados com o veiculo da CLN-donepezila

Animais falso operados e tratados com o
veiculo da CLN-donepezila

TESTE DE ROTAROD(n=5)

Animais induzidos a dor neuropatica e
tratados com donepezila (controle positivo)

Animais falso operados e tratados com
donepezila

Animais induzidos a dor neuropatica e
tratados com CLNs carregados com
donepezila

Animais falso operados e tratados com CLNs
carregados com donepezila

ELISA(n=4), RT-PCR(n=5)
Animais submetidos ao modelo de dor
neuropética

Animais submetidos a cirurgia simulada /
Controle
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Quadro 4 — Grupos experimentais
(concluséo)

Grupos Descricao
Testes biomoleculares ELISA(n=4), RT-PCR(n=5)
_ Animais induzidos a dor neuropatica e
CCI+CLN-donepezila tratados com CLNs carregados com
donepezila
SHAM+CLN-donepezila Animais falso operados e tratados com CLNs

carregados com donepezila
Fonte: elaborado pela autora.

5.11 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

5.11.1 Delineamento da avaliacéo do limiar nociceptivo, e daavaliacdo da funcéo
motora

Inicialmente, para avaliar o efeito de CLN-donepezila sobre a nocicepcéo
induzida pelo modelo de dor neuropatica, foi avaliada a medida basal do limiar
nociceptivo dos animais. Logo em seguida, esses animais foram divididos
aleatoriamente em 6 grupos: CCI, CCl+donepezila, CCI+CLN-donepezila, SHAM,
SHAM+donepezila, SHAM+CLN-donepezila. Apés 21 dias a CLN-donepezila foi
administrada no grupo CCI+CLN-donepezila e também no grupo SHAM+donepezila.
A donezepila (controle positivo) também foi administrada no 21° dia pds CCl e sham,
nos grupos CCl+donepezila, SHAM+donepezila. A CLN-donepezila e donepezila
foram administradas e 40 minutos depois o limiar nociceptivo foi avaliado, e novas
avaliacdes foram subsequentemente realizadas a cada 40 min enquanto perdurou o
efeito, e repetida 24 horas apos as administracdes. Neste mesmo periodo foi também
avaliado os grupos CCl e SHAM que nao receberam nenhum tratamento.

Para avaliar a participacao dos receptores mMAChR M2 e nAChR a7 no efeito
deCLN-donepezila sobre a dor neuropatica, foi verificado o limiar nociceptivo de
novos grupos de animais que passaram pela medida basal e foram divididos
aleatoriamente  em grupos (n=6): CCl+dimetindeno+CLN-donepezila,
SHAM+dimetindeno+CLN- donepezila, CCl+metillicaconitina+CLN-donepezila,
SHAM-+metillicaconitina+CLN- donepezila, CClI+Veiculo+CLN-donepezila,
SHAM+Veiculo+CLN-donepezila. No caso dos animais que receberam o0s

antagonistas para os receptores colinérgicos ouveiculo, estes foram administrados
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por via i.t. 10 min antes a administracdo de CLN- donezepila, e 40 minutos depois
foi avaliado o limiar nociceptivo a cada 40 minutos, até 480 minutos e repetido 24
horas depois das administragdes.

Em outro momento também foi verificado o limiar nociceptivo de animais
controles CCl e sham tratados com salina ou CLN-vazio respectivos veiculos da
donepezila e da CLN-donepezila, e foi seguido o mesmo protocolo de cirurgia, tempo
de administracdes e de avaliagbes do limiar nociceptivo.

Com intuito de avaliar se a funcdo motora é afetada por donepezila e CLN-
donepezila, o que pode influenciar a resposta de retirada frente ao estimulo mecénico
dos filamentos de von Frey, foi realizado o teste de rotarod. Para esse experimento
utilizamos outros animais divididos nos seguintes grupos: CCl+ donepezila, SHAM+
donepezila, CCI+CLN-donepezila, SHAM+CLN-donepezila. O teste de rotarod foi
composto de uma medida basal, realizada antes das cirurgias nos animais CCl e
sham, posteriormente uma medida no 21° dia ap0s as cirurgias, seguido da
administracao de donepezila e CLN-donepezila e uma nova medida 240 minutos pos-
tratamento.

A Figura 13 representa resumidamente o delineamento das avaliacdes
descritas. O dia de inicio do experimento foi descrito como dia 0, em que foi realizado

a medida basal (MB) e as cirurgias CCIl ou sham. No dia 21 foram feitas as

Figura 13- Esquema representativo do delineamento das avalia¢des do limiar
nociceptivo, e da funcdo motora.

DIAO
[ J
\
MEDIDA BASAL DIMETINDENO / METILICACONITINA / SALINA
VON FREY DONEPEZILA / CLN-DONEPEZILA/ VEICULOS
®
h | ADMINISTRAGOES  AVALIAGAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO
|
CCl / SHAM METODO DE VON FREY FILAMENTOS
A CADA 40 MINUTOS
ROTAROD DONEPEZILA
MEDIDA BASAL CLN-DONEPEZILA
iﬁ_ : ROTAROD ADMINISTRACOES ROTAROD
240min
CCl / SHAM AVALIAGAO DA FUNGAO AVALIAGCAO DA FUNCAO

MOTORA PRE-TRATAMENTO MOTORA POS-TRATAMENTO
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Fonte: Autora.

Legenda :A) Foi realizado uma medida basal (MB) antes da cirurgia de constricdo do nervo ciatico

(CCI), apos 21 dias as substancias foram administradas e 40 minutos depois o limiar
nociceptivo foi avaliado a cada 40 minutos, e repetido 24h depois.
B) Foi realizado uma medida basal (MB) antes da cirurgia de constricdo do nervo ciatico
(CCI), apo6s 21 dias foi realizada uma nova avaliacdo da fungdo motora e logo em
seguida as substéncias foram administradas , 240 minutos depois (auge do efeito de CLN-
donepezila)a fungcdo motora foi novamente avaliada.

