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NOTA EXPLICATIVA

Esta dissertacdo é apresentada em formato alternativo — artigo para
publicagdo — de acordo com as normas do Programa de Pdés-Graduagdo em
Farmacologia da Universidade Federal do Paranda, constando de uma reviséo de
literatura, objetivos do trabalho e um artigo cientifico abordando os experimentos
realizados, com resultados e discussdo, além da conclusdo. O foi formatado
conforme as normas propostas pelo periddico Neuropharmacology, ao qual o artigo

foi submetido.
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RESUMO

A dor neuropatica € uma grave e debilitante complicacdo do diabetes. Um dos
problemas do tratamento desta complicagao é a refratariedade aos tratamentos
vigentes, tornando-os paliativos e sintomaticos. Além disso, os diversos efeitos
colaterais os tornam altamente restritos. Nesse sentido, estudos vém buscando o
melhor entendimento da fisiopatologia da dor neuropatica diabética (DND) e a
proposi¢ao de novas alternativas terapéuticas. Nesse contexto, drogas que atuam
no sistema endocanabindide aparecem como promissoras para o tratamento de
dores crénicas, como a DND. Assim, o presente estudo tem como objetivo investigar
o potencial antinociceptivo desta classe de drogas na hiperalgesia quimica induzida
por formalina quando injetadas perifericamente na regido dorsal da pata ipsilateral
(via subcutanea) de ratos normoglicémicos (Ngl) ou com diabetes quimicamente
induzido por estreptozotocina (STZ). Foi observado que animais diabéticos (Dbt)
exibiram maior numero de sacudidas na pata (flinches) em resposta a injegao de
formalina (0,5%; 50 pL) durante a primeira (neurogénica) e segunda (inflamatdria)
fases do teste quando comparados as respostas nociceptivas exibidas pelos animais
Ngl, indicando a presenca de hiperalgesia quimica em animais diabéticos. A
administracao local de AM404 (inibidor da recaptagao de anandamida-AEA), AEA
(agonista misto endégeno) ou ACEA (agonista seletivo para receptores canabindides
do tipo CB1) reduziu significativamente o numero de flinches em ambas as fases do
teste da formalina em animais Ngl e Dbt. Em ambos os grupos experimentais (Ngl e
Dbt), o efeito antinociceptivo da AEA foi prevenido pelo pré-tratamento local com
antagonistas seletivos de receptores canabindides do tipo CB1 (AM251) ou CB2
(AM630), sendo o AM251 capaz de prevenir o efeito da AEA em ambas as fases do
teste, enquanto que o AM630 foi capaz de prevenir o efeito do tratamento somente
na segunda fase do teste. Adicionalmente, o efeito do ACEA foi significativamente
prevenido pelo tratamento prévio local com AM251 nos animais Ngl e Dbt. Por fim,
nos animais Dbt, o efeito antinociceptivo do AM404 foi prevenido pelo tratamento
local com AM251 ou AM630, assim como observado quando do tratamento com
AEA. No entanto, nos animais Ngl, o tratamento com AM251 foi capaz de prevenir o
efeito antinociceptivo do AM404 somente na primeira fase do teste enquanto que o
tratamento com AM630 n&o alterou o efeito do AM404 em nenhuma das fases. Em
conjunto, os resultados demonstram propriedades antinociceptivas de drogas que
atuam via sistema endocanabindide em modelo de neuropatia dolorosa diabética
quando administradas perifericamente. Os receptores canabindides do tipo CB1
parecem mediar o efeito da AEA, do ACEA e do AM404 nas fases neurogénica e
inflamatéria do teste da formalina, enquanto que os receptores do tipo CB2 sao
importantes para o efeito antinociceptivo da AEA e do AM404 na fase inflamatéria.
Considerando a nao responsividade dos animais diabéticos aos opidides, a
observacao de que a administragao local de drogas que ativam os receptores
canabindides seja capaz de reverter o quadro de hiperalgesia quimica nesses
animais parece promissor.

Palavras chave: diabetes, anandamida, AM404, ACEA, teste da formalina,
receptores CB1, receptores CB2, estreptozotocina, rato.



ABSTRACT

Diabetes is often associated with painful neuropathy. Since the mechanism
underlying diabetic neuropathic pain remains poorly understood, the current
treatments are palliative and symptomatic, mostly restricted by dose-limiting side
effects. It has been proposed that agents that affect the endocannabinoid system are
promising drugs for chronic pain treatment. Antinociceptive effect of cannabinoids
has already been related previously in peripheral or spinal nerve injury models of
neuropathic pain, but very little has been investigated in animal models of painful
diabetic neuropathy. Thus, the current study aims to investigate the potential
antinociceptive effect of drugs that alter endocannabinoid system injected
subcutaneously into the dorsal surface of the ipsilateral hind paw in chemical
hyperalgesia induced by formalin in both normoglycemic and streptozotocin-diabetic
rats. Diabetic rats exhibited exaggerated flinching behaviors during first and second
phases of the formalin test, indicating the presence of hyperalgesia. Treatment with
AM404, an anandamide (AEA) re-uptake inhibitor, AEA (an endogenous agonist of
CB1 and CB2 receptors) or ACEA (a highly selective CB1 receptor agonist) induced
a significant antinociception in both phases of formalin test in normoglycemic (Ngl)
and diabetic (Dbt) rats. In both Ngl and Dbt rats, the antinociceptive effect of ACEA
was prevented by pretreatment with AM251, a CB1 receptor antagonist while the
antinociceptive effect of AEA was significantly prevented by pretreatment with AM251
or AM630, a CB2 receptor antagonist. In Ngl rats, the antinociceptive effect of
AM404 was significantly prevented by AM251 only during first phase of the formalin
test while in Dbt rats, this effect was blocked by pretreatment with AM251 (both
phases) and AM630 (second phase). Taken together, these results demonstrated
broad-spectrum antinociceptive properties of cannabinoids in a model of painful
diabetic neuropathy when administered peripherically. Peripheral activation of both
CB1 and CB2 cannabinoid receptors seems to mediate the antinociceptive effect of
exogenous or endogenous anandamide, probably CB1 receptors expressed on
primary afferent nociceptors and CB2 receptors presented on inflammatory cells as
mast cells.

Keywords: diabetes, anandamide, AM404, ACEA, formalin test, CB1 and CB2
receptors, streptozotocin, rat.
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1 INTRODUGAO

1.1 DIABETES

E o conjunto heterogéneo de desordens que afetam o metabolismo,
possuindo como ponto comum a hiperglicemia, resultado da auséncia ou baixa
producdo de insulina, acdo comprometida desta ou ambos. Atualmente, a
classificagdo nao leva mais em conta a forma de tratamento da doenga, mas sim sua
etiologia, de modo que os termos insulinodependente e insulinoindependente nao
sdo mais adequados (DIRETRIZES SBD, 2009). Sendo assim, a Organizagao
Mundial de Saude e a Associacdo Americana de Diabetes sugerem a seguinte
classificagcao: Diabetes mellitus (DM) tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros tipos
(ALBERTI; ZIMMET, 1999; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2009).

