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RESUMO

A dor neuropética é uma desordem geralmente associada a lesdes ou doencas que
afetam o sistema nervoso central ou o sistema nervoso periférico. A dor neuropatica
pode resultar da alteracdo de varios mecanismos neuroquimicos e caracteriza-se
por uma refratariedade as terapias analgésicas convencionais. Estima-se que
apenas 25% dos pacientes com dor neuropatica apresentam um alivio superior a
50% com o uso dos farmacos disponiveis. O nicorandil € um farmaco usado em
alguns paises no tratamento de pacientes com angina pectoris e tem a capacidade
de liberar NO e promover a abertura de canais para K* ATP-dependentes. Estudos
recentes demonstraram a atividade do nicorandil em modelos de dores inflamatoéria
e nociceptiva, o que justifica a avaliagdo deste farmaco em modelos de dor
neuropatica. Assim, os efeitos induzidos pelo nicorandil (50, 100 ou 150 mg/kg, p.0.)
foram avaliados nos modelos de dor neuropatica induzida por paclitaxel (2 mg/kg, 2
mL/kg, i.p.) ou por constricdo do nervo isquiatico em camundongos Swiss machos
(25-30 g). O nicorandil inibiu a alodinia mecanica quando administrado uma ou duas
vezes no sétimo e no décimo quarto dia apds a primeira injecdo de paclitaxel, sendo
gue os resultados mais significativos foram observados quando este farmaco foi
administrado duas vezes, em um intervalo de duas horas. Doses equimolares de
acido nicotinico ou nicotinamida n&o induziram efeito antinociceptivo. Quando o
efeito induzido pelo nicorandil foi avaliado apdés administracdes repetidas (100 ou
150 mg/kg, 2 vezes, p.o.), a atividade antinociceptiva se manteve apds duas
administracdes adicionais, no 15° e no 16° dia. O nicorandil também apresentou
atividade antinociceptiva no modelo de dor neuropéatica induzida por constricdo do
nervo isquiatico. A atividade antinociceptiva do nicorandil ndo foi associada ao
comprometimento da atividade motora avaliada na haste girante (14 rpm, 2 min). A
administracdo prévia de naltrexona (5 ou 10 mg/Kg, i.p., -15 min), glibenclamida (20
ou 40 mg/kg, p.o., -30 min) ou ciproheptadina (5 ou 10 mg/kg, i.p. -15 min) foi
realizada para investigar possiveis mecanismos envolvidos na atividade
antinociceptiva do nicorandil no modelo de dor neuropética induzida por paclitaxel.
Os resultados indicam a participacdo de receptores opioidérgicos e serotoninérgicos,
mas ndo de canais para potassio ATP-dependentes. Concluindo, os resultados
demonstram que o nicorandil apresenta atividade nos modelos de dor neuropatica
induzida por paclitaxel ou por constricdo do nervo isquiatico. Essa atividade nao
parece ser mediada pela nicotinamida ou pelo acido nicotinico. Receptores
opioidérgicos e serotoninérgicos possivelmente medeiam a atividade antinociceptiva
do nicorandil. Os resultados demonstram que o nicorandil pode representar uma
alternativa importante na farmacoterapia de pacientes com dor neuropatica e servem
de estimulo a realizacéo de ensaios pré-clinicos e clinicos adicionais para investigar
o0 potencial uso desse farmaco como analgésico.

Palavras-chave: nicorandil, nicotinamida, acido nicotinico, dor neuropatica,
paclitaxel.



ABSTRACT

Neuropathic pain is a chronic disorder usually associated with central or peripheral
nervous system lesions or diseases. A myriad of neurochemical mechanisms may
contribute to establishment of neuropathic pain, thus contributing to the refractoriness
to the traditional analgesic therapies. As low as 25% of the patients exhibiting
neuropathic pain get a relief greater than 50% after using the available analgesic
medicines. Nicorandil, a drug that releases NO and opens ATP-sensitive potassium
channels, has been approved in some countries to treat patients with angina
pectoris. The activity of nicorandil in models of nociceptive and inflammatory pain has
been recently demonstrated, thus justifying additional investigations in models of
neuropathic pain. In the present study, the effect induced by nicorandil (50, 100 or
150 mg/kg, p.o.) were investigated in the models of neuropathic pain induced by
paclitaxel (2 mg/kg, 2 mL/Kg, i.p.) or chronic constriction injury of the sciatic nerve in
mice. Nicorandil inhibited the mechanical allodynia induced by paclitaxel when
administered once or twice in the seventh or fourteenth day after injection of
paclitaxel. The activity was greater when the drug was administered twice in a 2 h
interval. Equimolar doses of nicotinic acid or nicotinamide did not induce
antinociceptive activity. The antinociceptive activity of nicorandil (100 and 150 mg/kg,
2Xx) was not changed after two additional administrations in the fifteenth and sixteenth
days. Nicorandil also exhibited activity in the model of neuropathic pain induce by
chronic constriction injury of the sciatic nerve. The antinociceptive activity of
nicorandil was not associated with motor activity impairment. To investigate
mechanisms involved in the antinociceptive activity of nicorandil, the animals were
previously treated with naltrexone (5 or 10 mg/Kg, i.p., -15 min), glibenclamide (20 or
40 mg/kg, p.o., -30 min) or ciproheptadine (5 or 10 mg/kg, i.p. -15 min). The results
indicate that activation of opioidergic and serotonergic receptors, but not ATP-
sensitive potassium channels, mediate the antinociceptive activity of nicorandil.
Concluding, the results demonstrate that nicorandil exhibit activity in the models of
neuropathic pain induced by paclitaxel and chronic constriction injury. It seems that
conversion to nicotinamide or nicotinic acid is not essential to the activity of
nicorandil. This activity may be mediated by activation of opioidergic and
serotonergic receptors, but not ATP-sensitive potassium channels. The results
indicate that nicorandil may represent a pharmacotherapeutic strategy in the
treatment of patients with neuropathic pain and justify additional preclinical and
clinical assays aiming to evaluate its potential use as an analgesic drug.

Keywords: nicorandil, neuropathic pain, paclitaxel, nicotinamide, nicotinic acid.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais da dor

A capacidade de detectar estimulos nocivos € essencial para a sobrevivéncia e bem-
estar de um organismo. Individuos que sofrem de anomalias congénitas que o0s
tornam incapazes de detectar estimulos dolorosos ndo podem sentir uma dor
oriunda de um objeto afiado, calor de uma chama, ou mesmo um desconforto
associado a les@es internas, como um 0sso quebrado. Como resultado, eles nédo
desenvolvem comportamentos de protecdo adequados contra essas condigdes, 0
gue pode ser fatal (BASBAUM et al., 2009).

A Associagao Internacional para o Estudo da Dor definiu a dor como "uma
experiéncia desagradavel sensorial e emocional associada a uma leséo tecidual real
ou potencial, ou descrita em termos de tal lesdo" (LOESER & MELZACK, 1999;
DELLAROZA et al., 2008). Esta definicdo inclui trés fenbmenos: a experiéncia, que é
tanto sensorial quanto emocional; a ligagéo desta particular experiéncia a danos nos
tecidos; e a antecipagdo de danos nos tecidos. Por ser uma experiéncia subjetiva
gue inclui um componente emocional, a ocorréncia da dor sé pode ser seguramente
determinada quando relatada (COHEN, 2013).

A somatossensacdo, conhecida como toque, engloba varias submodalidades. Estas
incluem: o toque (deteccdo de estimulos mecanicos leves), propriocepcao (deteccao
de deslocamento mecéanico de muasculo e articulacdes), termo-sensacao (deteccéo
de frio e calor) e nocicepcdo (deteccdo de estimulos mecanicos, térmicos ou
quimicos nocivos que dao origem a sensacfes de dor). Com excecdo da
sensibilidade quimica, a nocicepcdo poderia simplesmente ser considerada uma

versao extrema de sensacédo de toque e temperatura (JULIUS, 2013).

Os estimulos nocivos séo inicialmente detectados pelas fibras nervosas sensoriais
primarias (nociceptores) que inervam um alvo periférico e transmitem essa
informacdo aos neurbnios dentro do corno dorsal da medula espinhal, e dai ao
cérebro, através de circuitos neurais ascendentes (JULIUS, 2013). A nocicepcéao
constitui um processo fisioldgico e/ou fisiopatolégico primario para os sistemas

sensoriais somatico, visceral e trigeminal. Os campos receptivos especializados para



18

a dor sdo denominados nociceptores, que sdo neurbnios sensoriais do sistema
nervoso periférico (SNP) que transmitem sinais nociceptivos. Eles se encontram em
populacdes distintas de géanglios sensoriais. Estes neurénios enviam informacdes
periféricas para as regides somaticas, viscerais e craniofaciais, e também se
conectam a medula espinhal e tronco cerebral, e sdo os mediadores criticos
anatomicos/estruturais da transmisséo de sinal sensorial entre o SNP e o sistema
nervoso central (SNC) (MICKLE et al., 2016). Os nociceptores podem ser tambéem
caracterizados por terminagdes de fibras nervosas Ad e C e, quando ativados,
sofrem alteragcdes na sua membrana, permitindo a deflagracdo de potenciais de

acao (ROCHA et al., 2007).

As fibras Ad, mielinizadas, e as fibras C, ndo mielinizadas, possuem a capacidade
de transmitir estimulos dolorosos em diferentes velocidades. Em funcao da presenca
da bainha de mielina, as fibras Ad, transmitem o estimulo doloroso de forma rapida,
enquanto que as fibras C sdo responsaveis pela transmisséo lenta da dor (ROCHA
et al., 2007).

As caracteristicas relevantes da dor incluem localizacéo, intensidade e duracdo. O
local da dor permite a determinacdo da possivel causa, porém a localizacdo nem
sempre corresponde ao local da lesdo ou do processo de doenca. Dores relatadas
em o6rgaos profundos, por exemplo, sdo particularmente mal localizados, uma vez
que esses 6rgdos ndo tém nociceptores, enquanto o peritdbnio sobreposto tem
inervacdes sensoriais extensas. A intensidade da dor relatada pelo doente é
individual e é a caracteristica mais dificil de avaliar. A duracédo da dor é um aspecto
mensuravel que permite a diferenciacdo entre aguda e crbénica. A dor aguda é
caracterizada por um periodo menor e atua como uma adverténcia defensiva. A dor
aguda esta ligada a diversas regifes cerebrais como o cortex cingulado anterior, a
amigdala, cértex somatossensorial primario e secundario, a insula posterior entre
outros. A dor cronica discorre em um periodo maior, ndo atua como uma adverténcia
defensiva e requer um tratamento multiterapéutico. Pode ser considerada como um
estado de doenca, ultrapassa o tempo normal de cura se relacionado com uma
doenca ou leséo, pode surgir de estados psicologicos e ndo tem nenhum proposito
biol6gico. Neste tipo de dor, o cortex pré-frontal mediano foi identificado como a
regido que melhor reflete as flutuacdes espontaneas da dor (SWIEBODA et al.,
2013; FLOR, 2014).
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A dor também pode ser classificada de acordo com a etiologia. Conforme esta
abordagem, a dor pode ser dividida nas seguintes modalidades: dor nociceptiva, dor
inflamatoria, dor funcional e dor neuropatica (FIGURA 1) (WOOLF, 2004). Esta

classificacdo sera descrita em maiores detalhes a seguir.
1.2. Dor nociceptiva

A dor nociceptiva reflete a capacidade do individuo de detectar a presenca de
estimulos potencialmente prejudiciais (HEHN et al., 2012) e consiste nos processos
de transducéo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a
um estimulo nocivo externo. A dor nociceptiva é, assim, essencial para proteger o
organismo de danos teciduais. A via neural importante para a dor nociceptiva pode,
de forma simplificada, ser considerada uma cadeia de trés neurbnios, com o
neurdnio de primeira ordem originado na periferia e projetando-se para a medula
espinhal, o neurbnio de segunda ordem que ascende pela medula espinhal e o
neurbnio de terceira ordem que projeta-se para o cortex cerebral. O primeiro
processo da nocicepcdo € a decodificacdo de sensacdes mecanica, térmica e
quimica em impulsos elétricos por terminais nervosos especializados (nociceptores).
Os nociceptores estdo incluidos nos neurdnios de primeira ordem, cuja funcao é
preservar a homeostasia tecidual, assinalando uma injuria potencial ou real. A dor
nociceptiva é, portanto, uma sensacao fisiolégica vital (KLAUMANN et al., 2008;
WOOLF, 2004)

1.3. Dor inflamatéria

A dor inflamatdria resulta da acdo de multiplos mediadores inflamatorios (citocinas,
prostaglandinas, leucotrienos, cininas, proteinas de fase aguda e anticorpos) que
sensibilizam ou ativam o0s nociceptores e, geralmente, esta relacionada a inflamacéao
decorrente de uma lesdo ou infec¢do tecidual e pode ter duracdes variaveis.
Diversos estimulos enddgenos e exdgenos podem causar lesdo tecidual provocando
a inflamacgédo, que tem como objetivo final a eliminagdo tanto desses estimulos
quanto das consequéncias da lesdo, como células e tecidos necréticos. Logo, a
inflamacdo € uma resposta adaptativa do organismo que visa a restauracdo da
homeostasia (MEDZHITOV, 2008; KIM & DEUTSCHMAN, 2000).
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Durante a inflamacdo, que tem como consequéncia a dor inflamatéria, as
concentracbes de citocinas inflamatorias como interleucina 1B, IL-6 e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) se elevam e concentracbes de citocinas anti-
inflamatorias como interleucina 10 e fator de crescimento transformante beta (TGF-
B) diminuem. As citocinas inflamatoérias induzem efeitos benéficos, mas quando em
excesso, podem contribuir para o desenvolvimento de condi¢cdes patoldgicas. As
citocinas e quimiocinas inflamatérias podem alterar a resposta ao estimulo doloroso
e causar algumas alterac6es como hiperalgesia, alodinia e edema. A continuacao da
liberacé@o de citocinas inflamatérias durante as doencas inflamatorias esta associada
a ativacao das células gliais através da barreira hematoencefalica, induzindo dor
inflamatoéria. Como o aumento das concentracdes de citocinas inflamatdrias e a
ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular induzidas por estes fatores sdo a
principal causa do desenvolvimento da dor inflamatoria, acredita-se que a inibicdo da
acdo destas citocinas pode ser uma estratégia importante visando ao alivio deste
tipo de dor (NAZEMIAN et al., 2016).