5.11.2 Delineamento dos testes biomoleculares

Os testes biomoleculares foram realizados para avaliar os niveis de citocinas
IL-10, IL-1B8 e TNF-a, e a expressdo génica dos receptores mACh M2, nACh a7 e
microglia, na medula espinal e no tdlamo contralateral, apos aadministracdo de CLN-
donepezila. Para cada um dos testes, RT-PCR, ou ELISA, foi utilizado os seguintes
grupos: CCI (injuria por constricdo cronica), SHAM (falso operados), CCI+CLN-
donepezila, SHAM+CLN-donepezila. Os grupos tratados com CLN-donepezila, no
21° dia pos cirurgia, foram eutanasiados 240 minutos apos as administracdes, e logo
em seguida os segmentos L4-L6 da medula espinal e o talamo esquerdo
(contralateral a lesdo ) foram coletados e armazenados em -80°C, até o dia do

experimento, como resume a Figura 14.

Figura 14- Esquema representativo do delineamento das coletas de amostras para
os testes biomoleculares.

UDUNEFELILA
CLN-DONEPEZILA
) RT-PCR
| ADMINISTRAGOES ~ COLETAS
|
L240min
CIRURGIA DE CONSTRICAO DO COLETA— ' :fﬂm‘ ELISA
NERVO CIATICO/ SHAM
®
DIAO

Fonte: Autora.

Legenda: Foi realizado a cirurgia de constricdo do nervo ciatico (CCl), apds 21 dias as substancias
foram administradas , 240 minutos depois (auge do efeito de CLN-donepezila) , os animais
foram eutanasiados e foi realizada a coleta de amostras da medula e do tdlamo esquerdo.
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5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estédo apresentados como a meédia + E.P.M. Para o tratamento
estatistico dos dados comportamentais de limiar nociceptivo mecéanico, foi utilizada
aanalise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA). Ja o tratamento estatistico
dosdados obtidos no teste de rotarod e nos ensaios moleculares foi realizado por
meio da andlise de variancia de uma via (One-way ANOVA). Ambas as analises
foram seguidas pelo pos teste de Bonferroni para comparac6es multiplas e foram
consideradas estatisticamente significativos os valores de p<0,05. A analise
estatistica e a elaboracdo dos graficos foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism, verséo 5 (GraphPad Software, EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DO EFEITO DA DONEPEZILA E CLN-DONEPEZILA NO LIMIAR
NOCICEPTIVO DE ANIMAIS COM DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR CCI

Inicialmente, foi avaliado se CLN-donepezila administrada via nasal, seria capaz
de gerar antinocicep¢do; bem como este efeito comparado a donepezila administrada
por via oralem animais submetidos a CClI (Gréafico 1A). O resultado desse experimento
mostrou uma reducdo significativa do limiar nociceptivo do grupo CCIl em relacdo ao
grupo SHAM, no 21° dia pés-operatorio (F5,30= 22.94, P < 0,001). Outro grupo
submetido a CCI foi tratado, no 21° dia pés-operatorio, com CLN-donepezila por via
nasal (CCI+CLN-DP2Z), o limiar foi verificado e constatou-se reversdao da alodinia
mecanica 40 minutos apds o tratamento, por 400 minutos (F5,30= 22.94, P<0.001).
Também no 21° dia pds inducéo da dor neuropatica, outro grupo de animais foi tratado
com donepezila 3 mg/kg por via oral (CCI+DPZ), e 40 minutos apds a administracao,
houve uma grande reverséao do limiar nociceptivo comparado ao grupodor neuropatica
(CClI) (F5,30= 22.94, P<0.001), ultrapassando até mesmo o limiar basal pré cirtrgico.
O efeito foi significativo em relacéo ao grupo néo tratado (CCl) até
400 minutos (F5,30= 22.94, P<0.001) apos a administragéo oral de donepezila.

Os animais falso operados que receberam também os tratamentos com CLN-
donepezila, e donepezila (SHAM+CLN-DPZ / SHAM+DPZ) ndo apresentaram
nenhuma alteracéo significativa em seu limiar comparado com animais falso operados
nao tratados (SHAM) (F5,30= 22.94, P > 0.05).

Dessa forma, observando o Grafico 1A podemos considerar que os tratamentos,
tanto com donepezila como CLN-donepezila causaram acentuada reducdo da
resposta positiva de nocicep¢do comparados ao grupo nao tratado (CCl). Além disso,
a comparacao entre as drogas mostra que houve uma diferenca significativa em seus
efeitos, principalmente entre 40 a 160 minutos (P<0.001, F5,30= 22.94), apés a
administracdo das substancias. A donepezila, administrada por via oral, promoveu um
efeito antinociceptivo mais acentuado comparado a CLN-donepezila (P<0.001, F5,30=
22.94).
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Gréfico 1A — Avaliagdo do efeito da donepezila e CLN-donepezila no limiar

nociceptivo
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Fonte: Autora.

Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pés
teste Bonferroni. O limiar nociceptivo mecéanico foi avaliado pelo teste de von Frey filamentos
antes do procedimento cirargico (MB). No 21° dia ap6s o procedimento cirurgico foi feita
administracdo por v.o. de donepezila (CCI+DPZ/ SHAM DPZ), e administracédo por v.n. de
CLN-donepezila (CCI+CLN-D/ SHAM+CLN-D), apds as administracdes o limiar foi verificado
a cada 40 minutos, até 520 minutos e na 24° hora (1440 min). *** indica significaAncia
estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo SHAM. ### indica significAncia estatistica (p <
0,001) em relacéo ao grupo CCl. &&&, & indicam significAncia estatistica (p < 0,001, p < 0.05)
da comparacéo ente CCI+CLN-DPZ e CCI+DPZ.