Resumidamente, o DM | é resultado da destruicdo das células B pancreaticas,
levando a deficiéncia na producdo de insulina. Tal destruicido € na maioria dos casos
provocada pelo sistema imune (forma autoimune; ERLICH et al., 2008), embora
possam ndo haver marcadores de autoimunidade (forma idiopatica) (DIRETRIZES
SBD, 2009). O DM Il é a forma mais comum, caracterizado pela deficiéncia na
secrecao e/ou acdo da insulina. Geralmente, os pacientes com esta forma da
sindrome apresentam sobrepeso ou obesidade, com idade igual ou superior a 40
anos. O tratamento com insulina ndo é essencial, mas pode ser necessario para o
bom controle metabdlico (DIRETRIZES SBD, 2009). O diabetes gestacional remete
a qualquer grau de intolerancia a glucose, descoberta ou iniciada durante o periodo
de gestacdo. Afeta 1 a 14% das gestantes e esta relacionado a morbidade e
mortalidade perinatais (LAWRENCE et al., 2008). Outras formas de diabetes menos
comuns sao aquelas cuja etiologia pode ser identificada, representadas por um
quadro bastante amplo de doengas e disfungdes basais que podem levar ao
diabetes (DIRETRIZES SBD, 2009).
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1.1.1 Incidéncia e Prevaléncia

Atualmente, acredita-se que a prevaléncia mundial do diabetes seja de 366
milhdes de pessoas entre 20 e 79 anos, ou seja, 8,3% da populagdo, numero este
que vem aumentando ano a ano. Projecdes feitas para o ano de 2030 apontam que
mais de 550 milhdes de pessoas serdo diabéticas, ou quase 10% da populacao
adulta, se nenhuma medida for tomada para conter o avangco da doenga agora. A
mortalidade da doenca alcancou 4,6 milhdes de pessoas somente no ano de 2011,
valor este que tende a aumentar se as expectativas forem concretizadas. Em nosso
pais, estima-se que sejam 12,4 milhdes de casos, colocando o Brasil na quarta
posicdo dentre os dez paises com maior prevaléncia mundial. Até o ano de 2030, ha
projecdes que o Brasil deva ocupar a terceira colocacdo, com aumento em 7,2
milhdes de casos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION ATLAS, 2011).

Conforme pode ser observado na figura 1, percebe-se que os casos estao
concentrados em paises nérdicos, mas um fato curioso é que cerca de 80% das
mortes ocorrem nos paises com incidéncia média de doentes, como o Brasil
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). O grande aumento no numero de casos
vem ocorrendo especialmente em paises em desenvolvimento (ROGLIC, 2009;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012), vinculado a fatores como: aumento da
expectativa de vida das populagdes em geral e dos pacientes diabéticos (ALBERTI,
ZIMMET, 2002), a maior urbanizag¢ao, a crescente prevaléncia do sedentarismo e da
obesidade (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION ATLAS, 2006).

1.1.2 Diabetes mellitus tipo | (DM 1) e Diabetes mellitus tipo 1l (DM II)

Para o controle glicémico em pacientes com DM |, sdo necessarias injecdes
diarias de insulina, caso contrario o desequilibrio da glicemia pode levar ao 6bito
(NATHAN, 1993). Pessoas em qualquer idade podem ser acometidas pela DM |,
embora em geral a doenga se manifeste em criancas e adultos jovens
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION ATLAS, 2011).
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FIGURA 1 - Estimativa de prevaléncia mundial de pessoas com diabetes (adaptada do Diabetes Atlas,

42 edicao, International Diabetes Federation, 2011).

Atualmente, ndo se sabe ao certo o que torna as células 3 pancreaticas
suscetiveis ao sistema de defesa do organismo na forma autoimune do diabetes,
mas sabe-se que a enfermidade é resultado de predisposi¢cao genética associada a
fatores ambientais (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION ATLAS, 2006;
LAMBERT; BINGLEY, 2006; RABINOVITCH; SUAREZ-PINZON, 1998), dentre os
quais podem ter importancia: infecgdes virais durante a gestagéo, periodo curto de
amamentagdo e exposi¢cao precoce ao leite bovino (LAMBERT; BINGLEY, 2006).
Chama-se insulite a fase inicial da doenca, caracterizada pela infiltracdo de
proteinas do sistema complemento (NARENDRAN et al., 2005) e células
mononucleares (macrofagos e células CD8+) nas ilhotas, provocando sua destruigao
(LAMBERT; BINGLEY, 2006; NARENDRAN et al., 2005).

A teoria mais aceita para o desenvolvimento do DM | de origem autoimune é
que em estagios iniciais da vida, massas de células 3 sofram remodelamento e
entram em apoptose. O clearance defeituoso por parte dos macréfagos neste
momento seria responsavel pela apresentacdo de autoantigenos provenientes das
células B para células dendriticas (TRUDEAU et al., 2000), dando inicio ao ataque
autoimune. Tal hipétese pode ser corroborada pela presenga de autoanticorpos no

soro de pacientes até pouco tempo antes do aparecimento dos primeiros sinais
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clinicos da doenga (NARENDRAN et al., 2005).

O DM Il é a forma mais comum da sindrome, ocorrendo em cerca de 90% dos
casos (DIRETRIZES SBD, 2009). Diferentemente do DM |, acomete em geral
adultos, embora nos ultimos anos venha acometendo igualmente criangas e
adolescentes. Embora seja descrita a producédo de insulina, a mesma parece ser
insuficiente para as necessidades corporeas. Ademais, a acao periférica deste
horménio pode estar comprometida, culminando no aumento da glicose sanguinea
(IDF ALTLAS, 2011). Em geral ambas as situagdes (redugdo na produgédo e
resisténcia periférica a insulina) ocorrem simultaneamente, mas pode haver
predominancia de uma ou outra (DIRETRIZES SBD, 2009).

O estabelecimento do DM Il é precedido por estagios denominados como
“glicemia de jejum alterada” e “tolerancia diminuida a glicose”, sendo entao
necessarios varios anos para que a condi¢ao se torne evidente (DIRETRIZES SBD,
2009). O primeiro decorre de glicemia no intervalo entre 100 e 126 mg/dL apds 8
horas sem ingesta de carboidratos. A tolerancia diminuida a glicose é verificada
quando, apds duas horas de uma sobrecarga com 75 g de glicose, a glicemia situa-
se entre 140 e 199 mg/dL (THE EXPERT COMITEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 2003). Estes estagios prévios podem
contribuir para que o paciente permanega ndo diagnosticado durante anos (IDF
ALTLAS, 2011).