1.4. Dor funcional

A dor funcional é uma categoria de dor menos compreendida que resulta de um
funcionamento e/ou uma reatividade anormal do sistema nervoso cujas causas Sao
desconhecidas. Este tipo de dor ndo tem funcdo adaptativa e os pacientes néo
apresentam nenhum déficit neurolégico ou anormalidade periférica detectavel.
Diversas condicfes tém caracteristicas que podem coloca-las nesta categoria de
dor, por exemplo, a fibromialgia, a sindrome do intestino irritdvel e a cefaleia do tipo
tensional (WOOLF, 2004).

1.5. Dor neuropatica

A dor neuropatica € uma modalidade de dor crbnica associada a lesdo ou doencas
gue afetam o SNC ou o SNP que, diferente das dores nociceptiva e inflamatéria, ndo
tem funcdo adaptativa conhecida (JENSEN et al.,, 2011; WOOLF, 2004). A dor
neuropatica pode ser definida também como uma dor decorrente de lesdo ou
disfuncdo dos nervos e de modo mais amplo, como consequéncia de lesdo ou
doenca do sistema somestésico. Essa modalidade de dor representa uma sindrome
complexa, com mecanismos biologicos pouco esclarecidos, envolvendo teorias

inflamatorias e imunes (KRAYCHETE et al., 2008). Além da dor neuropética
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manifestar-se por um longo periodo de tempo, 0 que a caracteriza como uma
modalidade de dor crénica, € uma sindrome debilitante que possui um impacto
significante sobre a qualidade de vida do paciente. A dor neuropatica também é
caracterizada por uma resposta inadequada as terapias convencionais analgésicas e
tem um alto impacto econdmico na sociedade (KLAUMANN et al., 2008; LOESER &
MELZACK, 1999; HEHN et al, 2012). Pacientes com dor de origem
predominantemente neuropatica apresentam idade mais avancada e geralmente
relatam maior desconforto que pacientes com outros tipos de dor crénica. Além
disso, pacientes com dor neuropética apresentam piores indices de qualidade de
vida e estado geral de salude (RESENDE et al., 2010). Comorbidades como
alteracdes do sono, depressdo e ansiedade sdo comuns em pacientes com dor
neuropatica, levando a discussdes nao resolvidas sobre se a dor causa alteracfes
no humor e no sono ou se o0s individuos com distirbios do humor e do sono

apresentam maior risco de desenvolver essa modalidade de dor (HEHN et al., 2012).

Os pacientes com dor neuropatica apresentam queixas multiplas e complexas e
geralmente tém dificuldade para descrever o desconforto. A maioria dos pacientes
tenta descrever seus sintomas mediante o recurso da analogia “é como se fosse
um...” (SCHESTATSKY, 2008).

O primeiro passo no diagndstico clinico de dor neuropatica € documentar a doenca
ou lesdo que se presume ter causado e seu local anatdmico (HEHN et al., 2012).
Achados anormais no exame fisico neurolégico sensitivo em um paciente com dor
sugerem dor neuropatica como diagndstico. Outro aspecto relevante é a avaliacéo
do ténus muscular e dos reflexos miotaticos profundos e superficiais que vao auxiliar
no diagnéstico topografico da dor (dor neuropatica periférica ou central). Com o
objetivo de dar sentido aos sinais e sintomas neuropaticos, € util dividir as
manifestacfes da dor neuropatica em sintomas negativos, positivos e autonémicos
(SCHESTATSKY, 2008). Os sintomas negativos e positivos geralmente podem
coexistir. Os sintomas negativos incluem déficits somatossensoriais, como tatil, da
vibracdo e sensagéo termoalgésica. Estes sintomas sao desconfortaveis, mas néo
dolorosos. A causa dos sintomas negativos nas neuropatias periféricas € o dano
direto aos neurbnios sensoriais primarios. Isto pode produzir morte celular ou
comprometimento da informacdo sensorial da transdugéo (conversdao de um

estimulo nocivo térmico, mecanico ou quimico em atividade elétrica nos
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nociceptores) devido a atrofia terminal ou conducéo (passagem de potenciais de
acdo do terminal periférico ao longo dos axbnios até o terminal central dos
nociceptores no SNC), a perda de axdnios periféricos ou transmissao (transferéncia
sinaptica e a modulacdo da entrada de um neurbnio para outro) ou a perda de
terminais centrais. Ja 0s sintomas positivos da dor neuropética podem apresentar-se
de forma espontanea ou evocada, em varias combina¢des. Os sintomas positivos
incluem alodinia mecéanica, térmica e por movimento; hiperalgesia; hiperpatia e
hiperatividade autondmica (NICKEL et al., 2012; SCHESTATSKY, 2008; HEHN et
al., 2012; WOOLF, 2004).

A dor neuropatica pode ter sua etiologia em diferentes doencas e condicbées como
diabetes mellitus, herpes zoster, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), deficiéncia de vitamina B, abuso de alcool, interven¢cdes médicas como
quimioterapia e cirurgia, bem como lesées como acidente vascular encefélico,
esclerose mdltipla, isquemia vascular, trauma medular e avulsédo traumatica de plexo
braquial. Como consequéncia, pode levar ao desenvolvimento de diferentes
sindromes neuropéticas, como neuropatia diabética, neuralgia poés-herpética,
neuropatia por HIV, neuropatia induzida por deficiéncia de vitamina, neuropatias
induzidas por alcool, neuropatia induzida por quimioterapico, lesdo do nervo
traumatico, compressdo da raiz dorsal, entre outros. A prevaléncia de dor
neuropatica provavelmente aumentara, devido ao aumento da sobrevida de
pacientes com doencas crénicas associadas a este tipo de dor e ao envelhecimento
populacional (O’'CONNOR & DWORKIN, 2009; HEHN et al., 2012; SCHESTATSKY,
2008).
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Figura 1 - Modalidades de dor de acordo com a etiologia. Fonte: Adaptado de WOOLF, 2004.

1.5.1. Mecanismos de desenvolvimento da dor neuropética

A dor neuropatica € muito heterogénea, com padrdes multiplos de apresentacdo

refletindo diversas combinacdes de fatores etioldgicos, genéticos e ambientais, e
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especificamente, os processos neurobioldgicos envolvidos. Devido a sua diversidade
mecanicista e manifestagdes diferentes, estes processos produzem um perfil
complexo ou uma constelacdo de sintomas e sinais sensoriais positivos e negativos
(HEHN et al., 2012).

A sindrome neuropatica € o resultado final de uma doenca iniciadora combinada
com fatores individuais contribuintes, tais como genotipos e fatores ambientais como
dieta e estilo de vida, os quais levam a combinac¢des individuais de mecanismos
fisiopatologicos, manifestando-se como um fendétipo de dor neuropética individual
(FIGURA 2) (HEHN et al., 2012).

Etiologia Fatores contribuintes Patofisiologia individual Sindrome neuropatica
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Figura 2 - Daetiologia a dor neuropética. Fonte: Modificado de HEHN et al., 2012.

Sabe-se que diversos mecanismos podem levar ao desenvolvimento da dor
neuropatica. Um mesmo sintoma pode ser gerado por diversos mecanismos,
enquanto um mecanismo pode induzir diversos sintomas. Atividade ectopica de
neurdnios, sensibilizacdo periférica e central e neuroinflamacdo sdo os principais
eventos que levam ao desenvolvimento da dor neuropética (BARON et al., 2010;
HEHN et al., 2012; SCHOLZ & WOOLF, 2002).

A sensibilizacdo de nociceptores ou sensibilizacdo periférica (FIGURA 3),
caracterizada pela diminuicdo do limiar para ocorréncia do potencial de acdo, é um
importante mecanismo, uma vez que contribui para condicbes como neuralgia pos-
herpética e sindrome de dor regional complexa. A percep¢ao de estimulos nocivos
resulta da ativacdo dos nociceptores por substancias exdgenas ou enddégenas
(mediadores inflamatdrios como bradicinina, prostaglandinas e outros derivados do
acido araquidbnico; neurotransmissores como aminoacidos  excitatorios,

neurocininas, serotonina, noradrenalina, histamina; e fatores de crescimento como o
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fator de crescimento nervoso (NGF). Os metabdlitos lipidicos como o &cido
lisofosfatidico, que é liberado apos lesdo tecidual, também tém um papel na dor
neuropatica. Sabe-se que uma lesdo das vias sensoriais € necessaria para o
desenvolvimento de dor neuropatica, e apos dano axonal de um nervo periférico
ocorre degeneragcdo Walleriana. O axonio e a bainha de mielina sdo degradados e
0s macrofagos, assim como outros tipos de células imunes (neutrdfilos, células T),
infiltram-se no local. Ocorre liberacdo de varios mediadores inflamatérios como:
interleucinas, TNFa, bradicinina, prostaglandinas, bem como fatores de crescimento
(NGF). Estas alteragcdes promovem hiperalgesia e alodinia. A sensibilizacdo de
nociceptores € mediada por varios canais idnicos, entre os quais aqueles da familia
de receptores de potenciais transientes (TRP). Um membro proeminente é o TRPV1,
qgue é ativado pelo calor e pela capsaicina e altamente expresso nas fibras Ad e C.
Além disso, na dor neuropética a sinalizacdo intracelular é alterada. Os segundos
mensageiros, como o AMPc, as proteinas quinases (PKA e PKB, proteina quinase
ativada por mitégenos) e as vias de sinalizacdo de o6xido nitrico (NO) explicam as
mudancas funcionais e estruturais que perpetuam a experiéncia da dor. Por
exemplo, a bradicinina e a prostaglandina E2 ativam a PKA e PKC e exacerbam
funcbes mediadas pelo TRPV1. Além disso, a expressdo do TRPV1 é aumentada
em modelos de dor neuropética (NICKEL et al., 2012; WOOLF, 2004; HENH et al.,
2012; BARON et al., 2010).
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Figura 3 - Sensibilizagdo de um nociceptor. Fonte: Modificado de NICKEL et al., 2012.
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Nas sindromes de dor neuropética, a excitabilidade ectdpica anormal de neurénios
aferentes leva a sintomas positivos. A detec¢do de dor espontanea continua e dor
do tipo paroxistica na auséncia de qualquer estimulo externo é causada pela
geracdo de impulsos ectdpicos nas vias nociceptivas. Aparentemente, esses
sintomas sao gerados pelos canais para sodio, que séo diferencialmente expressos
e distribuidos e anormalmente ativos em modelos de dor neuropética. Os neurénios
sensoriais contém dois grupos de canais para sodio sensiveis a voltagem: os canais
de acdo rapida sensiveis a tetrodotoxina (TTX-S) e os canais de acédo retardada
resistentes a tetrodotoxina (TTX-R). Estes ultimos s&o detectados apenas em
nociceptores e estdao envolvidos em estados de dor associada a diferentes
condi¢cBes patologicas. Em condi¢des fisioldgicas, a ativacdo de fibras nociceptivas
Ad e C indicam dano potencial ao tecido, que é refletido nos altos limiares dos
nociceptores para estimulos mecéanicos, térmicos e quimicos. Estas condi¢cbes
mudam drasticamente nos estados de dor neuropatica. Apdés a lesdo nervosa
periférica, a atividade espontanea € evidente tanto em nervos lesionados quanto em
nervos vizinhos néo lesionados. Ocorre aumento da concentracdo de canais para
sédio de qualquer tipo no local da lesdo e em todo o axbnio. Até o momento, foram
identificados nove subtipos de canais para sodio ativados por voltagem (Nayl.1 a
Nay1.9). Os niveis crescentes de RNA mensageiros para 0s canais para sodio
sensiveis a voltagem parecem correlacionar-se com a atividade ectdpica e o
aumento da expresséo dos canais para sédio em fibras lesionadas e intactas, o que
leva a diminuicdo do limiar de potencial de acdo até a ocorréncia da atividade
ectopica. Além de canais para sodio sensiveis a voltagem, varios outros canais
ibnicos provavelmente sofrem alteracbes apds uma lesdo de nervos, como canais
para potassio, 0 que também pode contribuir para mudancas na excitabilidade da
membrana dos nociceptores. A lesdo de nervos também induz a regulagdo positiva
de varias proteinas receptoras, tais como o TRPV1, ja citada anteriormente. Sabe-se
gue o TRPVL1 é fisiologicamente ativado por calor nocivo a cerca de 41°C. Apés uma
lesdo nervosa, o TRPV1 é regulado negativamente em fibras nervosas lesionadas,
mas é expresso positivamente em fibras C ndo lesionadas. Esta nova expresséo de
TRPV1 e a sensibilizagcdo adicional ao calor por transducdo de sinal intracelular
podem levar a atividade nervosa espontanea induzida pela temperatura normal do
corpo, se o limiar de TRPV1 for reduzido para abaixo de 38 °C. Clinicamente, 0s

pacientes com tais mecanismos de dor subjacentes também podem ser
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caracterizados pela presenca de hiperalgesia ao calor, além da dor associada a
sensacao de queimacédo (BARON et al., 2010; NICKEL et al., 2012).