Para descartar a influéncia dos respectivos veiculos dos farmacos, no limiar
verificado apés administracdes de CLN-donepezila e donepezila, foi avaliado o limiar
nociceptivo de animais em grupos tratados apenas com os veiculos: salina e CLN-
vazio (Grafico 1B). Animais submetidos a cirurgia de inducdo de dor neuropatica
(CCI+SALINA) ou animais falso operados (SHAM+SALINA) ndo apresentaram
alteracdo dos seus limiares nociceptivos (p>0,05) apds receberem salina
(F3,16=10.20). O mesmo foi observado com a administragcdo do carreador da
nanoparticula de donepezila vazio, tanto animais com dor neuropatica CCI+CLN-
Vazio), como animais falso operados (SHAM+CLN-Vazio), que receberam
administracado nasal do CLN-vazio ndo sofreram alteracdo de resposta nociceptiva

apos a administracdo (p>0,05; F3,16=10.20).
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Gréfico 1B — Avaliacao do efeito dos veiculos da donepezila e CLN-donepezila no
limiar nociceptivo.
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Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 5
animais por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido
pelo pésteste Bonferroni. O limiar nociceptivo mecénico foi avaliado pelo teste de Von
frey filamentos antes do procedimento cirdrgico (MB), e depois de 21 dias. Apds a
medida pré- tratamento no 21° dia apds o procedimento cirdrgico, foi feita administracéo
de salina (CCI+SALINA / SHAM+SALINA), e administracdo de CLN-Vazio (CCI+CLN-
Vazio/ SHAM+CLN-Vazio), ap6s as administracdes o limiar foi verificado a cada 40
minutos, por 480minutos e apds 24 horas (1440 min).

6.2 AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA APOS ADMINISTRACAO DE DONEPEZILA
E CLN-DONEPEZILA

Foi utilizado o teste de rotarod para avaliar a atividade locomotora, diante da
possibilidade da donepezila, e CLN-donepezila provocarem uma alteracao da funcao
motora dos animais. A avaliagdo mostrou que animais tratados por via oral com
donepezila, ndo foram capazes de manter a locomocao no cilindro giratorio, a perda
da coordenacdo motora foi observada tanto nos animais que foram induzidos a dor
neuropatica (CCI+DPZ), como em animais falso operados (SHAM+DPZ)
(F3,16=77.38,p<0.001).

J4 os animais tratados com CLN-Donepezila (CCI+CLN-DPZ/SHAM+CLN-

DPZ) néo apresentaram alteragéo na coordenacao motora (p> 0,05).
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Gréfico 2 — Avaliagdo da coordenacdo motora de animais com DN apés
administracao de donepezila e CLN-donepezila
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Fonte: da autora.

Legenda: Avaliacdo basal (MB) da coordenacao motora antes da cirurgiae antes dos tratamentos
com donepezila (CCI+DPZ/SHAM+DPZ) ou CLN-donepezila (CCI+CLN-D/
SHAM+CLN-D) (Pré- TTO) e apés o tratamento (P6s-TTO). Os dados representam a
média + E.P.M. do tempo depermanéncia (s), de 5 animais por grupo. Os dados foram
analisados utilizando One-way ANOVA, seguido do pos-teste de comparacfes
multiplas Bonferroni. *** indica significancia estatistica (p < 0,001) em relacdo aos
valores de MB para os mesmos grupos, ### indica significAncia estatistica (p < 0,001)
em relacdo aos valores de Pré-TTO para 0S mesmaos grupos.

6.3 AVALIACAO FARMACOLOGICA DA PARTICIPACAO DOS RECEPTORES nACh
a7 e mACh M2 DA MEDULA ESPINAL NA ANTINOCEPCAO INDUZIDA POR
CLN-DONEPEZILA

Diante do resultado da avaliacdo da funcdo motora, prosseguimos o0s
experimentos apenas com o CLN-donepezila. Foi investigado se o efeito
antinociceptivo da administracao do inibidor de acetilcolinesterase, CLN-donepezila,
esta relacionado com a ativacdo dos receptores nACh a7 e mACh M2 na medula
espinal. Para isso, foi avaliado o limiar nociceptivo de animais que receberam
antagonistas, por via intratecal, para esses receptores (Grafico 3).

Foi administrado metillicaconitina, um antagonista para o receptor nACh a7, por
via intratecal, e dez minutos depois administrado CLN-donepezila, por via nasal. A

administracdo da metillicaconitina anteriormente a CLN-donepezila, reverteu o efeito
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antinociceptivo da CLN-donepezila, de 40 a 400 minutos apés a sua administracao (F
7,40= 9.575, p < 0,001). Do mesmo modo, a pré-administracdo de dimetindeno, um
antagonista do receptor mACh M2 impossibilitou a resposta antinociceptiva causada
pela aplicacdo nasal de CLN-donepezila, a partir de 40 minutos apos a aplicacédo até
400 minutos, comparado com o efeito de CLN-donepezila em animais pré-tratados
com salina (F 7,40= 9.575, p < 0,001).