Assim como o DM |, ndao se conhecem os fatores que desencadeiam esta
forma de diabetes, embora varios fatores de risco sejam apontados, dentre eles:
obesidade, sedentarismo, aumento da idade, habitos alimentares ndo saudaveis,
etnia, histérico familiar de diabetes e ma nutricido durante periodo gestacional,
afetando o bebé (IDF ALTLAS, 2011). Como anteriormente citado, a insulina ndo é
essencial, mas pode vir a se tornar necessaria, uma vez que a perda da funcao das
células B ocorre progressivamente (UNITED KINGDOM PROSPECTIVE DIABETES
STUDY, 1995).
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1.1.2.1 Sintomas e Complicagdes do DMI

A maioria dos casos de DM | apresenta um desenvolvimento repentino, com
alguns sintomas tipicos: glicemia acima do limite; utilizacdo de lipideos para suprir a
demanda energética; formacdo de colesterol pelo figado e nivel de proteinas
diminuido (hipoproteinemia). Os pacientes diabéticos em geral apresentam perda de
peso repentina, cansago, sede e miccado constantes, cicatrizacdo lenta, visdo turva,
fome aumentada e infec¢des constantes (IDF ATLAS, 2011).

A grande quantidade de glucose sanguinea, causada pela ma absorgio
celular, acaba sendo excretada pela urina, pois os tubulos renais ndo conseguem
recapta-la. Ocorre também desidratagao, devido a saida de agua do interior das
células, causada pela diferenca de concentragdo entre o0 meio intra e extracelular.
Além disso, os tubulos renais, incapazes de reabsorver a agua, favorecem a perda
de liquido. Como resultado, ha aumento do volume de urina, desidratacéo intra e
extracelular, sede e perda de K*, sendo esta Ultima conseqiiéncia da deficiéncia de
insulina, responsavel pela sua captagdo (CONSTANZO, 2007; GUYTON, HALL,
2006).

Embora a terapia utilizando insulina para regular a glicemia seja essencial
nestes pacientes, ndo € possivel fazer o controle perfeito de tal nivel. Além das
alteragdes metabdlicas advindas da doenga (FEITOSA et al., 2008), existem também
complicagbes teciduais de longo prazo, tais como retinopatias, neuropatias,
nefropatias e complicagdes vasculares, presentes em ambas as formas de diabetes
(NATHAN, 1993). Estes tecidos s&do extensivamente afetados pela hiperglicemia
continua ou ocasional por serem livremente permeaveis a glucose (GABBAY, 1973).

Assim, o diabetes poderia ser considerado como benigno se nao fossem as
complicacbes decorrentes, as quais estdo intimamente ligadas a morbidade e
mortalidade dos pacientes (VINIK, 2004). Neste contexto nos interessa

particularmente a neuropatia de origem diabética.
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1.2 NEUROPATIA DIABETICA

As neuropatias de origem diabética sdo um grupo de desordens complexas e
heterogéneas quanto aos sintomas, progressdo, padrdao de envolvimento
neuroldgico e mecanismos envolvidos (DYCK et al., 1993), comum entre pacientes
que ainda nao estdo no estado cronico da doenca (HONG; WILEY, 2005).
Caracterizam-se por dano difuso ou focal das fibras nervosas periféricas somaticas
ou autondémicas (VINIK; MEHRABYAN, 2004).

A neuropatia € a complicagao mais debilitante decorrente do diabetes (VINIK;
MEHRABYAN, 2004), sendo responsavel pela maior parte das internagcbes e
amputacdes nestes pacientes (HOLZER et al., 1998). Pode ser silenciosa e
permanecer nao diagnosticada ou entdo apresentar sinais e sintomas clinicos nao
especificos, semelhantes aos apresentados em outras doencas (VINIK;
MEHRABYAN, 2004).

A patofisiologia da neuropatia diabética ndo esta totalmente elucidada
(KRISHNAN; MATTHEW,; KIERNAN, 2008), embora se acredite que seu
desenvolvimento e progressao estejam primariamente associados a hiperglicemia,
tanto em pacientes com DM | quanto DM Il (DCCT RESEARCH GROUP, 1995;
MARTIN et al., 2006; SHAW; CUMMINGS, 2005). Sao citados como os fatores de
risco mais importantes para a severidade desta complicagdo: problemas
microvasculares, tempo de exposi¢cdo a hiperglicemia, tipo e tempo de diabetes,
nivel glicémico pds prandial e nivel de hemoglobina glicada (DYCK et al., 1999;
UNITED KINGDOM PROSPECTIVE DIABETES STUDY, 1998).

Em modelos animais, o retardo da velocidade de condugdo nervosa motora e
sensorial, caracteristico da doenca pode ser melhorado ou revertido nos estagios
iniciais pela reposicédo de insulina, demonstrando a existéncia de correlacdo entre a
neuropatia e a hiperglicemia (SIMA; BRISMAR, 1985). No entanto, em estudos
clinicos, mesmo apds o intenso controle glicémico, somente em 30 a 40% dos casos
ha relatos de reversédo do quadro (VINIK, 2004). Além disso, a possibilidade de
hipoglicemia ndo permite que o controle da glicemia seja estritamente preciso, de
modo que o metabolismo da glucose ainda permanece alterado (DOBRETSOV et
al.,2010).

Outros fatores associados ao desenvolvimento da neuropatia diabética
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envolvem alteragbes metabdlicas secundarias ao aumento da glucose sérica tais
como aumento de metabolizagdo da glucose pela via dos polidis, gerando frutose e
sorbitol, podem levar & desregulagéo da proteina quinase C e da bomba de (Na*K")-
ATPase, comprometendo a atividade nervosa (GREENE; LATIMMER, 1983). Nao
obstante, a biodisponibilidade excessiva de glucose pode promover a oxidacido e
glicosilagédo ndo enzimatica de biomoléculas (SIMA, 2000). Além disso, acredita-se
que a diminuicdo do suporte tréfico também seja importante no desenvolvimento da
neuropatia diabética (BROWNLEE, 2001), uma vez que células endoteliais sofrem
modificagbes quando expostas a hiperglicemia, havendo aumento de
trombomodulina, um marcador de lesdao endotelial (WADA et al., 2001). O fluxo
sanguineo pode ser prejudicado, entdo, quando tais lesdes ocorrem (WADA,;
YAGIHASHI, 2005), culminando em demielinizacao, retracdo e encurtamento axonal,
mudancgas nos nddulos de Ranvier, resultando em mudangas no padrao de disparos
das fibras (SIMA et al., 1997). Tais alteracbes ocorrem tanto em pacientes com DM |
como DM II (SHAW; CUMMINGS, 2005).