A sensibilizacdo central é a base para entender como neurénios ndo nociceptivos
podem passar a induzir dor e como a hipersensibilidade pode se espalhar para
areas distantes da lesdo inicial (hiperalgesia e alodinia secundarias). Alodinia
secundéria e hiperalgesia na area adjacente ao territorio de inervacao dos nervos
lesionados requerem envolvimento do SNC. A sensibilizacdo central pode se
desenvolver como consequéncia da atividade ectopica em nociceptores e, ndo
necessariamente danos estruturais do SNC podem estar envolvidos. As descargas
em curso de fibras periféricas que liberam aminoacidos excitatorios e
neuropeptideos no corno dorsal da medula espinhal levam a alteragbes poés-
singpticas de neurdnios nociceptivos de segunda ordem, como a fosforilagdo de
receptores NMDA (N-metil D-aspartato) e AMPA (Alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropibnico) ou a expressdo de canais para sodio sensiveis a voltagem.
Estas alteragGes induzem a hiperexcitabilidade neuronal que permite que as fibras
aferentes de AR e Ad de baixo limiar, ativadas por estimulo mecanico, ativem
neurénios nociceptivos de segunda ordem. Isto significa que os estimulos tateis
normalmente inodcuos tornam-se dolorosos. Mecanismos semelhantes podem
ocorrer ndo somente na medula espinhal, mas também nos niveis supraespinhais,
como tem sido relatado em pacientes com dor central. Uma vez iniciada, a
sensibilizacdo central pode se tornar autbnoma, ndo dependendo mais da atividade
dos nociceptores. Assim, a sensibilizacdo central é responsavel por uma
amplificagéo da dor, com diminuigéo de seu limiar, uma expansado de sua extensao
espacial e mudancas nas suas caracteristicas sensoriais (BARON et al., 2010;
HEHN et al., 2012; VALLEJO et al., 2010; SCHOLZ & WOOLF, 2002; WOOLF,
2004).

Outro mecanismo caracteristico da dor neuropéatica € a neuroinflamacdo. Apos
lesGes em nervos periféricos, ocorre uma infiltragdo macica de macrofagos, tanto no
local da lesdo quanto na medula espinhal, que liberam varios mediadores
inflamatorios. Esses mediadores irdo ativar tanto células do sistema imune quanto
células microgliais. Depois de ativadas, as células microgliais passam a liberar
citocinas inflamatérias, como TNF-qa, IL-1 e IL-6, que, além de contribuir para o

desenvolvimento da dor, recrutam mais células da microglia e ativam astrécitos.
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Essas células da glia tém um papel fundamental na manuten¢cé@o da dor neuropatica
e da hiperalgesia, pois alteram as caracteristicas de polarizagcdo de neurdnios,
modulando, assim, a transmisséo dos estimulos dolorosos ao SNC (WOOLF, 2004,
HEHN et al., 2012)

1.5.2. Farmacoterapia da dor neuropatica

O manejo farmacoterapéutico da dor neuropatica ainda € um desafio porque muitos
pacientes ndo experimentam alivio suficiente (BARON et al., 2010). Estima-se que
apenas 25% dos pacientes com dor neuropatica apresentam um alivio superior a
50% da dor com o uso dos farmacos disponiveis. Essa dificuldade se deve,
provavelmente, aos diversos mecanismos que podem levar ao desenvolvimento da
dor neuropatica, além dos fatores emocionais que geralmente acompanham as

dores cronicas e das reag0es adversas causadas pelos farmacos (BRITO, 2014).

Além do controle de sintomas, o gerenciamento de pacientes com dor neuropética
requer reavaliacdo periddica para descartar outras condicdes médicas subjacentes
trataveis. A educacédo do paciente, incluindo as informac¢des sobre dor neuropatica, o
plano de tratamento e as possiveis reacfes adversas induzidas pelos
medicamentos, também € muito util, pois aumenta a adesao ao tratamento. Informar,
também, ao paciente as limitacdes dos tratamentos atualmente disponiveis evita
expectativas irrealistas sobre eficacia e tolerabilidade, uma vez que as terapias
atuais muitas vezes nao sao curativas e a dor residual, mesmo durante o tratamento,
€ comum (GILRON et al., 2015).

Uma abordagem gradual é recomendada, comecando com tratamentos mais
seguros, menos dispendiosos e menos invasivos. No entanto, em muitos casos,
varios desafios e complexidades de casos individuais podem indicar a necessidade
de tratamentos mais intensivos, bem como uma estratégia multimodal e
multidisciplinar de manejo da dor, incluindo regimes de tratamento farmacoldgico e
nao-farmacolégico, como a terapia cognitivo-comportamental, fisica e ocupacional.
Isto inclui, por exemplo, o encaminhamento e o tratamento concomitante por um
fisioterapeuta, em casos nos quais a dor interfere substancialmente no trabalho e
outras atividades diarias. Além disso, a avaliagdo precoce da coexisténcia de
depressao, ansiedade e/ou transtornos de abuso de substancias pode facilitar o

encaminhamento precoce para um psicologo, psiquiatra e/ou cuidado terciario no



29

manejo da dor. As respostas dos pacientes as intervenc¢des farmacoterapéuticas
mais tradicionais devem ser cuidadosamente avaliadas e documentadas para ajudar
a orientar as proximas etapas do tratamento (GILRON et al., 2015; BARON et al.,
2010).

Os pacientes costumam responder de forma inadequada aos analgésicos comuns,
sendo os anticonvulsivantes (gabapentina e pregabalina), os antidepressivos
triciclicos (nortriptilina e desipramina), os inibidores da recaptacdo de serotonina-
norepinefrina (duloxetina e venlafaxina) e os anestésicos locais (lidocaina) os
principais farmacos que promovem alivio da dor neuropatica. O uso de morfina ou
outros opioides frequentemente promove resposta favoravel, sendo necessarias
doses elevadas, 0 que aumenta o risco de ocorréncia de reacdes adversas (BRITO,
2014; SCHESTATSKY, 2008; OLIVEIRA & GABBAI, 1998).

Embora varios anticonvulsivantes avaliados visando ao alivio da dor neuropética,
apenas alguns antagonistas de canais para calcio, gabapentina e pregabalina séo
atualmente recomendados como tratamentos de primeira linha (GILRON et al.,
2015). Os anticonvulsivantes atuam por meio de sua atividade anestésica local com
estabilizacdo da membrana neuronal, diminuicdo da transmissdo sinptica e
supressdo da atividade espontanea que pode ocorrer no neurdnio aferente primario
e ganglio da raiz dorsal. Esses farmacos séo indicados principalmente em situacdes
nas quais lesbes parciais ou totais de nervos causam desequilibrio entre os impulsos
aferentes e 0s mecanismos de modulagdo (OLIVEIRA & GABBAI, 1998). A
gabapentina e a pregabalina se ligam aos canais para calcio nos terminais centrais
dos nociceptores, levando a diminuicao da liberacdo de neurotransmissores. Ambas
os farmacos tém sido amplamente estudados em sindromes de dor periférica,
embora a pregabalina tenha sido o foco da maioria dos estudos em sindromes de
dor neuropatica central (BARON et al., 2010). Estes farmacos podem induzir
vertigem e sedacéo relacionadas com a dose, que podem ser atenuadas com 0 uSsO
inicial de doses menores (O’'CONNOR & DWORKIN, 2009).

Os antidepressivos triciclicos inibem a recaptagdo de monoaminas em sistemas
inibitérios descendentes por meio da ativacédo de diferentes mecanismos. Embora a
analgesia induzida por esses farmacos seja independente da atividade

antidepressiva, essa atividade pode ser benéfica porque a depressdo é uma
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comorbidade frequente em pacientes com dor neuropatica crbnica. Esta classe de
antidepressivos induz varias reagfes adversas, principalmente devido as suas
propriedades anticolinérgicas. Os inibidores seletivos da recaptacdo de norepinefrina
e serotonina (duloxetina e venlafaxina) sao eficientes em polineuropatias dolorosas
(BARON et al., 2010). Existem evidéncias de que farmacos que bloqueiam canais
para sodio sdo eficazes no tratamento de pacientes com dor neuropatica. Os
antidepressivos triciclicos induzem analgesia pois blogueiam os canais para sodio,
aumentam a disponibilidade supraespinhal de norepinefrina e o controle inibitério
bulbo espinhal descendente, ativam receptores opioides e inibem o receptor NMDA.
Diferentes antidepressivos triciclicos inibem Nay1.7 em concentracdes plasmaticas
terapéuticas, enquanto que os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina nao
apresentam esta atividade. Isto pode explicar por que esse ultimo grupo de farmacos
€ menos eficaz no tratamento de pacientes com dor neuropética. Os antidepressivos
reduzem a dor cronica em pacientes deprimidos e nao-deprimidos, sugerindo
mecanismos analgésicos independentes (NICKEL et al., 2012; GILRON et al., 2015).

A lidocaina alivia a dor através de bloqueio ndo especifico de canais para sédio em
neurbnios sensoriais, sem causar dorméncia da pele tratada e de forma bastante
segura. As reacfes adversas mais comuns sao reacdes locais leves, como eritema e
erupcao cutanea, e as reacdes adversas sistémicas sao incomuns. A lidocaina
topica € mais apropriada em dor neuropatica periférica localizada e é improvavel que
tenha eficacia em pacientes com dor neuropatica central (BARON et al., 2010;
O’CONNOR & DWORKIN, 2009; ATTAL et al., 2010).

Os analgésicos opioides, como a morfina e o tramadol, sdo agonistas dos receptores
opioides pré-sinpticos e pés-sinpticos. A eficacia desses farmacos foi relatada em
varios ensaios clinicos randomizados em diferentes disturbios da dor neuropatica
periférica e central. Os opioides tém uma eficacia analgésica comparavel a dos
antidepressivos triciclicos. As reacdes adversas mais comuns induzidas pelos
opioides incluem constipacéo, sedacéo, nauseas e vomitos. Relatorios de consenso
recentes recomendam opioides como terapia de segunda linha ou terceira linha para
pacientes com dor neuropatica, ndao s6 devido a eficacia e a seguranca, mas
também devido a preocupacdes bem reconhecidas sobre o abuso de opioides, como
alteracdes imunologicas, dependéncia fisica e uso indevido ou abuso (BARON et al.,

2010; GILRON et al., 2015). Os opioides geralmente devem ser reservados para
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pacientes que nao respondem aos medicamentos de primeira linha, recomendacao
que é consistente com as diretrizes publicadas para o uso de opioides na dor crbénica
nao associada ao cancer. Os opioides, no entanto, representam a Unica classe de
farmacos que promovem alivio imediato da dor neuropatica. Por esta razdo, 0s
opioides podem ser considerados para uso em primeira linha em certas situacoes
clinicas, como por exemplo, para pacientes com dor neuropatica aguda e para o
alivio de dor neuropatica em pacientes com cancer (O'CONNOR & DWORKIN,
2009).

Na prética clinica, muitas vezes é necessaria uma combinacdo de dois ou mais
farmacos para conseguir um alivio satisfatério da dor, embora haja poucos ensaios

realizados para apoiar esta observacao clinica (BARON et al., 2010).

Os pacientes com dor neuropatica, muitas vezes, ndo respondem adequadamente
aos tratamentos farmacolégicos usados isoladamente ou em combinagdo com
tratamentos ndo-farmacolégicos e sua dor é, portanto, chamada de refrataria. Antes
gue 0s pacientes continuem a rotacdo farmacologica interminavel que nao produz o
alivio desejado da dor ou induz reagcBes adversas intoleraveis, outras estratégias
devem ser consideradas. As técnicas de tratamento intervencional da dor incluem
bloqueio neural, estimulacgdo da medula espinhal, injecdo intratecal de
medicamentos e intervencdes neurocirdrgicas. Uma recente revisdo sistematica
avaliou o efeito induzido por tratamentos intervencionistas em muitas sindromes de
dor neuropética e concluiu que as evidéncias para a eficacia do manejo
intervencionista da dor neuropética sado limitadas. Ndao mais de 40% a 60% dos
pacientes obtém alivio duradouro da dor, sendo que o alivio € parcial. Entretanto,
deve-se reconhecer que a falta relativa de evidéncia de eficacia ndo sugere
necessariamente evidéncia de falta de eficacia e, portanto, a manejo intervencionista
racional de pacientes com dor neuropatica cronica deve ser considerada como um
componente integral de uma abordagem mais abrangente (GILRON et al., 2015). A
estimulacdo elétrica transcutédnea € comumente utilizada como terapia nao-invasiva
e, embora o nivel de evidéncia seja baixo, a relacédo risco/beneficio € favoravel e,
portanto, essa estimulagdo é uma opcao terapéutica em pacientes com dor
neuropatica (BARON et al., 2010). Tem sido proposto, também, o uso de
estimulacdo magnética transcraniana no tratamento de pacientes com alguns tipos

de dor neuropatica, visando a modulacdo dos sintomas dolorosos por meio da
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reorganizagéo cortical induzida (SCHESTATSKY, 2008). Inicialmente utilizada para
a dor talamica, tem sido avaliada em pacientes com sindromes de dor resistentes ao
tratamento, tais como dor de membro fantasma e neuralgia pos-herpética, entre
outras (HONEY et al., 2016).

1.6. Novas estratégias para tratamento da dor neuropética

O processo de descoberta de drogas geralmente comeca com a identificacdo de um
composto, que tem potencial para se tornar um farmaco ativo. Esse composto pode
entdo entrar em um processo muito demorado e dispendioso para conseguir uma
validacdo pré-clinica da eficacia terapéutica. S&o necessarios estudos de
farmacocinética, farmacodinamica e toxicidade antes da aplicacdo clinica. Devido
aos elevados custos de estudos pré-clinicos, bem como avaliagéo clinica ao longo
de muitos anos, a introducdo de novos medicamentos para uma determinada

doenca tornou-se um esfor¢o desafiador (MUDDULURU et al., 2016).

Diante disso, o conceito de reposicionamento de farmacos esta ganhando muita
atencdo. Uma definicAo simples disso € investigar novos usos para O0S
medicamentos existentes ja aprovados. Existem varios exemplos na literatura
médica recente que sustentam este conceito. Como exemplos, estdo o minoxidil
(inicialmente desenvolvido como tratamento para hipertensdo, mas posteriormente
utilizado para tratar a queda de cabelo), sildenafila (inicialmente utilizado para
tratamento de hipertenséo, e atualmente prescrito para disfuncéo erétil) e talidomida
(sedativo, analgésico e antiemético reposicionada para o tratamento de eritema
nodoso leproso e mieloma mdltiplo) (PALOMINO & MARTIN, 2013).