Gréfico 3 — Participacao dos receptores nACh a7 e mACh M2 no efeito
antinociceptivodo CLN-donepezila.
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Legenda: Os dados representam a média £ E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos
teste Bonferroni. O limiar nociceptivo mecanico foi avaliado pelo teste de Von frey
filamentosantes do procedimento cirdrgico (MB). No 21° dia ap6s o procedimento cirdrgico
um grupo recebeu por via i.t. 0 antagonista de mACh M2: dimetindeno, seguido por
administracédo v.n.de CLN-donepezila (CCI+DIM+CLN-D/ SHAM+DIM+CLN-D), em outro
grupo foi feita administracdo por via i.t. de antagonista de nACh a7: metilicaconitina,
seguido de administracdo por v.n. de CLN-donepezila (CCI+MTL +CLN-D/
SHAM+MTL+CLN-D), e aindaoutro grupo recebeu salina por via i.t., seguido de de
administracéo por v.n. de CLN- donepezila (CCI+SALINA+CLN-D/ SHAM+SALINA+CLN-
D). Apos as administracdes o limiar foi verificado a cada 40 minutos, até 480 minutos e
na 24° hora (1440 min). *** indica significancia estatistica (p < 0,001) em relag&o ao grupo
CCI+SALINA+CLN-D.
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6.4 INVESTIGACAO DA INFLUENCIA DE CLN-DONEPEZILA NA EXPRESSAO
GENICA ESPINAL DOS RECEPTORES nACh a7 E mACh M2 E DA MICROGLIA
DURANTE A DOR NEUROPATICA

Diante da observagao farmacologica da participacéo dos receptores nACh a7
e mACh M2 no efeito antinociceptivo induzido por CLN-donepezila, foi avaliado a
influéncia de CLN-donepezila sobre a expressdo génica desses receptores nos
segmentos L4 a L6 da medula espinal. Para isso, foi utilizada a técnica de RT-PCR e
avaliado os grupos CCl e SHAM, tratados ou nédo tratados com CLN-donepezila e nédo
foi encontrada diferenca significativa (p > 0,05) entre os grupos em relacdo a
expressao dos receptores NACh a7 (Grafico 4A) e receptores mACh M2 (Grafico 4B).

Gréfico 4 — Expressdo génica dos receptores nACh 7 (A), e mMACh M2(B) nos
segmentos L4 a L6 da medula espinal no 21° dia apés CCI.
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Fonte: autora.

Legenda: Expresséo génica de a) nAChR a7, b) mAChR M2, na medula espinal de animais CCl ou
Sham tratados e ndo tratados com CLN-donepezila no 21° dia pés-operatério (n=5 por
grupo). Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de uma via, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. Nao foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos. CCI: do inglés
chronic constriction injury; CLN-DPZ: carreador lipidico nanoestruturado carregado com
donepezila; RNAm: do inglés ribonucleic acid messenger; SDHA: do inglés succinate
dehydrogenase complex flavoprotein subunit A.

A literatura nos apresenta a micréglia desempenhando um importante papel da
sensibilizacdo da via nociceptiva relacionada a dor neuropética (Leblanc, et al., 2011;
Ji; Suter, 2006). Para investigar se a micréglia poderia ser um alvo envolvido na
antinocicepcdo promovida pela CLN-donepezila durante a dor neuropética,

investigamos 0s niveis génicos espinais para o marcador microglial TMEM119
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(proteina transmembrana 119). Os dados apresentados no Grafico 5 mostra
expressdo de genes para TMEM119 mais elevada no grupo CCI tratado com CLN-
donepezila em relacdo ao grupo CCI nao tratado (p < 0,05), e aumento também em
relacédo ao grupo SHAM tratado com donepezila (p < 0,001).

Gréfico 5 — Expressao génica de microglia nos segmentos L4 a L6 da medula
espinal no 21° dia ap6s CCI.
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Legenda: Expressdo génica de TMEM119, na medula espinal de animais CCI ou Sham tratados e
nao tratados com CLN-donepezila no 21° dia pds-operatdrio (n=5 por grupo). Os dados
foram analisados utilizando o ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste Bonferroni. &&&
indica significAncia estatistica (p < 0,001) em relacdo ao grupo Sham+CLN-DPZ. # indica
significancia estatistica (p < 0,05) em relacdo ao grupo CCI. CCI: do inglés chronic
constriction injury; CLN-DPZ: carreador lipidico nanoestruturado carregado com
donepezila; RNAm: do inglés ribonucleic acid messenger; SDHA: do inglés succinate
dehydrogenase complex flavoprotein subunit A.

6.5 INVESTIGACAO DA INFLUENCIA DE CLN-DONEPEZILA NOS NIVEIS
ESPINAIS DE CITOCINAS DURANTE A DOR NEUROPATICA

A ativacdo microglial, tanto para seu fenétipo M1 como M2, contribui para a
modulacdo da dor neuropatica atraves da liberacéo de substancias, como as citocinas
gue atuam na sinalizagéo glial e neuronal (Costigan; Scholz; Woolf, 2009; Watkins;
Maier, 2003). Visto que o tratamento com CLN-donepezila em animais com dor

neuropatica aumentou a expressao génica microglial, a influéncia da CLN- donepezila
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nos niveis espinais das citocinas IL-13, TNFa e IL-10, foi avaliada. O Gréafico 6 A - C
mostra que animais que receberam CLN-donepezila ndo apresentaramuma alteracéo
significativa dos niveis das citocinas (p>0,05) em relacdo aos grupos nédo tratados
(CClI) ou controle (SHAM).