1.2.1 Classificacao

Dependendo do tipo de fibra envolvida, as manifestagdes clinicas variam
entre clinicas ou subclinicas (VINIK; MEHRABYAN, 2004). Assim, os principais
grupos de disturbios neurolégicos decorrentes do diabetes mellitus sao: 1)
neuropatia subclinica, resultado de anormalidades em testes sensoriais quantitativos
e eletrodiagndsticos, com queda na velocidade de conduc&o nervosa ou amplitude
diminuida; 2) neuropatia difusa clinica, com sindromes autonémicas e
sensoriomotoras distais simétricas, em que ha comprometimento da sensibilidade a
estimulos tais como vibracdo e temperatura e 3) sindromes focais, em que o
comprometimento do sistema autonédmico dificulta a adaptacdo dos batimentos
cardiacos em resposta a manobra de Valsava ou a uma profunda inspiragao
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION; AMERICAN ACADEMY of NEUROLOGY,
1988).

A principal forma de neuropatia (80% dos casos) atinge os membros distais e
€ simétrica (de FREITAS et al.,1992). Nesta forma de neuropatia, os sinais e

sintomas se iniciam em membros como maos € pés e tendem a piorar, afetando



19

membros mais proximais, demonstrando que as fibras mais longas sao inicialmente
comprometidas. Com o tempo, axbénios mais curtos também sio envolvidos,
caracterizando esta forma de neuropatia como “comprimento-dependente” (DYCK et
al., 1993; SAID, 2007; YAGIHASHI, 1995).

1.2.2 Prevaléncia e Diagnostico

O diabetes € a principal causa no mundo de neuropatias (SAID, 2007), sendo
a complicacdo microvascular mais dificil de diagnosticar e tratar (VINIK, 2004), e a
mais freqlente entre estes pacientes (YAGIHASHI et al., 2007). A prevaléncia
estimada pode variar substancialmente, dependendo do critério diagnéstico, indo de
45 (SHAW; ZIMMET, 1999) a 60% dos pacientes diabéticos (DYCK et al., 1993).
Além disso, as atuais estimativas sdo para que o numero de diabéticos aumente nos
proximos 20 anos, assim espera-se que a prevaléncia da neuropatia diabética
acompanhe tal tendéncia (MILLAN, 1998). A mortalidade destes pacientes é elevada
a indices entre 25 a 50% num periodo de 5 a 10 anos, a partir do inicio das
manifestagbes autonémicas (LEVITT et al., 1996), devido principalmente ao
comprometimento da inervacdo autbnoma cardiaca, o que pode levar a morte subita
(WADA; YAGIHASHI, 2005).

O diagnéstico do quadro é feito principalmente pela exclusdo de outras
patologias que afetam o sistema nervoso (VINIK; MEHRABYAN, 2004; BOULTON et
al., 2005), embora existam diversos exames diagnosticos, que incluem combinagdes
de testes de sensibilidade a vibracao e testes térmicos (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 1995; VINIK, 2004).

1.2.3 Sinais e Sintomas

A polineuropatia diabética apresenta sinais e sintomas autonémicos e
sensoriais (SAID, 2007), correlacionados as mudangas funcionais e estruturais dos
nervos periféricos (SIMA; SUGIMOTO, 1999; YAGIHASHI, 2007). Dentre os sinais
autébnomos, sdo comuns taquicardia quando o paciente esta em repouso; perda da

regulacéao fisiolégica da presséo arterial; hipotensao postural; gastroparesia, a qual
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dificulta o controle glicémico devido a paralisagéo dos alimentos no estdbmago; atonia
da bexiga, que pode ser complicada por infecgbes devido ao volume residual de
urina retido; disfungdes eréteis, as quais podem ser agravadas pelas complicagdes
vasculares e pela idade em homens diabéticos, além de respostas pupilares
alteradas, dentre as quais a miose e diminuicao aos reflexos luminosos (SAID,
2007).

Em relagc&o aos sintomas sensoriais, estes podem ser divididos em positivos e
negativos (SCHESTATSKY; NASCIMENTO, 2009; WOOLF; MANNION, 1999;
YAGIHASHI, 2007): Quando ha predominéncia de sintomas negativos, a doenca
torna-se silenciosa, caracterizada por traumas ou lesdes indolores (SAID, 2007). O
paciente passa a ndo sentir estimulos ndo nocivos, como vibracdo e toque suave,
nem estimulos nocivos, demonstrando comprometimento progressivo de fibras de
pequeno e grande calibre (SCHESTATSKY; NASCIMENTO, 2009). Assim, é possivel
dizer que ha equivaléncia entre a perda neuronal e a auséncia de sensibilidade
(YAGIHASHI, 2007).

Sintomas positivos como dor, disestesias e parestesias sao os primeiros a
surgir durante o desenvolvimento da doenca (BOULTON et al., 2005; WOOLF;
MANNION, 1999), resultado dos disparos ectopicos das fibras, em especial de
pequeno calibre termonociceptivas (DAVIES et al., 2006). Tais sintomas ocorrem
quando as fibras encontram-se em processo de degeneracdo ou tentativa de
regeneragao (YAGIHASHI, 2007) e podem ocorrer em resposta a estimulos externos
ou espontaneamente, na auséncia de estimulo (SCHESTATSKY; NASCIMENTO,
2009). Em geral tornam-se piores a noite (BOULTON et al., 2005), chegando até
mesmo a comprometer o sono (MILLAN, 1999).

Por ser um dos sintomas mais debilitantes e comuns da neuropatia associada
ao diabetes, o presente estudo tem especial interesse nas alteragdes na percepgao

dolorosa que acompanham essa patologia.

1.3 DOR e DOR NEUROPATICA

A dor é definida segundo a Associagao Internacional para Estudo da Dor
(IASP) como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel, a qual esta

associada a lesdes teciduais reais ou potenciais ou descrita em termos de tais
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lesbes” (MERSKEY; BODGUK, 1994). Mais especificamente, a dor € um resultado
subjetivo da nocicepgao, processo neural de codificagcdo e processamento de
estimulos nocivos que podem ser de diferentes naturezas (térmica, mecanica ou
quimica). Tais estimulos ativam uma subpopulagdo de fibras nervosas periféricas,
chamadas nociceptores (BASBAUM et al., 2009), as quais diferem quanto ao calibre,
velocidade de conducéao e propriedades de resposta ao estimulo nocivo. Assim, sao
relacionados dois tipos principais de nociceptores, as fibras C polimodais, de
pequeno calibre, velocidade de conducao lenta, ativadas por estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos e fibras Ad, de médio calibre, velocidade de condugado mais
rapida, as quais sao ativadas preferencialmente por estimulos térmicos e mecanicos.
Assim, a via nociceptiva, responsavel pela transducdo e transmissdo do estimulo
doloroso, é formada pelas fibras C e Ad que levam a informagao da periferia até a
medula, e também pelos tratos ascendentes que transmitem a informacido da
medula ao cortex, passando por regides do tronco e o tadlamo, onde a dor é
processada e ganha caracteristicas como intensidade, localizagdo e qualidade
(SCHESTASKY; NASCIMENTO, 2009).