As andlises relativas aos esforcos cientificos, clinicos e financeiros e ao respectivo
estabelecimento de um novo farmaco para aplicacao clinica de rotina revelaram uma
diminuicdo significativa no numero de farmacos introduzidos na clinica. O tempo
médio para o0 desenvolvimento de um novo farmaco também aumentou
consideravelmente ao longo do tempo. Durante a década de 1990, o tempo médio
necessario para o lancamento no mercado era de 9,7 anos. Isto aumentou para
guase 14 anos a partir de 2000, e continua aumentando. O Centro Tufts para o
Estudo de Desenvolvimento de Medicamentos afirmou que o0s custos para o
langamento no mercado de um novo medicamento em 2014 aumentou 1,7 vezes

comparado aos custos exigidos em 2003 (MUDDULURU et al., 2016). Para tornar a
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situacdo ainda mais preocupante, a taxa de insucesso € extremamente elevada, de
forma que pouquissimos candidatos a farmacos avancam a fase de ensaios clinicos
e um namero menor ainda € aprovado pelas agéncias regulatdrias para uso clinico.
Uma das alternativas encontradas e que tem sido estimulada € a identificacdo de
novas funcbes para farmacos conhecidos (reposicionamento de farmacos). A
principal vantagem dessa abordagem é que farmacos que ja estdo em uso clinico
geralmente possuem caracteristicas farmacocinéticas e perfil de seguranca bem
estabelecidos. A eliminacdo da maior parte das avaliacdes toxicolégicas e
farmacocinéticas pode reduzir em até 40% o custo para obtencao da aprovacédo do
novo uso (CHONG & SULLIVAN, 2007).

Apesar dos grandes avan¢cos em relacdo aos mecanismos que levam a dor
neuropatica, o desenvolvimento de farmacos eficientes para o seu alivio ainda néo é
bem sucedido. A farmacoterapia continua sendo a principal op¢éo terapéutica para
tratar pacientes com dor neuropatica. Desta forma, a investigacdo de farmacos
conhecidos e com perfil de seguranca ja estabelecido se torna promissora (BRITO,
2014).

1.7. NO e nicorandil

O NO é uma molécula gasosa simples, nhormalmente encontrada no ar atmosférico
em pequenas quantidades, altamente téxica devido a presenca de radical livre que a
torna um agente quimico altamente reativo. Ha muito tempo esta molécula foi
conhecida e estudada pelos quimicos por se tratar de um gas poluente atmosférico,
mas recentemente ganhou grande importancia fisiologica. O NO é responséavel pela
sinalizacdo celular nos sistemas cardiovascular e nervoso e efetor da citotoxicidade
no sistema imune, além de um dos mediadores da inflamacdo (FILHO &
ZILBERSTEIN, 2000; MICHEL, 2006).

A sintese do NO é o resultado da oxidacdo de um dos dois nitrogénios guanidino da
L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta sintese envolve duas etapas. Na
primeira, ocorre a hidroxilacdo de um dos nitrogénios guanidinos da L-arginina
gerando a N®-hidroxi-L-arginina (NHA). Esta reacdo utiliza NADPH e oxigénio e,
provavelmente, envolve a enzima NO sintase. A segunda etapa consiste na
conversdo da NHA em NO e citrulina (FIGURA 4). O NO produzido ativa a guanilato
ciclase (GC) soluvel, aumentando o conteudo de GMPc (monofosfato ciclico de
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guanosina) intracelular (FIGURA 5). Diversas células utilizam a arginina para
sintetizar o NO. Nas células do endotélio vascular, o0 NO produzido resulta no
relaxamento das células da musculatura lisa vascular. No cérebro, o NO participa do
aprendizado e da memoaria. Esta molécula apresenta atividade também no trato
gastrointestinal, trato respiratério, no sistema reprodutor e circulatorio.
Adicionalmente, h4 demonstracdo clara de que o NO tem papel importante no
processamento nociceptivo no SNC (DUSSE et al., 2003; CERQUEIRA & YOSHIDA,
2002; MICHEL, 2006).
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Figura 4 - Sintese do 6xido nitrico.
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Figura 5 — Processo de ativagdo do GMPc pelo NO. GC = guanilato ciclase; GCa = guanilato

ciclase ativada.

O NO contribui para o desenvolvimento de manifestacdes da resposta inflamatoria,
por promover a vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade vascular, a producao
de prostaglandinas inflamatorias e a sensibilizacdo de nociceptores (MONCADA et
al., 1991). Embora tenha um papel conhecido para o desenvolvimento da resposta

inflamatoria, diversos autores jA demonstraram a atividade antinociceptiva de drogas
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doadoras de NO em inumeros modelos experimentais de dor e inflamacéo. Rocha e
colaboradores, por exemplo, demonstraram efeito analgésico do nitroprussiato de
sédio (doador de NO) em um modelo de periartrite (ROCHA et al. 2003).

O NO tem aplicacbes terapéuticas diretas (inalacdo do gas) ou indiretas
(administracdo de moléculas doadoras de NO) (MICHEL, 2006). A partir de
descobertas sobre as fungdes bioldgicas do NO, foram feitas investigacdes sobre as
atividades de farmacos em uso clinico, acoplado a grupos doadores de NO. O
nicorandil [N-(2-hidroxietil) nitrato de nicotinamida] (FIGURA 6) tem uma estrutura
guimica resultante da combinacdo de um nitrato organico a molécula da
nicotinamida, e € um doador de NO. Este farmaco foi sintetizado em 1976 e tem sido
comercializado desde 1984 no Japao e outros paises para o tratamento e prevencao
de angina pectoris. O nicorandil apresenta um mecanismo de acdo duplo. Atua como
vasodilatador relaxando os musculos vasculares lisos através do aumento de GMPc
por meio da liberacdo de NO. Entretanto, este efeito ndo contribui significativamente
para a cardioprotecdo. Outro efeito mais importante é que, em mitocondrias
cardiacas, o nicorandil ativa os canais para K* sensiveis a ATP, exercendo um efeito
cardioprotetor direto. O composto N - (2-hidroxietil) - nicotinamida (FIGURA 6), o
metabalito principal do nicorandil, € responsavel por mediar este ultimo efeito citado.
Além disso, a nicotinamida aumenta os efeitos vasculares enddgenos de
vasodilatadores, tais como a adenosina e adrenomedulina. A nicotinamida, de forma
semelhante ao nicorandil, induz vasodilatacdo, mas a sua eficacia € muito mais
baixa do que a do composto de origem. Como NO e canais para K* sensiveis a ATP
sdo importantes moléculas de mediacao de muitas outras a¢des bioldgicas, incluindo
a inflamacgéo e nocicepgéo, néo seria surpreendente identificar novas atividades do
nicorandil além daquelas que envolvem o sistema cardiovascular (CARREIRA et al.,
2007; CESAR et al., 2014; PISANO et al., 2016).

O nicorandil possui perfil farmacocinético relativamente simples. A dose
recomendada varia de 10 a 20 mg duas vezes por dia até 30 mg duas vezes ao dia.
O farmaco € absorvido 30-45 minutos apds a ingestdo e praticamente nao sofre
metabolismo de primeira passagem hepatica, portanto, apresenta alta
biodisponibilidade. A ligacdo a albumina e proteina plasmética é fraca e a maior
parte do farmaco circula livremente. Um estado estacionario é conseguido no quarto

dia e administragdes repetidas causam acumulo de nicorandil e seus metabdlitos
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(com pouco efeito sobre o sistema cardiovascular). As concentracdes plasmaticas
méaximas sdo atingidas dentro de 60 minutos apds a ingestédo oral e sdo diretamente
proporcionais a dosagem. O metabolismo ocorre pela desnitragcdo da molécula de
nicorandil na via da nicotinamida. As duas principais biotransformacdes do nicorandil
sdo a desnitracdo, conduzindo a N - (2-hidroxietil) nicotinamida inativa, e a reducao
da cadeia alquila, conduzindo ao acido nicotinico (FIGURA 6) (PISANO et al., 2016).
Cerca de 60% dos metabolitos de nicorandil sédo eliminados na urina até 24 horas
apos a administracdo. Apenas 1% do farmaco é eliminado na urina na sua forma
inalterada e a excrecéo fecal representa menos que 2%. A depuracgédo renal inicial foi
estimada em 10 mL/min, embora pareca existir uma segunda fase de distribuicéo,
com baixos niveis plasmaticos apdés 8 horas, possivelmente causada por uma
liberacdo lenta dos tecidos vasculares (FRYDMAN et al., 1989; SIMPSON &
WELLINGTON, 2004; PISANO et al., 2016). Parametros como idade, doenca renal
ou interferéncia de enzimas metabolizadoras hepéticas do farmaco nao parecem
afetar os parametros farmacocinéticos. De fato, quando o nicorandil € administrado
concomitantemente com um inibidor (por exemplo, cimetidina) ou um indutor (por
exemplo, rifampicina) de oxidase microssomal hepética, o perfil farmacocinético do
nicorandil permanece inalterado. Apesar da extensdo da absor¢cdo em pacientes
com funcd@o hepética deficiente ter sido inferior e a meia-vida de eliminacdo maior,
comparadas aquelas observadas em pacientes com funcdo hepatica normal, a
relevancia clinica ndo € significativa e ajustes da dose sdo considerados
desnecessarios (PISANO et al., 2016; MARKHAM et al., 2000).

As reacOes adversas induzidas pelo nicorandil sdo, na grande maioria, de baixa
gravidade, sendo que a cefaleia é a reacdo mais frequentemente relatada, atingindo
30% dos pacientes, nos primeiros dias de tratamento, mas pode ser minimizada
iniciando-se o tratamento com doses menores. Outras reacdes adversas ocorrem
em menos de 5% dos pacientes, incluindo manifestacdes gastrointestinais, fadiga,
mal-estar e tonturas (EGRED, 2007). Rubor e hipotensdo postural também sao

relatados devido as suas propriedades vasodilatadoras (ARONSON, 2006).
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Figura 6 - Biotransformagées do nicorandil: desnitracdo conduzindo a N- (2-hidroxietil)

nicotinamida inativa, e a reducéo da cadeia alquila, conduzindo ao acido nicotinico.

Embora a investigacdo dos efeitos induzidos por nicorandil em modelos
experimentais de dor ainda seja muito preliminar, ha justificativa para tal. Muitos
compostos que liberam NO e ativam canais para K* sensiveis a ATP, e também a
nicotinamida, um metabdlito do nicorandil, exibem atividades em diferentes modelos
experimentais de dor. Neste contexto, foi demonstrado que a administracao
sistémica de nicorandil inibe a resposta nociceptiva induzida por formaldeido em
camundongos. Como ja foi demonstrado por Godin et al. (2011), que a nicotinamida
€ capaz de inibir a primeira e a segunda fase do mesmo modelo de nocicepcdo, mas
em doses bem maiores, fica claro que o acoplamento de um grupo doador de NO a
nicotinamida resulta em uma molécula mais potente nesse modelo (CESAR et al.,
2014; DUTRA et al., 2013).

1.8. Modelos experimentais para estudo da dor neuropatica

A maioria dos modelos experimentais para estudo da dor neuropatica descritos na
literatura foi realizada em ratos e se desenvolveu a partir de lesbes periféricas
traumaticas, metabdlicas ou toxicas. Séo eles: ligadura do nervo espinhal — um ou
mais nervos espinhais que vao para a pata sdo apertados por laco e cortados;
ligadura isquiatica parcial — parte do nervo isquiatico é apertada por laco; lesao
constritiva crénica — inclui a colocagdo de quatro ligaduras apertadas com fio

cromado no nervo isquiatico; lesdo limitada do nervo — sdo cortados 0S nervos
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fibular e tibial posterior e poupado o sural. Essas técnicas provocam alteracdes
comportamentais de longa duracdo. Outros métodos incluem a injecdo de
estreptozocina para mimetizar neuropatia diabética ou de paclitaxel e vincristina para
mimetizar neuropatia induzida por quimioterapia. Os modelos para dor central
utilizam a contuséo (trauma usando a for¢ca do impacto com deslocamento tissular),
ou lesdes isquémicas por compressao lenta através de pingcamento ou da insuflacao
com balonetes. Métodos citotoxicos usam a injecdo de analogos de glutamato
(cainato) ou de substancias que permitem a lesdo de locais especificos da
substancia cinzenta. Estas técnicas descritas visam promover hiperalgesia mecéanica
e térmica (KRAYCHETE et al., 2008).

O paclitaxel € uma das drogas antineoplasicas mais eficazes para o tratamento de
tumores solidos. Esse farmaco pode induzir duas reacBes adversas graves:. a
mielossupressdo e a neurotoxicidade periférica. A administracdo de paclitaxel em
ratos, durante quatro dias alternados, induz hiperalgesia térmica e alodinia
mecanica. A utilizacdo deste modelo € til para buscar novas estratégias
farmacoldgicas para prevenir o desenvolvimento de dor neuropatica induzida por
paclitaxel ou outros antineoplasicos em humanos. Isso levaria a diminuicdo do
sofrimento dos pacientes que precisam receber tratamento quimioterapico, além de
poder aumentar a efetividade da quimioterapia, por permitir a administracdo de
maiores doses do paclitaxel (RIGO et al, 2013; MATSUMOTO et al.,, 2006;
PALOMANO et al., 2001; ZHANG et al., 2014).