Grafico 6 — Avaliacdo dos niveis das citocinas IL-1B (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) na
medula no 21° dia apos CCI.
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Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. da concentracdo de IL-13(A), TNF-a(B) e IL-
10(C)em picogramas por mililitro (pg/mL) de 4 animais por grupo. Os animais foram
tratados com CLN-donepezila no 21° dia ap6s CCl, e 240 minutos apds a administragao
0os segmentos medulares foram coletados. Os dados foram analisados utilizando o
ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste Bonferroni. N&o foi encontrada diferenca
estatistica entre os grupos.
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6.6 INVESTIGACAO DA INFLUENCIA DE CLN-DONEPEZILA NA EXPRESSAO
GENICA TALAMICA DOS RECEPTORES nACh a7 E mACh M2 E DA
MICROGLIA DURANTE A DOR NEUROPATICA

O tadlamo é uma regido crucial na integracdo, transmissdo e modulacdo da
nocicepcao. A administracdo nasal permite alcancar uma acéo sistémica de CLN-
donepezila, o que a possibilita exercer uma possivel modulacdo da dor neuropatica
na regiao talamica. Considerando isso, foi avaliado a influéncia de CLN-donepezila
sobre a expressao génica dos receptores nACh a7 e mACh M2 no talamo esquerdo
(contralateral a lesdo por CCI). Foram avaliados através da técnica de RT-PCR os
grupos CCI e SHAM, tratados ou néo tratados com CLN-donepezila (n=5 por grupo).
Os dados obtidos mostraram um aumento nos niveis génicos de nAChR a7 no grupo
CCI tratado com CLN-donepezila em relacdo aos grupos CCI (sem tratamento) e
SHAM também tratado com CLN-donepezila (p<0,05)(Grafico 7A). Os niveis génicos

de mMAChR M2 nao foram alterados.

Grafico 7 — Expressao génica dos receptores nACh a7 (A), e mACh M2(B) talamicos
no 21° dia apds CCI.

A) EB)1.5‘
_ <L
E 1.5 §
Z g3
x < o 21.0-
S 2P
© 01.0' E o~
29 o E
[0 % g <0.5'
2 Q 0.5- L e
g < c
T < 3
g 2
2 0.0-
0.0 T T
AN
& g @
A\
R
xc’\/ XV
=)
&
%‘(\

Fonte: autora.
Legenda: Expressao génica de a) nAChR a7, b) mAChR M2, no talamo de animais CCI ou Sham
tratados e ndo tratados com CLN-donepezila no 21° dia pds-operatério (n=5 por grupo).
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Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste
Bonferroni. # indica significancia estatistica (p < 0,05) em relagcdo ao grupo CCI; & indica
significncia estatistica (p < 0,05) em relacéo ao grupo Sham+CLN-DPZ. CCI: do inglés
chronic constriction injury; CLN-DPZ: carreador lipidico nanoestruturado carregado com
donepezila; RNAm: do inglés ribonucleic acid messenger; SDHA: do inglés succinate
dehydrogenase complex flavoprotein subunit A.

ApO6s uma lesdo nervosa, had também uma ativacdo microglial no talamo, que
induz plasticidade sinaptica e modula a transmissao nociceptiva (Cobianchi, 2014;
Giardini,2017; Huang et al. 2020;Infantino et al.,2022). Por isso, foi também avaliado
no talamo contralateral a lesdo por CCI os niveis génicos relacionado a micréglia. O
Gréfico 8 mostra que no tdlamo os niveis de TMEM119 (marcador de micréglia) foram
mais elevados nos grupos CCI (p< 0,01) e CCI+CLN-DPZ (p< 0,05) em relacao ao
grupo SHAM. O grupo CCI também apresentou nivel elevado em relagdo ao grupo
SHAM+CLN-DPZ (p< 0,05).

Grafico 8 — Expressdo génica de micréglia no talamo contralateral a lesédo no 21° dia
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Legenda: Expresséo génica de TMEM119, no tdlamo contralateral a lesdo CCIl ou Sham tratados e
ndo tratados com CLN-donepezila no 21° dia pds-operatdrio (n=5 por grupo). Os dados
foramanalisados utilizando o ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste Bonferroni. &
indica significancia estatistica (p < 0,05) em relacdo ao grupo Sham+CLN-DPZ. *, **
indicam significancia estatistica (p < 0,05; p< 0,01) em relagéo ao grupo Sham. CCI: do
inglés chronicconstriction injury; CLN-DPZ: carreador lipidico nanoestruturado carregado
com donepezila;RNAm: do inglés ribonucleic acid messenger; SDHA: do inglés succinate
dehydrogenase complex flavoprotein subunit A.
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6.7 INVESTIGACAO DA INFLUENCIA DE CLN-DONEPEZILA NOS NIVEIS
TALAMICOS DE CITOCINAS DURANTE A DOR NEUROPATICA

Assim como nos seguimentos medulares, foram avaliados os niveis de
citocinas também no talamo contralateral a lesdo, uma vez que essas substancias
desempenham um papel fundamental da modulacdo nociceptiva supra-espinhal. Os
resultados dessa andlise sdo mostrados no Grafico 9, que indica niveis mais elevados
de TNF-a no grupo CCIl em relagéo ao grupo SHAM (p <0,05), enquanto o grupo que
recebeu o tratamento com CLN-donepezila (CCI+CLN-donepezila) apresentou niveis
mais baixos de TNF-a comparados ao grupo CCI (p<0,05) (Grafico 9-B). Os niveis de

IL-1B e IL-10 nao foram significativamente diferentes entre os grupos (Gréfico 9A;9C).