A capacidade de sentir dor possui um aspecto protetor muito importante,
advertindo quanto a presenga de um perigo real ou iminente, evocando respostas
comportamentais e reflexas para que um possivel dano tecidual seja minimo.
Quando a lesao ocorre, surgem mudangas na excitabilidade de neurdnios periféricos
e centrais, gerando um quadro reversivel de hipersensibilidade na area lesionada
(hipersensibilidade primaria) e no tecido adjacente (hipersensibilidade secundaria)
(WOOLF; MANNION, 1999). Além disto, diferentemente de outras percepgdes
sensoriais, ndo ha adaptacdo dos nociceptores ao estimulo doloroso, sendo que
mesmo estimulos pouco dolorosos passam a ser interpretados de forma exacerbada
quando persistem por tempo prolongado (BASBAUM; BUSHNELL, 2009).

Sendo assim, apos lesdo periférica, a mudanca no limiar de excitabilidade
neuronal e a auséncia de adaptacédo ao estimulo podem promover o surgimento de
fenbmenos como hiperalgesia, definida pela percepcao exacerbada frente a um
estimulo normalmente nocivo, e alodinia, em que estimulos normalmente nao
nocivos sao percebidos como dolorosos (IASP, 2011). Novamente, a fungéo principal
destes estados é proteger a area lesionada e auxiliar a recuperagéo do individuo.
Entretanto, em condigdes patolégicas, como nas dores crénicas, incluindo as de

origem neuropatica, a alodinia e a hiperalgesia podem ocorrer sem motivo aparente,
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havendo perda da relagdo entre o estimulo e a sensagédo dolorosa (BASBAUM,;
BUSHNELL, 2009). Desta forma, esses tipos de dor ndo possuem valor adaptativo
aparente e por isso, necessitam de tratamento (HUNT; MANTYH, 2001; MILLAN,
1999; WOOLF; MANNION, 1999). Especialmente pelo fato de comprometer
significativamente a qualidade de vida dos pacientes e por serem refratarias ou
pouco responsivas a terapéutica vigente, as dores de origem neuropatica vem
recebendo maior atencdo nos ultimos anos (KIMURA; KONTANI, 2009; RAHN,
HOHMANN, 2007; SCHESTASKY; NASCIMENTO, 2009).

A dor neuropatica associada ao diabetes (DND) é uma complicagdo que
acomete cerca de um tergco dos pacientes com neuropatia diabética (JENSEN et al.,
2006; TESFAYE, 2009). E o sintoma mais debilitante e também a principal razéo
para a procura de auxilio médico (TESFAYE, 2003) sendo feito em muitos casos, por
meio de sua manifestagdo, o diagndstico da neuropatia (DOBRETSOV et al., 2010).
A DND é uma forma de dor cronica (RAHN; HOHMANN, 2009), consequéncia de
lesdo ou disfuncdo do sistema somatosensorial (IASP, 2011) em qualquer ponto
desde os terminais nociceptivos na periferia até neurbdnios corticais, no cérebro,
devido a ativagdo anormal dos mecanismos de nocicepgado. A DND pode surgir a
qualquer momento, e tende a perdurar durante anos, sem grandes alteragdes em
sua modalidade ou severidade. Nao obstante, ndo existe correlacao entre a duracao
do diabetes, grau de prejuizo glicémico ou severidade de outros sintomas da
neuropatia diabética (SORENSEN; MOLYNEAUX; YUE, 2002), diferentemente do
que ocorre para a neuropatia em si.

De acordo com trabalhos prévios, sua intensidade é classificada como intensa
em 30% dos casos, moderada em 50% e suave em apenas 20% dos pacientes
(DAVIES et al., 2006; TOLLE; XU; SADOSKY, 2006; WU et al., 2007). Agravando
este fato, grande parte destes pacientes nao recebe tratamento especifico além do
indicado para o controle glicémico, o qual ndo possui efeito analgésico (ARGOFF et
al., 2006).

1.3.1 Tratamento Farmacologico da Dor Neuropatica

O controle satisfatério da DND é um dos maiores desafios para quem sofre de
diabetes (VINIK et al., 2000). Em uma pesquisa no Reino Unido, 12,5% dos
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pacientes com dor neuropatica nunca haviam relatado seus sintomas ao médico,
enquanto quase 40% nunca haviam recebido tratamento analgésico (DAOUSI et al.,
2003). Assim é possivel relacionar a dificuldade no diagndéstico e tratamento desta
condigao.

Em geral a dor neuropatica diabética ndo responde bem aos tratamentos para
dor nociceptiva (ARGOFF et al., 2006), como antiinflamatérios nao-esteroidais
(AINEs) e analgésicos opiodides. Além disso, quando a dor é resultado do
acometimento especifico de determinado tipo de fibra (C ou Ad), distintas terapias
sao necessarias (VINIK et al., 2000).

O controle farmacolégico da dor neuropatica diabética geralmente emprega
diversas classes de drogas, tais como antidepressivos ftriciclicos, fenotiazinas,
AINEs, anticonvulsivantes e agentes topicos como a capsaicina (THE CAPSAICIN
STUDY GROUP, 1991), todas com eficacia limitada (BOULTON et al., 2004). Dentre
estes, os anticonvulsivantes, gabapentina e pregabalina sdo os medicamentos com
maior nivel de satisfagao por parte dos pacientes (BOULTON et al., 2004).

Apesar da diversidade de farmacos usados clinicamente, somente a
duloxetina (inibidor da recaptagédo da serotonina e da noradrenalina) e a pregabalina
sdao formalmente aprovados pelo FDA para o tratamento. Mesmo estes
medicamentos ndo sdo totalmente efetivos e também causam diversos efeitos
colaterais. Os efeitos adversos geralmente relatados com a medicacédo sao
sonoléncia, vertigens, nausea e constipacdo, embora dependendo da classe de
medicamento utilizada outros efeitos como sudorese, boca seca, sedacido e
diminuicdo do apetite também possam ser relatados (para revisdao: JENSEN et al.,
2006), além do surgimento de tolerancia, quando utilizados opidides (KINGERY,
1997). Assim, ha dificuldade em conciliar tratamentos que promovam efeito
analgésico consideravel e nao causem tantos efeitos adversos (RAHN; HOHMANN,
2009; WOOLF; MANNION, 1999).Tratamentos nao farmacoldgicos, como a terapia
com laser de baixa intensidade e acupuntura vem sendo analisados, embora néo
tenham demonstrado efeito (BRIL et al., 2011).