Experiéncias clinicas e estudos comportamentais e anatbmicos do uso do paclitaxel
por via sistémica em roedores sugerem que a neuropatia por paclitaxel pode ser um
fendbmeno gradual. Provavelmente o processo se inicia com uma neuropatia
periférica dolorosa sem patologia neuroldgica grosseira, progride para uma
neuropatia predominantemente sensorial com perda da funcéo das fibras sensoriais
grandes e pequenas e patologia moderada do nervo e, culmina com uma perda
profunda da funcdo sensorial e motora com extensas alteragbes anatbmicas
nervosas. Este processo progressivo pode ser inteiramente devido ao mecanismo de
acao do paclitaxel, ou diferentes componentes do processo podem estar ligados a
mecanismos distintos (PALOMANO et al., 2001).
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Véarios mecanismos estdo supostamente envolvidos no desenvolvimento da dor
neuropatica por administracdo de paclitaxel. Dina e colaboradores (2001)
demonstraram o envolvimento de PKC e PKA no desenvolvimento de neuropatia
periférica em ratos. Outro estudo demonstrou o envolvimento de canais para calcio
do tipo T na neuropatia em ratos, e uma baixa relevancia dos receptores NMDA na
dor induzida por paclitaxel (FLATTERS & BENNETT, 2004). Nieto e colaboradores
(2012) demonstraram a grande relevancia de receptores sigma 1 na neuropatia
dolorosa induzida por paclitaxel. Outro estudo demonstra o envolvimento de
receptores canabinoides neste modelo em camundongos (PARVATHY &
MASOCHA, 2015). Materazzi e colaboradores (2012) demonstraram que o0
paclitaxel, por meio da formacao de radicais de oxigénio, tem como alvo TRPALl e
TRPV4 e ambos os canais sdo fundamentais para o desenvolvimento retardado da

alodinia mecanica.
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2. JUSTIFICATIVA

O reposicionamento de farmacos se tornou uma estratégia promissora para a
descoberta de novas abordagens farmacoterapéuticas. No que se refere a
condicbes dolorosas e inflamatdrias, o alivio da dor € uma necessidade clinica
basica que deve ser atendida. O acoplamento de um doador de NO a nicotinamida
da origem ao nicorandil. Estudos tém demonstrado resultados positivos do nicorandil
em modelos de dor inflamatéria e nociceptiva e de migracdo de neutrdéfilos. Neste
contexto, a investigacdo da atividade do nicorandil em modelos de dor neuropatica,
assim como dos possiveis mecanismos envolvidos nessa atividade, pode levar a
identificacdo de uma nova abordagem farmacoterapéutica eficaz e segura, uma vez

que se trata de um farmaco conhecido e com perfil de seguranca ja estabelecido.
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3. OBJETIVO

Avaliar a atividade do nicorandil em modelos experimentais de dor neuropética em

camundongos, bem como o0s possiveis mecanismos que mediariam essa atividade.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (25 — 30 g). Os animais foram
fornecidos pelo biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG e mantidos em sala
com temperatura controlada de 27 + 1 °C, correspondente a zona de
termoneutralidade para roedores (GORDON, 1990). Foi mantido um ciclo
claro/escuro de 12 horas. Os animais foram acomodados em caixas de plastico
(dimensbes 40 x 34 x 17 cm) forradas com maravalha. Agua e ragdo foram
fornecidos ad libitum exceto quando o protocolo exigia administracdo per os (p.o.).
Nesse caso, 0s animais foram submetidos a restricdo alimentar de, no minimo, 10
horas. Durante todos os protocolos, os animais foram manuseados de maneira
cuidadosa, a fim de promover o menor estresse comportamental possivel. Ao final
dos experimentos, 0s animais foram submetidos a eutanasia. Todos o0s
experimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes para avaliacdo de
dor experimental em animais (ZIMMERMANN, 1983). O projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMG (Protocolo n°339/2015).

4.2. Drogas, farmacos e reagentes diversos

Acido nicotinico (Sigma, EUA) — Composto da vitamina Ba.
Carboximetilcelulose (CMC; Galena, Brasil) — Veiculo.

Cloridrato de cetamina (Unido Quimica, Brasil) — Anestésico.

Cloridrato de ciproheptadina (Sigma, EUA) — Antagonista serotoninérgico.
Cloridrato de naltrexona (Sigma, EUA) — Antagonista opioidérgico.
Cloridrato de xilazina (Unido Quimica, Brasil) — Coadjuvante de anestesia.

Fenobarbital (Sanofi Aventis, Brasil) — Farmaco depressor do SNC.

AN NN T N N NN

Glibenclamida (Sigma, EUA) — Bloqueador de canais para potassio ATP-

dependentes.

v" Nicorandil — Nitrato de 2 - nicotinamidoetil; sintetizado pelo Prof. Angelo de
Fatima — Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG —
Farmaco antianginoso em uso clinico.

v Nicotinamida (Sigma, EUA) — Composto da vitamina Bs.

v Paclitaxel (Sigma, EUA) — Farmaco antineoplasico.
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v' Solugdo de cloreto de sodio (NaCl) 0,9% p/v néo injetavel (Arboreto,
Brasil) — Veiculo usado para o preparo das solu¢cdes de CMC.
v" Solucéo de cloreto de sddio (NaCl) 0,9% p/v injetavel (Equiplex, Brasil) —

Veiculo usado para o preparo do paclitaxel.

4.3. Preparo, dose e via de administracao das solucdes e suspensdes
4.3.1. Solucao de paclitaxel

A solucdo de paclitaxel foi preparada em solucdo de NaCl 0,9% p/v injetavel
imediatamente antes de cada administracdo. O paclitaxel foi administrado por via
intraperitoneal (i.p.) em volume de 2 mL/kg. A dose padronizada foi de 2 mg/kg.

4.3.2. Suspensdes de nicorandil, nicotinamida e acido nicotinico

As suspensdes de nicorandil, nicotinamida e &cido nicotinico, para administracdo
p.o., foram preparadas em suspensdao de CMC 0,5% p/v em solucdo de NaCl 0,9%
p/v ndo injetavel. O volume administrado para todas as substancias foi de 8 mL/kg e
as doses de nicotinamida (86,7 mg/kg) e acido nicotinico (87,7 mg/kg) foram

equivalentes ao nicorandil 150 mg/kg.
4.3.3. Solucéo de fenobarbital

A solucéo de fenobarbital foi preparada pela diluicdo do medicamento em solucao de
NaCl 0,9% p/v injetavel. A dose utilizada foi de 50 mg/kg, p.o., em volume de 8
mL/kg. O fenobarbital foi utilizado como controle positivo no modelo de haste girante

e administrado 1 hora antes da avaliacdo da coordena¢do motora.
4.3.4. Solucdes de naltrexona, glibenclamida e ciproheptadina

As solucdes de naltrexona, glibenclamida e ciproheptadina foram preparadas em
solucéo de NaCl 0,9% p/v injetavel imediatamente antes da administracdo. As doses
de naltrexona e ciproheptadina utilizadas foram 5 e 10 mg/kg. Estes compostos
foram administrados por via i.p. em volume de 2 mL/kg. A glibenclamida, foi
administrada p.o., na dose de 20 e 40 mg/kg, em volume de 8 mL/kg.
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4.4. Modelo experimental de dor neuropatica induzida por paclitaxel

Os camundongos receberam injecdes i.p. da solucdo de paclitaxel em salina. A dose
administrada foi de 2 mg/kg e o volume de 2 mL/kg. Foram feitas quatro injegdes i.p.
em dias alternados (dias 1, 3, 5 e 7). O grupo controle foi submetido ao mesmo

procedimento, porém com injecdes de salina estéril.

4.5. Modelo experimental de dor neuropatica induzida por constricdo do nervo

isquiatico

O procedimento cirargico de constricdo do nervo isquiatico em camundongos foi
baseado na técnica descrita por Bennett & Xie (1988) com pequenas modificacbes
propostas por Motta et al. (2011). Os animais foram anestesiados com uma injecao
i.p. de uma solucdo contendo cetamina (90 mg/kg) e xilazina (9 mg/kg). Em seguida,
por meio de uma incisdo na regido do biceps femoral, previamente tricotomizada e
higienizada com iodopolividona 10% p/v, um segmento do nervo isquiatico foi
exposto. Foram feitas trés ligaduras, espacadas em 1 mm uma das outras, no
segmento exposto, com fio Cat-Gut 4.0 cromado (Brasuture, S8o Sebastido do
Grama, Brasil). A forca de constricdo foi exercida de forma a n&o impedir a
circulagdo sanguinea pela vasculatura superficial epineural. Em seguida, a incisdo

foi suturada.

4.6. Avaliacdo da alodinia mecanica nos diferentes modelos de dor

neuropatica

Para avaliacdo da alodinia mecénica nos diferentes modelos experimentais de dor
neuropatica, os camundongos foram colocados em compartimentos de acrilico
dispostos sobre um suporte que possui como base uma tela metalica. Os animais
foram ambientados no aparato de realizacdo do teste por no minimo 60 minutos por
dia durante dois dias antes da realizacdo do experimento e por 20 minutos logo
antes do inicio do experimento. A alodinia mecéanica foi avaliada por meio de um
analgesimetro digital (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) que consiste de um transdutor
de pressdo manual adaptado a uma ponteira de polietileno de 0,5 mmz2, o qual mede
o limiar para a retirada da pata, expresso em gramas. O filamento foi aplicado sobre
a superficie plantar da pata traseira direita com um aumento gradual de pressao até

gue o animal retirasse a pata (FIGURA 7). O valor da pressao que induz a retirada
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da pata é registrado automaticamente, em uma faixa de 0,1 a 1000 g, ou
aproximadamente 0,1 a 10 N. Foram feitas cinco medi¢des, com um intervalo de 20
segundos entre cada uma delas, em cada animal, sendo o maior e o0 menor valor
eliminados e a resposta nociceptiva calculada como uma média das trés medidas
restantes. Os animais foram testados antes e depois dos tratamentos. O limiar basal
para retirada de pata de cada animal foi determinado no dia do teste e a divisdo dos
grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as massas corporais e 0s
limiares basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes.

Para cada grupo experimental, foram utilizados seis animais.

Figura 7 - Aparato utilizado para a avaliagdo da alodinia mecanica. PP - ponteira de
polietileno; TF - transdutor de for¢a. O centro delimitado pelos pontos pretos corresponde ao

sitio de estimulacdo da ponteira de polietileno.

4.7. Tratamentos realizados no modelo experimental de dor neuropética
induzida por paclitaxel

Primeiramente, foi realizada a padronizacdo do modelo de dor neuropatica induzida
por paclitaxel, sendo utilizados dois grupos: o controle, o qual recebeu salina e, o
grupo que recebeu paclitaxel. Foi feita a avaliagdo dos valores basais de retirada de
pata dos animais. Em seguida, foram feitas quatro administragdes i.p. de paclitaxel
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(2 mg/kg) ou veiculo (salina) em dias alternados (1°, 3°, 5° e 7° dias). A alodinia
mecanica foi avaliada a cada dois dias, durante 14 dias.

Foram realizados seis protocolos de avaliacdo da atividade do nicorandil no modelo
experimental de dor neuropética induzida por paclitaxel. O tratamento dos dois
primeiros protocolos (FIGURAS 8 e 9) foi realizado no 7°dia apds a primeira injecao
de paclitaxel e, o terceiro e o quarto (FIGURAS 10 e 11) foram realizados no 14°dia.
No primeiro e no terceiro protocolos os animais receberam uma administracdo de
nicorandil, p.o., nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg, e no segundo e quarto
protocolos foram utilizadas as mesmas doses do farmaco e via de administracao,
porém o nicorandil foi administrado duas vezes, em um intervalo de duas horas. A
alodinia mecanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 horas ap6s a primeira administracao do

nicorandil em todos os protocolos mencionados.

12 inje¢do 2% injecdo 3? injecdo 4% injecao Administragao
de paclitaxel de paclitaxel de paclitaxel de paclitaxel de nicorandil

Ll
| Il

19 Avaliagdo 22 Avaliagio 32 Avsliaglo 44 Avaliaglo

| |
N

o

2 4 6 7 dias

W—e—

horas

Figura 8 - Primeiro protocolo (uma administragdo de nicorandil no 7°dia). Escala temporal da
avaliacdo do efeito induzido pelo nicorandil no modelo experimental de dor neuropatica
induzida por paclitaxel.

Administragdo de Administragdo de
nicorandil nicorandil

12 injegio 22 injego 32 injecio 42 injegdo
de paclitaxel de paclitaxel de paclitaxel ~de paclitaxel

v J/ ‘J’ v A v A \J/ W l

0 2 4 6 7 dias 0 1 2 3 5 7 horas

12 Avaliacio 22 Avaliagdo 32 Avaliagio 42 Avaliagio

Figura 9 - Segundo protocolo (duas administragdes de nicorandil no 7°dia). Escala temporal
da avaliacdo do efeito induzido pelo nicorandil no modelo experimental de dor neuropética

induzida por paclitaxel.
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19 injecdo 2% injecdo 3% injecdo 4% injegio Administracdo
de paclitaxel de paclitaxel de paclitaxel de paclitaxel de nicorandil

A A
T

1* Avaliagio 2% Avaliagio 3# Avakag3o 42 AvaliagZo

o

0 2 4 6 14 dias horas

Figura 10 - Terceiro protocolo (uma administracdo de nicorandil no 14°dia). Escala temporal

da avaliacdo do efeito induzido pelo nicorandil no modelo experimental de dor neuropatica
induzida por paclitaxel.

Administragdo de Administragdo de
nicorandil nicorandil

12injecdo  22injecio 32 injecho 42 injegdo . 2 Avaliacs . -
de paclitaxel de paclitaxel de paclitaxel de paclitaxel 12 Avaliaczo 2 Avaliasso 3% Avaliacso & Aveliacio

S R
RN

2 14dias 0O
Figura 11 - Quarto protocolo (duas administragdes de nicorandil no 14°dia). Escala temporal

7 horas

da avaliacdo do efeito induzido pelo nicorandil no modelo experimental de dor neuropatica
induzida por paclitaxel.

No quinto protocolo foi avaliado o efeito induzido por administracdes repetidas do
nicorandil sobre a alodinia mecéanica induzida pelo paclitaxel com a finalidade de
investigar se o efeito do farmaco se mantém apds administracdes repetidas. Neste
experimento, o nicorandil foi administrado duas vezes, com intervalo de duas horas,
e foram utilizadas as doses de 100 e 150 mg/kg, p.o., volume 8 mL/kg. As
administracdes foram realizadas no 14°, 15° ou 16° dias (FIGURA 12) e a alodinia
mecanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 horas ap0s a primeira administracdo do nicorandil
em todos os dias mencionados.
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Administragdo de Administracdo de
nicorandil nicorandil

12 Avaliagdo
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22 Avaliagdo 32 Avaliacdo 42 Avaliacio
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Figura 12 - Quinto protocolo (duas administracdes de nicorandil no 14°, 15° e 16° dias).

Escala temporal da avaliacéo do efeito induzido pelo nicorandil no modelo experimental de dor

neuropatica induzida por paclitaxel.