Grafico 9 — Avaliacao dos niveis das citocinas IL-1B (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) no
talamocontralateral a lesdo 21° dia apds CCI.
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Fonte: Autora.
Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. da concentracéo de IL-13(A), TNF-a(B) e IL-10(C)

em picogramas por mililitro (pg/mL), de 4 animais por grupo. Os animais foram tratados com
CLN-donepezila no 21° dia ap6s CCI, e 240 minutos apds a administracdo os talamos
contralaterais a leséo foram coletados. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de
uma via, seguido pelo pos-teste Bonferroni. * indica significncia estatistica (p<0,05) em
relacdo ao grupo Sham , #indica significancia estatistica (p<0,05) em relagéo ao grupo CCI.
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7 DISCUSSAO

O modelo utilizado nesse estudo induz dor neuropatica por meio da constricdo
cronica do nervo ciatico (CCl) e gera comportamentos de alodinia e hiperalgesia nos
animais, semelhante aos sintomas que acometem os humanos com dor neuropética
(Bennett; Xie, 1988). O teste de filamentos de Von Frey adaptado do método proposto
por Chaplan et al. (1994) nos permitiu confirmar que a cirurgia de CCI foi capaz de
desencadear alodinia mecanica. Estudos anteriores demonstraram que CClinduziu
alodinia mecanica do 7° até o 21° dia pés-operatorio (Abbaszadeh et al., 2018). Nos
estagios iniciais, é provavel que um componente inflamatério esteja associado em sua
fisiopatologia, e com a manutencéo do estimulo € normal que a dor se estabeleca, e
se mantenha através da sensibilizagdo. Portanto o 21° dia foi escolhido para realizar
as avaliacoes, e foi observado que o grupo CCI apresentou uma diminuicdo
significativa do limiar nociceptivo quando comparado ao grupo SHAM.

Diante do desafio que € o tratamento da dor neuropatica, torna-se valido a
busca por tratamentos inovadores. Nesse contexto, os carreadores lipidicos
nanoestruturados apresentam vantagens como por exemplo, o aumento da
biodisponibilidade e meia vida de farmacos (Cunha et al., 2017). Além disso, os CLN
tornam possivel a administracdo nasal de farmacos, pois quando incorporado no CLN,
o farmaco é protegido da degradacéo e do efluxo para a cavidade nasal (Costaet al.,
2019). Dessa maneira, 0 uso de CLNs €& uma estratégia promissora para a
administracdode farmacos que apresentam efeitos gastrointestinais indesejaveis a
partir da administracéo oral, como é o caso da donepezila. Sendo assim, foi utilizado
CLN- donepezila, e avaliado seu efeito no limiar nociceptivo em camundongos
induzidos ador neuropatica. Para isso utilizamos como controle positivo a donepezila,
gue ja vemse mostrando eficiente no controle da dor neuropética (Clayton et al., 2007).

A administracdo de CLN-donepezila gerou uma reverséo da alodinia mecanica
por 400 minutos apds o tratamento. O efeito de CLN-donepezila néo foi tdo acentuado
guanto ao efeito visto apds a administracdo de donepezila, por via oral, porém o efeito
no limiar nociceptivo da donepezila por via oral, visto no presente estudo, pode na
verdade estar relacionado a uma incapacidade do animal responder aos estimulos,
pois um efeito negativo na atividade motora foi observado durante o teste de rotarod.
Em humanos j4 estd claro que uma superestimulacdo dos receptores nicotinicos

pode provocar fraqueza muscular, e até mesmo paralisia (Eddleston et al., 2008). J&
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a administragdo nasal de CLN-donepezila ndo causou depressao significativa na
fung&o motora.

A partir de entdo, foi investigado se o efeito antinociceptivo visto em animais
gue receberam CLN-donepezila, estava relacionado aos receptores nACh a7 e mACh
M2 na medula espinal. Os mACh M2 do cértex insular posterior ja foram relacionados
ao efeito antinociceptivo da donepezila na dor neuropatica induzida por oxaliplatina. O
envolvimento dos mACh M2 na alodinia mecéanica foi investigado utilizando um
agonista M2 (oxotremorina) e um antagonista M2 especifico (metoctramina), que
foram injetados no cértex insular posterior. O agonista M2 aumentou significativamente
os limiares de retirada mecéanica dos animais. E 0 antagonista M2 preveniu o efeito
antialodinico do agonista M2 (Ferrier et al., 2015). Como um dosobjetivos do presente
estudo é avaliar o envolvimento do mACh M2 espinais, no efeitoantinociceptivo de CLN-
donepezila, foi administrado por via intratecal o antagonista M2 (dimetindeno). A
administracao do dimetindeno foi anterior a administracdo nasalde CLN-donepezila, e
resultou na prevencao do efeito antialodinico de CLN- donepezila.

O mesmo foi visto com a pré-administracao intratecal do antagonista nicotinico
a7 (metillicaconitina), que também foi capaz de prevenir o aumento do limiar
nociceptivo induzido por CLN-donepezila em animais com dor neuropatica. Em outro
estudo o pré-tratamento com a metillicaconitina também foi capaz de bloquear o efeito
antialodinico de um agonista seletivo de nAChR a7 PHA-543613, administrado por via
intratecal, porém em um modelo de dor induzido por estresse unico prolongado (Sun,
et al., 2017). Ja na dor neuropatica induzida por leséo cronica do nervo, outro estudo
também encontrou um envolvimento de receptores nACh a7, porém em niveis
supraespinhais. A a-bungarotoxina, antagonista do receptor nACh a7, evitou o efeito
anti-hiperalgésico induzido por CDP-colina, injetada intracerebroventricular (Bagdas et
al.,, 2011). A observacado farmacologica da participacdo dos receptores espinais
nACha7 e mACh M2 no efeito antinociceptivo induzido pela CLN-donepezila sugere
um potencial alvo para esse farmaco no tratamento da dor neuropatica. No entanto,
ao avaliar ainfluéncia da CLN-donepezila sobre a expressao génica desses receptores
nos segmentos L4 a L6 da medula espinal, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos tratados e nao tratados com CLN-donepezila, tanto no
grupo com leséo de nervo como no grupo SHAM. Esses resultados podem indicar que
a CLN-donepezila ndo exerce seu efeito antinociceptivo através de uma regulacao

direta da expresséo génica dos receptores nACh a7 e mACh M2 na medula espinal.
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Porém, a regulacéo positiva de acetilcolina e outros mecanismos, como a modulacéo
pos-traducional desses receptores, podem estar envolvidos no efeito antinociceptivo
da CLN-donepezila na dor neuropatica. Assim como o tratamento com CLN-
donepezila ndo resultou em aumento da expressdo dos receptores colinérgicos
espinais avaliados, o modelo de dor neuropatica por CCI, também néo alterou os niveis
génicos de nAChR a7 e mAChR M2 na medula espinal no 21° dia ap6és CCI. Ja o
modelo de neuropatia diabética induzida pela estreptozotocina. foi capaz de aumentar
a expressdo do mAChR M2 na medula espinal (Chen; Pan, 2003). O modelo de
ligadura dos nervos espinhais também aumentou os niveis de mMAChR M2nos ganglios
da raiz dorsal (Hayashida et al., 2006)