Finalmente, é descrito que mesmo apds os diferentes tratamentos
farmacoldgicos, menos de um terco dos pacientes alcanga alivio da DND superior a
50% (JENSEN et al., 2006). Assim, sdo necessarias alternativas para tais
medicamentos (ARREOLA-ESPINO et al., 2007). Neste contexto, os canabindides

podem representar uma alternativa para o tratamento da dor neuropatica diabética.
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1.4 CANABINOIDES

Popularmente conhecida sob os nomes de maconha ou marijuana, a
Cannabis sativa € uma planta cujos extratos eram amplamente utilizados em antigas
civilizagbdes, como a chinesa e indiana, em rituais religiosos e ou de modo recreativo,
devido aos efeitos psicoativos, além de terem sido importantes na medicina popular
destas e de outras culturas, indicados como anestésicos e analgésicos (PACHER,;
BATKAI; KUNOS, 2006; para revisao: ZUARDI, 2006). O uso da Cannabis para as
mais diferentes finalidades foi perpetuado por distintas populagdes, disseminando-se
por todo o0 mundo através dos séculos, chegando o mundo ocidental em meados do
século XIX. No inicio do século XX, tinturas e extratos da Cannabis chegaram a ser
produzidos comercialmente para venda por empresas farmacéuticas, embora pouco
tempo depois seu uso tenha decaido devido as questbes farmacoldgicas como a
dificuldade na obtencdo de compostos estaveis e diferentes formas de preparo das
tinturas, causando distintos efeitos nos pacientes, além de sancdes impostas aos
usuarios (ZUARDI, 2006; WALKER; HUANG, 2002). Apesar disto, atualmente os
canabindides (derivados sintéticos ou naturais da Cannabis) vém sendo apontados
como alternativa para o tratamento de dores crénicas (PACHER; BATKAI; KUNOS,
2006), especialmente da dor neuropatica (RAHN; HOHMANN, 2009). Isto se deve
ao fato de que por meio de estudos clinicos as agdes analgésicas da Cannabis vém
sendo redescobertas (COLLEN, 2012).

Tais estudos estdo fundamentados no crescente conhecimento sobre o
sistema endocanabindide (RICE; FARQUHAR-SMITH; NAGY, 2002), no seu
mecanismo de acao analgésico, o qual envolve vias centrais e periféricas
(HOHMANN; HERKENHAM, 1999), além do fato da Cannabis ser uma droga
relativamente segura, pois ndo existem relatos de o6bitos associados ao abuso da
erva (CARTER et al., 2011).

Canabindides naturais ou sintéticos atuam através da ativacdo de duas
isoformas conhecidas de receptores canabindides, causando varios efeitos nos
tecidos alvo além da modulagdo da informacao nociceptiva (PETROCELLIS; di
MARZO, 2010). Entre as a¢des reguladas por estes receptores, podem ser citados

efeitos tanto centrais como periféricos, como desenvolvimento neuronal, processos
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neuromoduladores, metabolismo energético e sobre os sistemas reprodutor,
cardiovascular e respiratério. Além disso, a ativacido destes receptores por
canabindides modula atividades celulares tais como motilidade, adesao, apoptose
(BOSIER et al., 2010) e inibem o crescimento celular (ONAIVI; SUGIURA; di
MARZO, 2006).

1.4.1 Sistema Endocanabindide

O isolamento do principal composto psicoativo presente na maconha,
chamado A® tetraidrocanabinol (A° THC), (GAONI; MECHOULAM, 1964) deu inicio
as pesquisas que culminaram no descobrimento do sistema canabindide endégeno
(WALKER; HUANG, 2002). O sistema endocanabindide comecgou a ser revelado a
partir de 1990, com a descri¢cao do primeiro receptor endégeno (CB1) (MATSUDA et
al., 1990), seguindo-se a isto a caracterizagdo da anandamida (AEA), como o
primeiro ligante endoégeno (DEVANE et al., 1992). Reconhecido como o maior
sistema neuroquimico devido a grande densidade de seus receptores no SNC
(HOHMANN, 2002), é composto também pelo receptor CB2, e pelos ligantes 2-
araquidoniletanolamida (2-AG) (SUGIURA et al., 1995), éter de noladina, virodamina
e N-araquidonildopamina (NADA) (WALKER et al., 2002), além da maquinaria de
sintese e de degradagdo de seus componentes (BOSIER et al., 2010; RAHN;
HOHMANN, 2009). E um sistema ainda em construgdo, uma vez que outros

receptores e ligantes sao candidatos a integra-lo (ANAND et al., 2009).

1.4.2 Receptores Canabindides

As duas principais isoformas de receptores canabindides, CB1 e CB2, sao
expressas diferencialmente pelo organismo (BOSIER et al., 2010) sendo o receptor
CB1 expresso principalmente em tecidos neuronais, ao passo que CB2 esta
concentrado em células do sistema imune (BOSIER et al., 2010; RAHN; HOHMANN,
2009), embora também possa ser encontrado em tecidos nervosos (ANAND et al.,
2008; ONAIVI et al., 2006)

Ambos receptores sao acoplados a proteina G, promovendo diminui¢ao nos
niveis intracelulares de AMPc (BOSIER et al., 2010; RICE; FARQUHAR-SMITH;
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NAGY, 2002). Com isto, ocorre mudanga do padrao de expressao celular, uma vez
que por meio desta via, ha inibicao da PKA (proteina quinase A), a qual fosforila as
proteinas CREB (proteina ligante ao elemento de resposta do AMPc) para iniciar a
transcricao. A fosforilacido de diversos tipos de quinases da familia das proteinas
quinases ativadas por mitégeno (MAPK) também pode ser regulada pela ativagédo de
ambas as isoformas do receptor (HOWLETT, 2005).

FIGURA 2: Cascatas intracelulares mediadas pela ativagéo de receptores CB1 e CB2. Ambos os
receptores estdo associados a proteinas Gj,, promovendo redugéo nos niveis intracelulares de AMPc.
Receptores CB1 estdo também associados tanto a redugdo dos niveis intracelulares de calcio pela
inibicdo de canais do tipo L, N e P/Q, como aumento dos niveis de potassio, por meio da ativacao de

canais do tipo A e retificadores (Adaptado de Bosier et al., 2010).

A densidade dos receptores canabindides do tipo 1 (CB1) é baixa em regides
do tronco relacionadas a frequéncia cardiaca e a respiracao. Assim, esta distribuicao
explica a baixa toxicidade e a auséncia de letalidade apéds intoxicagdo com maconha
(RAHN; HOHMANN, 2009). Muitos dos efeitos psicotropicos apds o uso da maconha
derivam da ativacao central desta isoforma em regides prosencefalicas (MONORY et
al., 2007; MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993; AGARWAL et al., 2007), além de

diversos efeitos como hipotermia, sedagao, boca seca, fome e catalepsia (RAHN;
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HOHMANN, 2009). Outros receptores ainda podem mediar alguns desses efeitos
uma vez que animais nocaute para este receptor, tratados com AEA, apresentam
atividades comportamentais semelhantes aquelas produzidas pelo uso da droga em
animais normais (BOSIER et al., 2010).