O sexto protocolo foi realizado no 14°dia apds a primeira administracdo de

paclitaxel, sendo comparada a atividade do nicorandil na dose de 150 mg/kg com

nicotinamida e &cido nicotinico em doses equimolares (FIGURA 13). Os trés

farmacos foram administrados p.o. em volume de 8 mL/kg. Foram realizadas duas

administracdes de cada farmaco, com intervalo de duas horas, e a alodinia

mecanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 horas apos

tratamentos.

12 injecio 22 injecio 32 injecio 42 injegdo
de paclitaxel de paclitaxel de paclitaxel ~de paclitaxel

a primeira administracdo dos

Administragio de Administragio de
nicorandil, nicorandil
nicotinamida e dcido nicotinamida e dcide
nicotinico nicotinico

12 Avaliacdo

v l N

23 AvaliacBo 32 Avaliagio 42 Avaliagio
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Figura 13 - Sexto protocolo (duas administracdes de nicorandil, nicotinamida e &cido

nicotinico no 14°dia). Escala temporal da avaliagcdo do efeito induzido pelo nicorandil no

modelo experimental de dor neuropatica induzida por paclitaxel.
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4.8. Tratamentos realizados no modelo experimental de constricdo do nervo

isquiatico

Inicialmente, foi realizada a padronizagdo do modelo experimental de constricdo do
nervo isquiatico e, para isto foi utilizado um grupo controle, que corresponde aos
animais falso-operados, e um grupo operado. O grupo falso-operado foi composto
por animais submetidos a uma falsa cirurgia, na qual o nervo néo foi constringido,
apenas visualizado. No grupo operado foram feitas trés ligaduras, espacadas em 1
mm uma das outras, com fio Cat-Gut 4.0 cromado, e em seguida os animais foram

suturados.

O tratamento no modelo de dor neuropatica induzida por constricao foi realizado no
14°dia apOs a cirurgia, sendo avaliada a atividade do nicorandil na dose de 150
mg/kg. O farmaco foi administrado p.o. em volume de 8 mL/kg. Foram realizadas
duas administrac6es do nicorandil, em um intervalo de duas horas, e a alodinia
mecanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 horas ap6s a primeira administracdo do tratamento
(FIGURA 14).

Administragdo de Administracio de

nicorandil nicorandil

Cirurgia 1* Avaliscio 2? Avallagio 37 Avaliacdo 4* Avaliacio
LITUrgsa

l VULl
| e

14 dias 0 1 2 3 horas

Figura 14 - Escala temporal da avaliagdo do efeito induzido pelo nicorandil no modelo

experimental de constricdo do nervo isquiatico. Foram realizadas duas administragdes de
nicorandil no 14°dia.

4.9. Avaliacdo dos efeitos induzidos por naltrexona, glibenclamida e
ciproheptadina sobre a atividade do nicorandil no modelo experimental de

dor neuropética induzida por paclitaxel

Com o objetivo de avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na atividade

antinociceptiva do nicorandil no modelo experimental de dor neuropética induzida
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por paclitaxel, foram utilizados antagonistas opioidérgico (naltrexona),
serotoninérgico (ciproheptadina) e um bloqueador de canais para potassio ATP-
dependentes (glibenclamida). Neste protocolo, o nicorandil foi administrado por duas
vezes, p.o., volume 8 mL/kg, em um intervalo de duas horas. A naltrexona e
ciproheptadina (FIGURA 15) foram administradas 15 minutos antes da primeira
administragao do nicorandil, por via i.p., volume 2 mL/kg, enquanto a glibenclamida
(FIGURA 16) foi administrada, p.o., volume 8 mL/kg, 30 minutos antes da primeira
administracdo de nicorandil. A alodinia mecanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 horas apos

a primeira administragéo do tratamento.

Administracio de Adminustragdo de
nicorandl nicorandd
injecio  22injeclo 32 injegio 4% injec3o ASminkrasao o

naltrexona ou t Avaliagio
de paclitaxel de paclitaxel de paclitaxel de pachtaxel s

2% Avalacho 22 AvaliacBo 4% Avalagic
coproheptading

Vol TN

0 2 4 6 14 dias 15min 0O 1 2 3 5 7 horas

Figura 15 - Escala temporal da avaliagdo do efeito induzido pelo nicorandil, apés tratamento

prévio com naltrexona ou ciproheptadina, sobre a alodinia mecénica induzida por paclitaxel.
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nicorandil mcorandd
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Figura 16 - Escala temporal da avaliagdo do efeito induzido pelo nicorandil, apés tratamento

prévio com glibenclamida, sobre a alodinia mecanica induzida por paclitaxel.

4.10. Avaliagdo da atividade motora

A atividade motora foi avaliada na haste girante (FIGURA 17) (VAZ et al., 1996). Os
animais foram treinados no aparato, a 14 rpm, durante dois dias antes do
experimento, em duas sessfes diarias, durante 2 minutos. A divisdo dos grupos para

posterior tratamento foi feita de forma que as médias dos tempos de permanéncia
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basais fossem semelhantes. No dia do experimento, com excecdo do controle
positivo, os animais foram tratados por duas vezes, p.o., em volume 8 mL/kg, em um
intervalo de duas horas, com nicorandil 50, 100 ou 150 mg/kg, com o controle
negativo (CMC) ou controle positivo (fenobarbital). Em seguida, os camundongos
foram avaliados no aparato, a 14 rpm, na 1% 32 52 e 72 hora ap0s a primeira
administracdo dos tratamentos (FIGURA 18), determinando-se o tempo de

permanéncia. O tempo de corte foi de 2 minutos.

|4

LI

Figura 17 - Haste girante utilizada para avaliar a atividade motora de camundongos.

Administragdo de
fenobarbital, CMC ou
nicorandil

Administragdo de
CMC ou nicorandil

12 Avaliagdo 22 Avaliagio 32 Avaliagdo 42 Avaliacio
v \J/ W l J’ l
0 1 2 3 5 7 horas

Figura 18 - Escala temporal de avaliagio da atividade motora em camundongos.

4.11. Anédlise estatistica

A andlise estatistica e apresentacéo gréfica dos resultados foram feitas por meio do
programa Graphic Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos

como média + erro padrao da média. Os resultados referentes aos modelos de dor



52

neuropatica e massa corporal foram analisados por meio da andlise de variancia de
duas vias, seguida pelo teste Bonferroni. Os resultados referentes ao modelo de
haste girante e area sob a curva foram analisados por meio da analise de variancia

simples, seguida pelo teste Dunnett’s. Adotou-se um nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Padronizacdo do modelo experimental de dor neuropatica induzida por
paclitaxel

Inicialmente, foi realizada a padronizacdo do modelo experimental de dor
neuropatica induzida por paclitaxel. A alodinia mecénica, avaliada por meio da
estimulacdo da pata traseira direita do animal, foi medida a cada dois dias durante
14 dias apés a primeira injecdo de paclitaxel (2 mg/kg, i.p.). Observou-se que a
alodinia mecéanica se estabeleceu dois dias apdés a primeira administracdo de
paclitaxel, com limiar médio de 5,5 g, e se manteve durante todo o periodo avaliado.
Os valores basais do limiar nociceptivo eram de aproximadamente 7,5 g e foram
reduzidos para aproximadamente 3,5 g no grupo que recebeu o paclitaxel. Os
animais do grupo controle receberam salina estéril (FIGURA 19). Em relacdo ao
ganho de massa corporal, ndo houve diferenca estatistica entre o grupo controle e o
grupo que recebeu paclitaxel, sendo observado ganho de massa corporal em ambos
os grupos (FIGURA 20).

= Salina
-o- Paclitaxel

o N

Limiar Nociceptivo (g)

o

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias)

Figura 19 - Curso temporal da alodinia mecanica induzida por paclitaxel. O paclitaxel foi
administrado na dose de 2 mg/kg (i.p.) em dias alternados (1°, 3°, 5° e 7° dias). Os animais do
grupo controle receberam salina estéril (2 ml/kg, i.p.). *** indica diferenca estatistica em

relacdo ao grupo controle (p<0,001). n=6.
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Figura 20 - variag6es de massas corporais dos animais que receberam paclitaxel ou salina

estéril. n=6.

5.2. Efeito induzido pelo nicorandil administrado no 7° dia sobre a alodinia
mecanicainduzida pelo paclitaxel

No 7°dia ap6s a primeira injecdo de paclitaxel, o nicorandil foi administrado por meio
de dois protocolos. No primeiro protocolo, foi realizada uma administracdo do
nicorandil, nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg. O nicorandil nas doses de 50 ou 100
mg/kg ndo alterou a alodinia mecéanica induzida por paclitaxel. A dose de 150 mg/kg
atenuou a alodinia na 52 hora ap6s a administracdo do farmaco (FIGURA 21). No
segundo protocolo, onde foram realizadas duas administracdes de nicorandil (50,
100 ou 150 mg/kg) em um intervalo de duas horas, o nicorandil na dose de 50 mg/kg
nao alterou a alodinia mecéanica induzida por paclitaxel. A dose de 100 mg/kg
atenuou a alodinia na 32, 52 e 72 horas apés a administracdo do farmaco. Na dose
de 150 mg/kg, o nicorandil atenuou a alodinia mecanica em todo o periodo de
avaliacao (FIGURA 22).
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Figura 21 - Efeito induzido pelo nicorandil (50, 100 ou 150 mg/kg, uma administracéo, p.o., 7°
dia) sobre a alodinia mecéanica induzida pelo paclitaxel. (A) Curso temporal e (B) area sob a
curva. ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle

(p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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Figura 22 - Efeito induzido pelo nicorandil (50, 100 ou 150 mg/kg, duas administragées, p.o.,
7° dia) sobre a alodinia mecéanica induzida pelo paclitaxel. (A) Curso temporal e (B) area sob a
curva. *, ** e *** jndicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle

(p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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5.3. Efeito induzido pelo nicorandil administrado no 14°dia sobre a alodinia

mecanica induzida pelo paclitaxel em camundongos

Assim como no 7°dia, o nicorandil também foi avaliado no 14°dia apds a primeira
injecdo de paclitaxel por meio de dois protocolos. No primeiro protocolo, foi realizada
uma administracdo do nicorandil, nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg. O nicorandil
nas doses de 50 e 150 mg/kg atenuou a alodinia mecénica na 12 e 52 hora, e na
dose de 100 mg/kg houve atenuacéo apenas na 12 hora avaliada (FIGURA 23). No
segundo protocolo, foram realizadas duas administracdes de nicorandil (50, 100 e
150 mg/kg). O nicorandil na dose de 50 mg/kg alterou a alodinia somente na 12 hora
avaliada. O nicorandil na dose de 100 mg/kg, atenuou a alodinia mecéanica na 12 e 52
hora. J& na dose de 150 mg/kg, o nicorandil atenuou significativamente a alodinia
mecanica na 32, 52 e 72 horas avaliadas (FIGURA 24).
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Figura 23 - Efeito induzido pelo nicorandil (50, 100 ou 150 mg/kg, uma administrag&o, p.o.,
14° dia) sobre a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel. (A) Curso temporal e (B) area sob a
curva. * e * indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle

(p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=6.
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Figura 24 - Efeito induzido pelo nicorandil (50, 100 ou 150 mg/kg, duas administracées, p.o.,
14° dia) sobre a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel. (A) Curso temporal e (B) area sob a
curva.*, ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle
(p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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5.4. Efeito induzido por administracdes repetidas de nicorandil no 14°, 15° ou
16°dias sobre a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel
Em seguida, avaliamos o efeito induzido por administracdes repetidas de nicorandil
sobre a alodinia mecénica induzida por paclitaxel. O nicorandil na dose de 100
mg/kg (duas administragfes, p.o.), no 14°dia, atenuou a alodinia mecanica na 52 e
72 horas em relacdo ao grupo controle. Na dose de 150 mg/kg, observou-se que o
nicorandil atenuou a alodinia mecéanica em todos os tempos avaliados (FIGURA 25
A e B). No 15° dia, foi observada alteracdo da alodinia mecanica em todos os
periodos avaliados para a dose de 150 mg/kg de nicorandil, porém ndo houve
alteracéo para a dose de 100 mg/kg (FIGURA 25 C e D). No 16° dia, o nicorandil, na
dose de 150 mg/kg, atenuou a alodinia mecéanica na 1% 32 e 52 horas apés a
primeira administracdo do farmaco (FIGURA 25 E e F). O limiar nociceptivo para o

grupo controle permaneceu em torno de 3 g em todos os momentos de avaliacao.
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Figura 25 - Efeito induzido por administragdes repetidas de nicorandil (100 ou 150 mg/kg,
duas administracdes, p.o.) no 14°, 15° e 16° dias sobre a alodinia mecéanica induzida pelo
paclitaxel. (A, C e E) Curso temporal e (B, D e F) area sob a curva. *, ** e *** indicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n=6.
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5.5. Efeito induzido pelo nicorandil sobre a atividade motora no modelo da
haste girante
Com a finalidade de validar as conclusdes obtidas a partir da analise dos efeitos
induzidos pelo nicorandil nos diferentes modelos de dor neuropética, foram
avaliados os efeitos induzidos por esse farmaco sobre a coordenacdo motora dos
animais. O nicorandil nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg ou o veiculo ndo alteraram
0 tempo de permanéncia dos animais na haste girante. Por outro lado, o
fenobarbital, utilizado como controle positivo neste protocolo experimental, reduziu

de forma marcante esse parametro (TABELA 1).

Tabela 1 - Efeitos induzidos pelo nicorandil (50, 100 ou 150 mg/kg, p.o., - 1 h e + 2 h) ou pelo
fenobarbital (50 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na haste
girante. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle

(p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=5-6.