O talamo é uma regido essencial para a modulagcao sensorial. As informacdes
somatossensoriais sao transmitidas e processadas através do talamo antes de
alcancar o cortex (Yen; Lu, 2013). Os niveis génicos de nAChR a7 e mAChR M2
também foram avaliados no talamo de animais induzidos a dor neuropatica, e 0 modelo
de CCI nao alterou a expresséao desses genes no talamo comparados aos niveis de
animais sham. Porém o tratamento com CLN-donepezila em animais induzidos a dor
neuropatica por CCl aumentou os niveis de nAChR a7 comparado aos grupos CCI
nao tratado e ao grupo SHAM tratado com CLN- donepezila. O nAChR a7 esta
presente na via nociceptiva em nivel espinal e supraespinhal, e foram vistos ativos em
modelos de dor neuropatica cronica (Bagdas et al.,, 2018). Os nAChR a7 séao
expressos por varios tipos de células neuronais e ndo neuronais, como células
endoteliais, linfocitos, mondcitos, macrofagos, astrocitos, células precursoras de
oligodendrdcitos, e na microglia (Bouzat et al., 2017).

A microglia expressa diversos receptores que quando ativados altera seu
estado de repouso, através do reconhecimento de moléculas liberadas por estimulos
como danos aos neurdnios, infeccéo e isquemia (Yuan; Fei, 2022). Assim, a microglia
exibe uma plasticidade que apesar de muito ampla ainda é comumente diferenciada
em fenotipo M1 e M2. Um estudo analisou a expressao de genes microgliais e
observou que a microglia M1 expressa um alto nivel de genes transcritos relacionados
a inflamacédo (Ccl2, Ccl3, Ccl5 ) enquanto a microglia M2 expressa genes (por
exemplo, IGF-1) importante no crescimento e na renovacdo de ceélulas neurais
(Butovsky, et al.,2014). O fendtipo tipo M1 é chamado de pro-inflamatorio,ou ativacao
classica, e o tipo M2 anti-inflamatério ,ou ativacéo alternativa. A possivelalternancia do

fendtipo M1 para o fenétipo M2 pode melhorar a dor neuropatica (Yuan; Fei, 2022).
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Em um modelo de neuropatia diabética induzida por estreptozotocina,
observou-se uma ativacdo da microglia na medula espinal. Esta ativacdo foi
caracterizada por uma morfologia hipertréfica, acompanhada de um significativo
aumento no numero de células e na expressao de marcadores microgliais (Cheng et
al., 2014). Diante do envolvimento do nAChR a7 na antinocicepcao e sabendo queas
células microgliais expressam nAChR a7, um estudo investigou se a participacdodo
NAChR a7 na dor inflamatéria esté relacionado com a micréglia. A administracdode
colina ou do GTS-21, ambos agonistas nAChR a7, apds a administracdo de gp120(um
indutor inflamatorio) resultou em uma reducado significativa na expressao do gene
cd11b, marcador de ativacdo de micréglia, na medula espinal (Loram, et al., 2010). Ja
no presente estudo, a expressao génica na medula espinal de TMEM119 (proteina
transmembrana 119), um marcador microglial, mostrou-se mais elevado nos animais
tratados com CLN-donepezila em relacéo ao grupo CCI néo tratado. TMEM119 é uma
proteina transmembrana especifica da microglia, atuando como um marcador
altamente especifico da superficie celular microglial. Sua expressdo é regulada
durante o desenvolvimento da micréglia e é exclusiva dessa populacéo celular, ndo
sendo encontrada em macréfagos ou outros tipos de células imunes ou neurais
(Bennett; et al., 2016). Um estudo investigou genes unicos da micréglia, e através de
analise por gPCR demonstrou que o TMEM119 estava ausentes em oligodendrdcitos,
astrocitos e neurbnios. Entretanto o mesmo estudo relata que TMEM119 é
considerado um marcador de micrdglia em seu estado de repouso (MO) e néao é
especifico para os subtipos de ativacdo M1 ou M2 (Butovsky,et al.,2014). Além disso,
seu padrdo de expressdo pode variar dependendo do contexto, da regido avaliada e
das condicbes especificas. Em algumas situacdes, pode ocorrer uma diminuicdo na
expressdo de TMEM119 em microglia ativadas, incluindo aquelas que assumem um
fendétipo M1 proé-inflamatério. No entanto, em outras condicdes, a expressdo de
TMEM119 pode permanecer estavel ou até mesmoaumentar, independentemente do
estado de ativacdo da microglia (Ruan; Elyaman, 2022).

Portanto, embora TMEM119 seja amplamente usado como marcador de
microglia, ndo é um indicador definitivo dos subtipos de ativacdo. Sendo assim, o
aumento observado no gene TMEM119 na medula, causado por CLN-donepezila,
conforme visto no presente estudo, sugere uma ativacdo microglial. Esta ativacéo
pode estar direcionada para um fenotipo M2, porém para interpretar qual o estado de

polarizacdo, é necessario analisar demais dados e realizar novas investigagées. No
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talamo os niveis de TMEM119 foi visto mais elevado no grupo CCl em relacdo ao
grupo SHAM, nao havendo diferenca significativa entre o grupo CCI tratado com CLN-
donepezila com o CCl ndo tratado. Esse resultado reforca que a micréglia pode
apresentar diferentes padrdes de expressdo em cada regido do SNC, mesmo diante
da mesma condigéo.