Estes receptores canabindides estdo presentes em grande quantidade em
sitios relacionados ao controle endégeno da informagdo nociceptiva, como na
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e bulbo rostroventromedial (RVM) (TSOU
et al., 1998). Na medula espinhal estdo concentrados nas ldminas superficiais do
corno dorsal (laminas | e llinema) € No funiculo lateral (WALKER; HUANG, 2002;
RICE; FARQUHAR-SMITH; NAGY, 2002). Na periferia, localizam-se no ganglio da
raiz dorsal (DRG) (AHLUWALIA et al., 2000) e nos terminais dos aferentes primarios
(WALKER; HOHMANN, 2005).

Os diversos efeitos celulares advindos da ativacao de CB1 sao mediados pela
ativacdo preferencial de certos efetores pela proteina G (BOSIER et al., 2010).
Assim, sao descritos agdes modulatérias sobre canais idnicos, especialmente de
Ca' e K". A condutancia ao ion célcio pode ser suprimida através do fechamento de
canais voltagem dependente do tipo L, N e P/Q. Canais de potassio do tipo A e
retificadores sao abertos, promovendo a saida do cation. Assim, ha hiperpolarizacao,
nao ocorrendo liberacdo de neurotransmissores. Pode haver também aumento dos
niveis de calcio intracelulares, por meio da ativagcéo da fosfolipase C do tipo B (PLC-
B) (BOSIER et al., 2010).

Tem-se demonstrado recentemente que este receptor pode ser encontrado na
forma de homo ou heterodimeros, resultando em configuragbes de ligacdo e
sinalizagdo diferenciadas daquelas apresentadas pelo monémero (BOSIER et al.,
2010; HUDSON; HEBERT; KELLY, 2009). Os receptores CB1 estdao normalmente
restritos as terminagdes nervosas, sugerindo possivel envolvimento na modulagéo
pré-sinaptica da liberagcao de neurotransmissores (LOVINGER, 2008), atuando tanto
sobre sinapses excitatérias como inibitérias, de forma calcio independente
(VAUGHAN et al., 2000).

A segunda forma caracterizada de receptor canabindide possui 44% de
homologia em relagdo a CB1 (RICE; FARQUHAR-SMITH; NAGY, 2002). Estéo
pouco presentes no SNC, mais concentrados em tecidos imunes (RICE;
FARQUHAR-SMITH; NAGY, 2002). Por isso especula-se a importancia de tais

receptores no efeito analgésico durante processos inflamatérios (WALKER; HUANG,
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2002; RICE; FARQUHAR-SMITH; NAGY, 2002), uma vez que a ativagdo de tais
receptores em mastocitos promove queda da atividade celular, e essa acao pode ser
interessante sobre o controle da liberagdo de histamina e NGF (fator de crescimento
neuronal) (MALAN et al., 2001; RACZ et al., 2008; RICE in BOUNTRA, et al., 2002).

Sua ativacao inibe a atividade da adenilato ciclase, mas diferentemente da
isoforma CB1, parece n&o atuar sobre canais ionicos (RICE; FARQUHAR-SMITH;
NAGY, 2002).

Evidéncias indicam a existéncia de receptores canabindides ainda néao
identificados, chamados receptores nao CB1/ nao CB2. Tais evidéncias se baseiam
na presengca de acgdes farmacoldgicas residuais apds a administracdo de
antagonistas CB1 ou CB2 (RICE; FARQUHAR-SMITH; NAGY, 2002) ou apods a
administracdo de agonistas em animais nocaute (di MARZO et al., 2000). Embora
haja a sugestédo de que certas proteinas G, tais como GPR55 (RYBERG et al., 2007)
e GPR119 (OVERTON et al., 2006), possam atuar como receptores, ainda nao ha
consenso sobre o assunto, uma vez que a ativagao destas proteinas ndo promove
os mesmos efeitos relacionados aos chamados receptores nao CB1/ndo CB2
(HILEY; KRAUP, 2007).

Além disso, os canabindides, devido a sua caracteristica lipofilica, podem
interagir com componentes de membrana, como proteinas e enzimas, uma vez que
certas agdes ndo seriam mediadas pela ativagdo de seus receptores (para revisao:
MAKRYANNIS; RAPAKA, 1990).

1.4.21 Ligantes Enddgenos

Dentre os varios endocanabindides ja descritos, a AEA e o 2-AG sao os mais
estudados, sendo AEA mais intensamente investigada quanto aos efeitos
analgésicos (RICE; FARQUHAR-SMITH; NAGY, 2002). Ambos sao agonistas pra
receptores CB1 e CB2, embora possuam maior afinidade por CB1 (PERTWEE;
ROSS, 2002). A AEA, além de se ligar a receptores canabindides, pode ser um
agonista também para receptores do tipo TRPV1(RICE; FARQUHAR-SMITH; NAGY,
2002).

S3o produzidos e liberados sob demanda de forma Ca™ dependente, ndo

sendo estocados em vesiculas. Sua formacdo ocorre através da acao de
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fosfolipases especificas sobre fosfolipideos de membrana: uma fosfolipase D
catalisa a formac&o de AEA e acido fosfatidico, a partir da clivagem do NAPE (N-
araquidonilfosfatidiletanolamida), enquanto que uma fosfolipase C gera 2-AG a partir
de DAG (HOHMANN; SUPLITA, 2006).

Um sistema proteico de transporte é responsavel pela retirada dos
endocanabindides da fenda sinaptica, interrompendo assim sua acao sobre os
receptores canabinoides (GIUFFRIDA; BELTRAMO; PIOMELLI, 2001). A atividade
destes mediadores é rapidamente interrompida pela maquinaria de degradagao
intracelular (ANAND et al., 2009), composta pelas enzimas FAAH (amida hidrolase
de acidos graxos) ou MGL (monoacil glicerol lipase), responsaveis pela hidrélise da
AEA e 2-AG, respectivamente (RAHN; HOHMANN, 2002). Entretanto, devido a
comunicacado entre sistemas distintos, sabe-se que estes canabindides podem
também ser degradados pela ciclooxigenase 2 (RAHN; HOHMANN, 2002).

1.5 CANABINOIDES, ENDOCANABINOIDES E DOR

Os efeitos analgésico e antinociceptivo dos canabindides tem sido
extensivamente explorado em modelos animais de dor aguda (fasica ou ténica) e
cronica (para revisao ver PERTWEE, 2001). Mais ainda, os efeitos antinociceptivos
dos canabindides tem sido descritos como comparaveis aos efeitos dos opidides nao
s6 quanto a sua poténcia como também quanto a eficacia, algumas vezes superior a
desta famosa classe de analgésicos (CALIGNANO et al., 1998; WALKER; HUANG,
2002). Ademais, os endocanabindides parecem mediar o efeito analgésico de outras
drogas (MALLET et al., 2008).