Tratamento Tempo de permanéncia (S)
Basal Apo6s 1h Apd6s 3 h Ap6s 5h ApGs 7 h
Veiculo 12040 12040 1200 1200 12040
Nicorandil 50 mg/kg 12040 12040 1200 1200 12040
Nicorandil 100 mg/kg 1200 1200 120+0 120+0 1200
Nicorandil 150 mg/kg 1200 1200 120+0 120+0 1200
Fenobarbital 50 mg/kg 120+0 45+23,8** 77,8+23,7* 1200 12040

5.6. Efeito induzido pelo nicorandil ou por doses equimolares de nicotinamida
ou &cido nicotinico sobre a alodinia mecéanica induzida por paclitaxel

No 14°dia apds a primeira administracdo de paclitaxel, foi comparada a atividade do

nicorandil na dose de 150 mg/kg (p.0.) com a nicotinamida e acido nicotinico em

doses equimolares. O nicorandil atenuou a alodinia mecéanica em todas as horas

avaliadas em relagcéo ao grupo controle. Entretanto, esse efeito n&o foi induzido pela

nicotinamida ou &cido nicotinico quando administrado em doses equimolares (86,7 e

87,7 mgl/kg, p.o., respectivamente) a dose de nicorandil (FIGURA 26).
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Figura 26 - Efeito induzido pelo nicorandil (150 mg/kg; p.0.) ou por doses equimolares de
nicotinamida (86,7 mg/kg; p.o.) ou &cido nicotinico (87,7 mg/kg; p.o.) sobre a alodinia mecéanica
induzida por paclitaxel. Foram realizadas duas administracdes de nicorandil, nicotinamida ou
acido nicotinico.(A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *, ** e *** indicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n=6.

5.7. Efeito induzido pelo nicorandil sobre a alodinia mecéanica induzida pela
constricdo do nervo isquiatico

Inicialmente, foi realizada a padronizacdo do modelo de dor neuropética induzida por

constricdo do nervo isquiatico. A alodinia mecénica, avaliada por meio da

estimulacdo da pata ipsilateral a constricdo do nervo, foi avaliada a cada dois dias

durante 14 dias apOs a cirurgia. Observou-se que a alodinia mecanica se
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estabeleceu no 2° dia apds a cirurgia, com limiar médio de 1,5 g e se manteve
durante todo o periodo avaliado. Os valores basais do limiar nociceptivo eram de
aproximadamente 6 g e atingiu como menor limiar o valor médio aproximado de 1,5
g (FIGURA 27).

No 14°dia apoOs a cirurgia, foi avaliada a atividade do nicorandil na dose de 150
mg/kg. O nicorandil atenuou a alodinia mecénica na 12 e 5% horas avaliadas.
(FIGURA 28).
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Figura 27 - Alodinia mecanica induzida pela constricdo do nervo isquidtico em

camundongos. *** indica diferenca estatistica em compara¢gdo com o grupo controle (p<0,001).
n=6.



65

-o- CMC 0,5 %

Basal -=- Nicorandil 150 mg/kg

\l
1

»
1

*%*

Limiar Nociceptivo (g)
F 9

w
1

N

0 1 3 5 7
Tempo apés administracdo dos tratamentos (h)

Figura 28 - Efeito induzido pelo nicorandil (150 mg/kg; p.o.) sobre a alodinia mecanica

induzida pela constricdo do nervo isquidtico. Foram realizadas duas administracbes de
nicorandil. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relag&o ao grupo controle

(p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=6.

5.8. Efeitos induzidos por naltrexona, ciproheptadina ou glibenclamida sobre
a atividade antialodinica do nicorandil
No protocolo em que foi avaliado o efeito induzido pela naltrexona sobre a atividade
antinociceptiva do nicorandil, os valores médios do limiar nociceptivo para o grupo
controle foram de aproximadamente 2,8 g nos quatro momentos de avaliacdo. O
tratamento com nicorandil reduziu a alodinia mecéanica. Os valores médios do limiar
nociceptivo para o grupo que recebeu o tratamento com nicorandil foram de 5,7 g na
32 e 52 horas, e 5,3 g na 72 hora. A naltrexona, administrada isoladamente na dose
de 10 mg/kg, né&o inibiu a alodinia mecanica. Os valores médios do limiar nociceptivo
para esse grupo nédo diferiram estatisticamente dos valores do grupo controle (2,8;
3,0; 2,7, e 2,4 g na 1?3 32 52 e 72 horas, respectivamente). Entretanto, quando
administrada previamente ao tratamento com nicorandil, a naltrexona, nas duas
doses, atenuaram o efeito antinociceptivo induzido por este farmaco. Para a dose de
5 mg/kg, a atenuacao ocorreu na 32 e 52 horas apds a administracao do nicorandil
diminuindo o limiar nociceptivo para 4,1 e 3,8 g respectivamente; e para a dose de
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10 mg/kg, isto ocorreu na 32, 52 e 72 horas, com reducao do limiar nociceptivo para
3,7; 2,9 e 3,7 g respectivamente (FIGURA 29).
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Figura 29 - Efeito induzido pela naltrexona (Nal; 5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antialodinica do nicorandil (NIC; 150 mg/kg, p.0.). A naltrexona foi administrada 15 min antes
do nicorandil. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *** indica diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,001). #, ## e ### indicam diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com nicorandil (p< 0,05, p<0,01 e

p<0,001, respectivamente). n=6.
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No protocolo em que foi avaliado o efeito induzido pela glibenclamida sobre o efeito
antinociceptivo do nicorandil, os valores médios do limiar nociceptivo para o grupo
controle foram de aproximadamente 2,8 g nos quatro momentos de avaliagcdo. O
tratamento com nicorandil reduziu a inducdo da alodinia mecéanica. Os valores
médios do limiar nociceptivo para o grupo que recebeu o tratamento com nicorandil
foram de 5,7 g na 32 hora e 5 g na 52 hora. A glibenclamida, administrada
isoladamente na dose de 40 mg/kg, néo inibiu a alodinia mecéanica. Os valores
meédios do limiar nociceptivo para esse grupo nao diferiram estatisticamente dos
valores do grupo controle (2,7; 2,9; 2,8 e 2,6 g na 18 3% 52 e 72 horas,
respectivamente). A glibenclamida, nas doses de 20 e 40 mg/kg, ndo alterou a
atividade antinociceptiva do nicorandil (FIGURA 30).
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Figura 30 - Efeito induzido pela glibenclamida (Glib; 20 ou 40 mg/kg, p.0.) sobre a atividade
antialodinica do nicorandil (NIC; 150 mg/kg, p.o.). A glibenclamida foi administrada 0,5 h antes
do nicorandil. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. * * e ** indicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). n=6.

No protocolo em que foi avaliado o efeito induzido pela ciproheptadina sobre a
atividade antialodinica do nicorandil, os valores médios do limiar nociceptivo para o
grupo controle foram aproximadamente 3,0 g nos quatro momentos de avaliacdo. O
tratamento com nicorandil reduziu a alodinia mecéanica. Os valores médios do limiar

nociceptivo para o grupo que recebeu o tratamento com nicorandil foram de 4,6 na
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32 hora e 4,7 g na 52 hora. A ciproheptadina, administrada isoladamente na dose de
10 mg/kg, ndo inibiu a alodinia mecéanica. Os valores médios do limiar nociceptivo
para esse grupo nédo diferiram estatisticamente dos valores do grupo controle (3,2;
2,9; 3,3 e 3,0 gna 1% 32 52 e 72 horas, respectivamente). A ciproheptadina, nas
doses de 5 e 10 mg/kg, alteraram a atividade antinociceptiva do nicorandil. Para a
dose de 5 mg/kg, a atenuacgéo ocorreu na 52 hora ap6s a administracdo do nicorandil
diminuindo o limiar nociceptivo para 3,3 g; e para a dose de 10 mg/kg, isto ocorreu
na 32 hora, com reducao do limiar nociceptivo para 3,1 g (FIGURA 31). Apesar dos
valores médios do limiar nociceptivo para os grupos das duas doses diferirem
estatisticamente dos valores do grupo tratado com nicorandil quando comparados
em cada momento de avaliacdo, ao se fazer uma avaliacdo global foi verificada uma
atenuacdo do efeito induzido pelo farmaco apenas para a maior dose de

ciproheptadina (10 mg/kg).
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Figura 31 - Efeito induzido pela ciproheptadina (cipro; 5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antialodinica do nicorandil (NIC; 150 mg/kg, p.o.). A ciproheptadina foi administrada 15 min
antes do nicorandil. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. * e ** indicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente).
# indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com nicorandil
(p< 0,05). n=6.
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6. DISCUSSAO

Devido ao grande numero de doencas que provocam a dor neuropatica, aos
diversos mecanismos que podem levar ao desenvolvimento desta condicdo e aos
perfis inadequados de eficicia e seguranca dos farmacos em uso, € um desafio para
a farmacologia moderna a busca de novas terapias para este tipo de dor crénica. O
reposicionamento de farmacos é uma alternativa menos dispendiosa e com menor
custo, j& que farmacos em uso clinico geralmente possuem caracteristicas
farmacocinéticas e perfil de seguranca bem estabelecidos (CHONG & SULLIVAN,
2007).

O nicorandil, um farmaco que tem sido usado no tratamento de pacientes com
doenca cardiaca isquémica, € uma molécula resultante do acoplamento da
nicotinamida a um doador de NO. Uma vez que ha um grande interesse na
avaliacdo da atividade de drogas ou farmacos acoplados a doadores de NO, o
interesse na investigagdo da atividade do nicorandil em modelos de dor se torna
evidente. Demonstramos, recentemente, que o nicorandil, de forma similar a
nicotinamida, também apresenta atividade no modelo de dor nociceptiva e
inflamatdria induzida por formaldeido (DUTRA et al., 2013). Assim, em continuidade
a essa linha de pesquisa, investigamos o efeito do nicorandil em modelos de dor

neuropatica em camundongos.

No presente estudo, foram avaliadas as atividades do nicorandil nos modelos de dor
neuropatica induzida por paclitaxel e induzida por constricdo do nervo isquiatico em
camundongos e, comparou-se a atividade deste farmaco com seus metabolitos. O
nicorandil, mas ndo a nicotinamida e &cido nicotinico, apresentou atividade no
modelo de dor neuropética induzida por paclitaxel. A atividade antinociceptiva do
nicorandil, no modelo de dor neuropética induzida por paclitaxel parece envolver

mecanismos opioidérgicos e serotoninérgicos.

6.1. Atividade do nicorandil no modelo de dor neuropética induzida por

paclitaxel em camundongos

Existem diversos modelos experimentais de dor neuropatica. Um dos mais utilizados
€ 0 modelo de dor neuropatica induzida por quimioterapicos (SMITH et al., 2004;
WARD et al., 2011; AMI et al., 2012; THANGAMANI et al., 2013). Estes modelos
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sdo favordveis aos cirargicos uma vez que, apresentam maior facilidade de
execucao e a reprodutibilidade dos dados, principalmente em camundongos, em que
0 pequeno tamanho dificulta a cirurgia. O quimioterapico paclitaxel produz
frequentemente neuropatia periférica em seres humanos. Em ratos, quatro injecoes
I.p. de paclitaxel produzem uma neuropatia bilateral duradoura. Os sintomas desta
neuropatia incluem alodinia mecéanica e hiperalgesia e hiperalgesia de calor
(POLOMANO et al., 2001). Acredita-se que o paclitaxel produza dano ao nervo por
interromper a acdo dos microtubulos necesséarios para o transporte axonal (DE
BRABANDER et al., 1981).

Inicialmente, realizamos a padronizacdo dos modelos experimentais. Neste estudo,
foram utilizados dois modelos para indugdo de dor neuropatica: a induzida por
paclitaxel e a constricdo do nervo isquiatico. No modelo de dor neuropatica induzida
por paclitaxel, a alodinia mecéanica foi acentuada ja no segundo dia apés a primeira
administracdo do paclitaxel; e na constricdo do nervo isquiatico a alodinia mecéanica
foi significativa no segundo dia apds a cirurgia. Em ambos os métodos, a alodinia se
manteve durante duas semanas. Outro aspecto relevante é o fato de que a
administracdo repetida de paclitaxel ndo alterou o aumento de massa corporal dos

animais durante o periodo de avaliacao.

Sabe-se que diversos mecanismos podem levar ao desenvolvimento da dor
neuropatica. Os principais sdo: atividade ectépica de neurbnios, sensibilizacédo
periférica e central e neuroinflamacdo (BARON et al., 2010; HEHN et al., 2012;
SCHOLZ & WOOLF, 2002). A sensibilizacdo de nociceptores é mediada pela familia
de TRP de canais catidnicos ndo especificos (NICKEL et al., 2012). Foi demonstrado
que o paclitaxel tem como alvo TRPAl e TRPV4 e ambos 0s canais séo
fundamentais para o desenvolvimento retardado da alodinia mecénica; e que a
alodinia fria é, no entanto, inteiramente dependente de TRPA1 (MATERAZZI et al.,
2012). Neurdnios sensoriais periféricos nos ganglios da raiz dorsal apresentam
também canais iGnicos que expressam canais de calcio tipo-T. Bourinet e
colaboradores (2016) revelam a importancia destes canais de calcio com baixa
tensdo na excitabilidade celular em diferentes etapas das vias da dor. Outro
importante estudo demonstrou que o0s canais de calcio do tipo T podem
desempenhar um papel na neuropatia induzida pela quimioterapia (FLATTERS &

BENNETT, 2004). Na atividade ectopica ocorre aumento da concentracao de canais
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de sbdio de qualquer tipo no local da lesdo e em todo o axbénio. Os neurbnios
sensoriais contém dois grupos de canais de sodio com voltagem de tenséo: o TTX-S
e TTX-R, sendo estes Ultimos detectados apenas em neurdnios sensoriais
nociceptores. Foi demonstrado que o TTX-S desempenha um papel na patogénese
da dor neuropética induzida pela quimioterapia (NIETO et al., 2008). A sensibilizacao
central envolve a fosforilagdo de receptores NMDA e AMPA ou a expressdo de
canais de sddio voltagem-dependentes. Flatters e Bennett (2004) demonstraram que
um potente antagonista de receptor NMDA nao produziu qualquer inversao
significativa da alodinia/hiperalgesia mecanica no modelo de dor neuropética
induzida por paclitaxel, sugerindo que os receptores NMDA tém menor relevancia na
dor induzida por este quimioterapico. Outro estudo demonstrou que receptores
sigma-1, que apresentam um importante papel nos diferentes tipos de dor e nos
mecanismos de sensibilizagéo central, desempenham funcdo chave na neuropatia
induzida por paclitaxel (NIETO et al., 2012).