A micréglia em seu fendtipo inflamatério pode ativar vias de sinalizagédo
intracelular como a da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK). Aconsequéncia
da ativacdo dessa e outras vias leva a producdo e liberacdo de citocinas proé-
inflamatérias como fator de necrose tumoral a (TNFa) e interleucinas 18(Ji et al, 2010).
A reducdo da liberacéo de TNF- a foi observada através da ativacdo de nAChR a7 em
microglia de ratos estimulada por LPS. Nesse mesmo estudo ndo foram encontradas
diferencas nos niveis de IL-10 e IL-13 relacionados com a ativa¢cado de nAChR a7 (De
Simone, 2005).

As citocinas sao proteinas secretadas predominantemente por células do
sistema imunoldgico, assim como por células de Schwann e células gliais do sistema
nervoso central. Elas desempenham um papel crucial na comunicacdo entre as
células, sendo liberadas em resposta a condicbes como doencas, inflamacdes ou
lesdes teciduais. Ao contrario dos hormonios, que tém efeitos mais prolongados, as
citocinas tém uma acéo rapida e uma vida util relativamente curta. Sado agrupadas em
cinco categorias: interleucinas, interferons, fatores de necrose tumoral, fatores de
crescimento e quimiocinas. As citocinas vém sendo apontadas como cruciais na
fisiopatologia da dor neuropética. (Leung; Cabhill, 2010)

Dentre as citocinas, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-1 (IL-
1) e ainterleucina-6 (IL-6) tém sido associados ao desenvolvimento da dor neuropatica
em diversos modelos animais (Wells; et al.,1992) . Estudos utilizando o modelo CCI
em ratos demonstraram uma regulacédo positiva do TNF-a no local da lesédo (Leung;
Cabhill, 2010). A injecdo de TNF-a no ciatico em ratos reproduz hipersensibilidade a
dor semelhante a dor neuropatica em humanos (Wagner;Myers,1996; Sorkin; Doom,
2000). O CCl em ratos resulta em niveis elevados de imunorreatividade ao TNF-a nos
ganglios da raiz dorsal (DRG) de aferentes adjacentes ipsilaterais lesionados e néo
lesionados (Schafers, et al., 2003). Os estudos mencionados avaliaram a expressao
de TNF-a em fases mais iniciais da dor neuropatica induzida por CCI (6 horas a 14
dias pés CCIl), no presente estudo o TNF-a ndo estava elevado na medula nos grupos

CCI no 21° dia pés inducéo. Diferente do talamo contralateral a lesdo onde foi visto
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niveis mais elevados de TNF-a no grupo CCI em relagdo ao grupo SHAM.

A influéncia de CLN-donepezila nos niveis de TNF-aq, IL-1 B e IL-10 também
foram investigados no presente estudo a nivel medular e talamico. Na medula,animais
gue receberam CLN-donepezila ndo apresentaram alteracao dos niveis das citocinas
em relacdo aos grupos ndo tratados (CCI) ou controle (SHAM). No talamo contralateral
a lesdo, os niveis mais elevados de TNF-a no grupo CCI foi reduzido nogrupo tratado
com CLN-donepezila. E ndo foram vistas alteracBes significativas nos niveis das
citocinas IL-1 e IL-10 entre os grupos.

Considerando os achados deste estudo e as informacgfes prévias disponiveis
na literatura, parece haver diferencas dependendo do periodo de avaliacdo ap6s a
inducdo da dor neuropéatica, do modelo utilizado e da regido avaliada na relacdo do
envolvimento de receptores colinérgicos, da microglia e da expressao de citocinas na
dor neuropatica. Portanto, sdo necessarios experimentos adicionais para esclarecer

essa relacéo no efeito antialodinico do tratamento com CLN-donepezila.
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8 CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos neste estudo, podemos concluir que o tratamento
com CLN-donepezila foi eficaz emreduzir a alodinia mecéanica induzida por CCI. Além
disso, observou-se que CLN-donepezila ndo ocasionou alteracdo motora, reforcando
gue o efeito observado seja de um potencial efeito antinociceptivo da CLN-donepezila
e indicando um perfil de seguranca nesse aspecto. Nossa sugestdo € que o
mecanismo subjacente a antinocicep¢do da CLN-donepezila envolva os receptores
nACh a7 e mMACh M2. Embora néo tenha sido observada uma alteracao na expressao
desses receptores a nivel espinal, houve um aumento na expressao do nACh a7 no
talamo. Além disso, a CLN-donepezila causou uma modulagdo da microglia a nivel
espinal, enquanto a lesdo por CCl aumentou a expressdo de microglia a nivel
talamico. Nao é possivel afirmar o perfil de ativagcdo microglial, mas é possivel que a
microglia a nivel medular possa influenciar no contexto antinociceptivo da CLN-
donepezila. O tratamento com CLN-donepezila também resultou em uma diminuicéo
da expresséo, induzida por CCI, de TNF-a no talamo, o que pode estar envolvido no
efeito antinociceptivo da CLN-donepezila. Esses achados sugerem uma regulacao
diferencial da antinocicepcéao promovida pela CLN-donepezila em diferentes regides
do sistema nervoso central. Por fim, podemos destacar o potencial efeito
antinociceptivo da CLN-donepezila na dor neuropatica, mas os resultados indicam a

necessidade de mais estudos para elucidar os mecanismos envolvidos.
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