Foi demonstrado que medicamentos doadores de NO apresentam atividade
antinociceptiva (SOARES et al., 2000). Reis e Rocha (2006) demonstraram o efeito
de um doador de NO (nitroprussiato de sddio) no modelo de constricdo do nervo
isquiatico, administrado no 14° dia apés a cirurgia em ratos. O nitroprussiato de
sodio exerceu efeito analgésico de longa duragdo. O nicorandil [N-(2-hidroxietil)
nitrato de nicotinamida] tem uma estrutura quimica resultante da combinacao de um
nitrato organico a molécula da nicotinamida, e € um doador de NO. Em estudos do
Nnosso grupo, ja foi demonstrado que o nicorandil apresenta atividade no modelo de
dor nociceptiva e inflamatéria induzida por formaldeido e, alodinia mecénica induzida
por carragenina (DUTRA et al., 2013; DUTRA et al.,, 2015). Os resultados do
presente estudo representam a primeira demonstracdo de que a administracao
sistémica de nicorandil induz efeito antinociceptivo no modelo experimental induzido

por paclitaxel em camundongos.

Demonstramos que o nicorandil apresentou atividade antinociceptiva no modelo
induzido por paclitaxel quando administrada uma ou duas vezes no sétimo e no
décimo quarto dia ap0s a primeira injecado de paclitaxel. Porém, os resultados foram
mais significativos quando este farmaco foi administrado duas vezes, em um

intervalo de duas horas.
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Como o nicorandil apresentou atividade antinociceptiva mais significativa nas doses
de 100 e 150 mg/kg quando administrada duas vezes, avaliou-se se este resultado
se mantinha apds administracdes repetidas no décimo quarto dia apos a primeira
injecdo de paclitaxel. Quando avaliada no 14°, 15° ou 16° dias, a atividade
antinociceptiva se manteve. E importante ressaltar que o nicorandil foi capaz de
atenuar a alodinia mecénica ja estabelecida no modelo experimental avaliado. Esse
resultado reforca a atividade antialodinica do farmaco, uma vez que muitos farmacos
nao inibem ou reduzem em pequena magnitude a resposta antinociceptiva neste
modelo. Dutra et al. (2013) demonstraram que a administracdo sistémica do
nicorandil, induz efeito antinociceptivo em modelo experimental de dor
nociceptiva/inflamatéria. Neste estudo, é sugerido que a atividade do nicorandil pode
estar relacionado a um efeito antinociceptivo indireto induzido pela nicotinamida ou
pelo NHN (principal metabdlito do nicorandil), um efeito indireto induzido pela
liberacdo de NO, um efeito antinociceptivo induzido diretamente pelo nicorandil ou a
combinacdo de dois ou mais mecanismos sugeridos. Ha evidéncia de que o
nicorandil, apesar de ser um farmaco doador de NO, apresenta muitas diferencas
em relacdo a outros farmacos que também liberam NO, particularmente os nitratos
organicos. A avaliagdo da atividade antinociceptiva do nicorandil no modelo de
resposta nociceptiva (formaldeido) indica que o NO ndo parece ser um mediador

absolutamente necessario para essa atividade (DUTRA et al. 2013).

Ainda em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, Matsui et al. (2015)
demonstraram que o nicorandil reduz o acumulo de neutréfilos em modelo de
pleurisia induzida por carragenina e inibe a producdo de citocinas inflamatérias e
também de PGE,. Estes efeitos também podem contribuir para a atividade do
nicorandil em modelos de dor neuropatica, uma vez que estas células e mediadores
tem papel importante na génese da sensibilizacdo dos nociceptores induzida por
lesbes de nervos ou por quimiotergpicos (SCHOLZ & WOOLF, 2002). Ainda é
importante considerar que a atividade do nicorandil se mantém com administragdes
repetidas em modelo de dor neuropatica induzida por quimioterapico, o que torna
este resultado relevante uma vez que, pacientes com neuropatias sao tratados com
farmacos analgésicos por longos periodos. Assim, podemos perceber que existe

uma complexidade dos mecanismos associados aos efeitos induzidos pelo
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nicorandil que, apesar de ser um doador de NO, ndo tem comportamento idéntico
aguele dos nitratos organicos tradicionais.

Com o objetivo de validar os resultados positivos do nicorandil, os animais foram
submetidos a avaliacdo da atividade motora no modelo da haste girante. Uma vez
gue o nicorandil ndo alterou o tempo de permanéncia dos animais neste modelo, é
muito pouco provavel que atenuacdo do comportamento nociceptivo induzido por
esse farmaco seja resultado de comprometimento da atividade motora ou de

relaxamento muscular.

6.2. Auséncia da atividade dos metabdlitos nicotinamida e acido nicotinico no

modelo de dor neuropatica induzida por paclitaxel

Como a nicotinamida e o &cido nicotinico podem ser formados durante a
biotransformacao do nicorandil (PISANO et al., 2016), é importante avaliar se os dois
metabolitos podem mediar a atividade do nicorandil no modelo de dor neuropatica
induzida por paclitaxel. Nicotinamida apresenta atividade antinociceptiva em
modelos experimentais de dor nociceptiva e inflamatoria (GODIN et al., 2011) e pode
ser formada a partir do nicorandil in vivo (FRYDMAN, 1989); e o &cido
nicotinico,outro produto de biotransformacdo do nicorandil (PISANO et al., 2016),
também apresenta atividade antinociceptiva nos mesmos modelos citados (GODIN
et al., 2012). Entretanto, diante dos resultados obtidos, onde utilizou-se uma dose de
nicotinamida e acido nicotinico equimolar a maior dose do nicorandil néo
observamos atividade antinociceptiva dos metabdlitos no modelo avaliado. Desta
forma, provavelmente o efeito do nicorandil ndo se da devido a atividade resultante
da acdo da nicotinamida ou do acido nicotinico neste modelo. Considerando que o
nicorandil e a nicotinamida possuem semelhancas estruturais evidentes, fica claro
gue o acoplamento de um grupo doador de NO a nicotinamida resulta em uma

molécula mais potente.

Possivelmente a atividade nos modelos de dor crénica pode ocorrer devido a acéao
do NO ou resulta da acdo do nicorandil, sem que seja necessaria sua
biotransformacao. Sabe-se que drogas doadoras de NO apresentam atividade
antinociceptiva (ROMERO-SANDOVAL et al., 2002; SOARES et al., 2000) e o
nicorandil possui a capacidade de liberar NO (SAKAI et al., 2000). Foi demonstrado
que doses reduzidas (até 2 ug, i.t.) de SIN-1, doador de NO muito usado em estudos
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em animais experimentais, reduzem a alodinia mecénica induzida por constricdo do
nervo isquiético e teste de retirada de cauda em ratos. Porém, esse mesmo efeito
nao foi observado quando foram usados em doses elevadas ou em outros modelos
de nocicepcdo (SOUSA & PRADO, 2001). Ainda, foi demonstrado que o
nitroparacetamol, outro doador de NO, apresenta atividade anti-inflamatéria genuina
e induz efeito antinociceptivo no modelo experimental de dor neuropética induzida
por constricdo do nervo isquiatico em ratos (ROMERO-SANDOVAL et al., 2007).

6.3. Mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva do nicorandil

Neste estudo, também foram investigados mecanismos bioquimicos que poderiam
contribuir para a atividade antinociceptiva do nicorandil no modelo de dor
neuropatica induzida por paclitaxel. O nicorandil apresenta um mecanismo de acao
duplo: atua como vasodilatador relaxando os musculos vasculares lisos através do
aumento de GMPc por meio da liberagcdo de NO, e outro efeito mais importante é
que, em mitocondrias cardiacas, o nicorandil ativa os canais para K* sensiveis a
ATP, exercendo um efeito cardioprotetor direto (CARREIRA et al.,, 2007). Apesar
destes mecanismos serem bem compreendidos no contexto cardiovascular, eles
podem nado ser os principais responsaveis pelo seu efeito antinociceptivo. Em
estudos anteriores, demonstramos em modelos agudos, que a atividade
antinociceptiva do nicorandil é parcialmente mediada pela ativacdo da GC, mas néo
por canais para potassio ATP-dependentes (DUTRA et al., 2013). Ainda observamos
que o efeito antinociceptivo do nicorandil € atenuado por antagonista opioide. Desta
forma, a fim de identificar mecanismos bioquimicos pelos quais o nicorandil exerce
sua atividade antinociceptivano modelo de dor neuropética induzida por paclitaxel,
foram utilizadas as seguintes ferramentas farmacoldgicas: naltrexona (antagonista
opidide nao seletivo), glibenclamida (bloqueador de canais para potassio ATP-

dependentes) e ciproheptadina (antagonista serotoninérgico ndo seletivo).

As vias opioidérgicas estdo envolvidas nos mecanismos de dor neuropatica. Um
estudo demonstrou que houve redugdo da intensidade da dor neuropatica em
pacientes usando agonista p-opidide (levorfanol), porém, para isto, eram
necessarias altas doses do farmaco (ROWBOTHAM et al.,, 2003). No presente
estudo, a administracao prévia de naltrexona atenuou a atividade antinociceptiva do

nicorandil, indicando que essa atividade depende em parte da ativacdo de vias



77

opioidérgicas. A atenuacdo da atividade do nicorandil em animais previamente
tratados comnaltrexona indica que esse farmaco poderia interagir com receptores
opidides ou estimular a liberacdo de peptideos opioides enddgenos, o que poderia
contribuir para a atividade antinociceptiva em alguns modelos experimentais.
Demonstramos recentemente que o efeito antinociceptivo induzido pelo nicorandil é
marcadamente atenuado por um antagonista opioide em modelos de dor inflamatéria
e nociceptiva, o que fornece informacfes solidas sobre um mecanismo importante
gue medeia a atividade deste farmaco antianginoso (DUTRA et al., 2015). Entretanto
como a naltrexona é um antagonista ndo-seletivo de receptores opioides
(GUTSTEIN & AKIL, 2005), ndo é possivel inferir qual ou quais receptores opioides

(4, K, ou ) medeiam a atividade antinociceptiva do nicorandil..

7z

A glibenclamida € um hipoglicemiante oral, usado no tratamento de pacientes
diabéticos, pertencente a classe das sulfoniluréias. E um inibidor da abertura dos
canais de potassio ATP-dependentes (RANG et al. 2003). Desta forma, esse
farmaco também representa uma ferramenta farmacoldgica importante para a
investigagdo experimental da participagdo desses canais em diferentes fendbmenos
bioldgicos. Sabe-se que bloqueadores dos canais para potassio ATP-dependentes,
como a glibenclamida, atenuam a atividade antinociceptiva de varios farmacos
(ALVES & DUARTE, 2002; SACHS et al., 2004), inclusive do nicorandil. Um estudo
demonstrou que o nicorandil, por via epidural, potencializou a acdo analgésica da
morfina no teste de retirada de cauda em ratos, e que a administracdo de
glibenclamida pela mesma via, antagonizou este efeito, indicando que,
provavelmente a potencializacdo do efeito da morfina ocorreu por meio da abertura
de canais para potassio ATP dependentes a nivel da medula espinhal (ASANO, et
al. 2000). Nos resultados do presente estudo, porém, a glibenclamida ndo atenuou a

atividade antinociceptiva do nicorandil no modelo de dor neuropética avaliado.

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) compde o grupo das aminas biogénicas
(neurotransmissores) amplamente distribuidas tanto na periferia como no SNC. A
serotonina pode apresentar um estimulo nociceptivo no SNP e pode ter atividades
nociceptivas e antinociceptivas no SNC a nivel espinhal (RAIMUNDO et al., 2009;
VIGUIER et al.,, 2013). Panczyk e colaboradores (2015) publicaram um estudo
demonstrando que o sistema serotoninérgico estd envolvido nos mecanismos

patolégicos da dor neuropatica. Estes autores expdem que os mecanismos de dor
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neuropatica envolvem receptores 5-HT1A/1B/1D, 5-HT2A/2B/2C, 5-HT3, 5-HT4, 5-
HT6, 5-HT7, assim como, o transportador de serotonina e que, alteracées em suas
expressdes modulam a dor principalmente por afetar a transmissao atraves de vias
descendentes serotoninérgicas. A ciproheptadina, antagonista de receptores
serotoninérgicos ndo seletivo (GRAUDINS et al.,, 1998), quando administrada
previamente ao nicorandil, inibiu sua atividade no modelo de dor neuropética. A
inibicAo da atividade do nicorandil em animais previamente tratados com
ciproheptadina indica que esse farmaco poderia interagir com receptores
serotoninérgicos ou facilitar a neurotransmissao serotoninérgica, o que poderia
contribuir para a atividade antinociceptiva no modelo experimental de dor

neuropatica induzida por paclitaxel.

Diante dos resultados do presente estudo, sugere-se que a atividade do nicorandil
no modelo de dor neuropética induzida por paclitaxel envolva a ativacdo de vias

opioidérgicas e serotononinérgicas.

7. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstram a atividade antinociceptiva do
nicorandil nos modelos de dor neuropatica avaliados em camundongos. Esta
atividade foi observada quando a sensibilizacdo das vias nociceptivas ja esta
estabelecida. Essa atividade ndo parece ser mediada pela nicotinamida ou acido
nicotinico, ja que estes metabolitos ndo apresentaram atividade no modelo de dor
neuropatica induzida por paclitaxel. A ativacdo de mecanismos opioidérgicos e
serotoninérgicos parece mediar a atividade antinociceptiva do nicorandil.
Provavelmente, esta atividade ndo envolve o mecanismo de canais para potassio
ATP-dependentes, Os resultados demonstram que o nicorandil pode representar
uma alternativa importante na farmacoterapia de pacientes com dor neuropatica e
servem de estimulo a realizacdo de ensaios pré-clinicos em outros modelos
experimentais de dor crénica com objetivo de caracterizar de forma mais ampla a
atividade antinociceptiva do nicorandil e, desta forma, justificar a realizagdo de

ensaios clinicos para investigar o potencial uso desse farmaco como analgésico.
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