Acredita-se que durante estados patoldgicos tais como certos tipos de
inflamacdes e neuropatias, o nivel plasmatico de endocanabindides como AEA e
2AG esteja aumentado (KAUFMANN et al., 2009), o que pode indicar sua
importancia como moduladores antinociceptivos (CLAPPER et al., 2010).

Dentre os diversos estudos, é de relevancia para esse estudo observar que a
administracdo periférica na pata de camundongos de AEA foi capaz de reduzir
significativamente os comportamentos nociceptivos induzidos pela injecédo de
formalina durante a primeira fase do teste, acdo esta mediada por receptores
periféricos do tipo CB1 (CALIGNANO et al., 1998). Em ratos, a administragao
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também periférica de AEA (doses na faixa de pmol) mostrou-se eficaz em prevenir
ambas as fases da formalina, efeito este mediado pelos receptores CB1 e CB2
(GUINDON et al., 2006). Esse efeito antinociceptivo da AEA parece depender da
ligacdo da mesma a sitios periféricos, uma vez que a administragdo de AEA
radiomarcada nas patas de ratos demonstrou-se restrita ao sitio de injecéo
(CALIGNANO et al., 1998). Quando utilizada de forma sistémica por Jaggar e
colaboradores, (1998), a AEA em todas as doses utilizadas (5 a 25 mg/Kg) foi capaz
de atenuar o escore de comportamentos nociceptivos durante apenas a segunda
fase do teste da formalina. Em modelo de dor neuropatica induzida pela constricao
do nervo ciatico, a AEA, administrada no pata ipsilateral a constricdo, reduziu a
alodinia mecénica e a hiperalgesia térmica (GUINDON; BEAULIEU, 2006). Por via
sistémica, a AEA, via acao sobre receptores do tipo CB1, também exerceu atividade
antinociceptiva, reduzindo a hiperalgesia mecanica em animais submetidos a
constricdo do nervo ciatico (HELYES et al., 2003).

Drogas que interferem nos mecanismos de recaptacdo de AEA enddgena,
como o AM404, tém sido igualmente testadas em modelos experimentais de dor.
Assim, a chamada “canabimimese indireta”, ou seja, a ativagdo do sistema
endocanabindide por meio de drogas que aumentem a biodisponibilidade de
agonistas endogenos estritamente nos tecidos em que haja tal necessidade evitaria
o surgimento de efeitos adversos e manteria a atividade analgésica desejada. O
AM404 é uma droga que se encaixa neste perfil (ASHTON, 2008). Sendo assim, a
administracao sistémica de AM404 foi capaz de promover a redugdo do numero de
comportamentos nociceptivos durante a primeira fase do teste da formalina
(HASANEIN; SOLTANI, 2009; BORSANI et al., 2007). Além disso, foi capaz de
reduzir neurbnios positivos para Fos (um marcador de ativagdo neuronal) nas
laminas superficiais do corno da raiz dorsal de ratos. Ambos os efeitos foram
dependentes de CB1 e CB2 (BORSANI et al, 2007). Adicionalmente, a
administracado sistémica cronica (durante 7 dias) de AM404 foi capaz de reduzir a
alodinia mecéanica e a hiperalgesia térmica, de maneira dose dependente, em
animais submetidos a constricdo do nervo ciatico. Esse efeito parece estar
associado a reducdo da producgao de oxido nitrico e citocinas como o TNFa, ambos
envolvidos com o processo apoptotico presente no desenvolvimento de quadros de
dor cronica (COSTA et al., 2006).

O tratamento periférico com analogos estruturais da AEA, ACEA (agonista
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seletivo para receptores do tipo CB1) ou methAEA (agonista misto CB1/CB2),
promove efeitos antinociceptivos sobre a hiperalgesia e alodinia mecanica induzida
pela administracdo de CFA em ratos, um modelo de dor inflamatéria. Tais efeitos séo
mediados por receptores CB1, os quais apds sua ativacado, induzem o decréscimo
no numero de disparos das fibras Ad quando o estimulo mecéanico é apresentado
(POTENZIERI et al., 2008). Nao obstante, além das fibras Ad, as fibras C também
tem seu funcionamento alterado quando estimuladas eletricamente, na presenca de
tratamento intratecal com ACEA. Tal resposta é mediada também pela acdo do
ACEA sobre receptores CB1, sugerindo-se que tal ativacao iniba a liberagdo de
glutamato em sinapses no corno dorsal (KELLY; CHAPMAN, 2001). Um outro
trabalho indica que a utilizacdo de ACEA de modo sistémico diminui comportamentos
nociceptivos como vocalizagéo, atividade mediada por receptores CB1, além de
reduzir o tempo dispendido com comportamentos nociceptivos em ambas as fases
do teste da formalina (MALLET et al., 2008).

Embora bem caracterizado o potencial antinociceptivo dos canabindides e
endocanabindéides em modelos de dor neuropatica associada a lesdo de nervos
periféricos como exposto acima, pouco se tem explorado acerca deste efeito em
modelos de dor neuropatica associada ao diabetes, evidenciado pelo pequeno
numero de publicacdes envolvendo dor neuropatica diabética e canabindides. Neste
sentido, demonstrou-se que o agonista misto sintético WINS5,212-2, quando
administrado de forma periférica (30 pg/pata) e sistémica (3 e 10 mg/Kg) reduziu a
alodinia mecanica em ratos diabéticos (DROGUL et al., 2004; ULUGOL et al., 2004).
Adicionalmente, a administracdo de A®-THC por via oral foi mais ativo no teste de
retirada de cauda em camundongos diabéticos quando comparado as respostas

exibidas por camundongos normoglicémicos (WILLIAMS et al., 2008).

1.6 DIABETES QUIMICAMENTE INDUZIDO por ESTREPTOZOTOCINA

O diabetes pode ser induzido quimicamente em animais experimentais pela
administracdo de estreptozotocina (STZ) ou aloxana (SZKUDELSKI, 2001), sendo a
primeira seja empregada muito mais frequentemente (SIMA, 2000). Ambas
produzem danos intracelulares por meio da geragao de espécies reativas de

oxigénio, embora cada uma promova tal efeito por vias distintas (SZKUDELSKI,
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2001).

A STZ é um agente antimicrobiano, produzido pelo fungo Streptomyces
achromogenes, que tem sido utilizada como quimioterapico alquilante. Em ratos
adultos, a administracdo de STZ induz respostas de aumento da glicose e
diminuicao da producgao de insulina compativeis com o DMI. O padrao de destruigao
das células beta pancreaticas apds a administracdo de STZ é caracteristico de morte
por necrose celular enquanto que nas respostas autoimunes associadas ao DM |, a
morte das células beta é o resultado de processos apoptéticos, sem a liberacao de
insulina a partir do rompimento dos granulos secretores. Adicionalmente, a STZ pode
ser empregada na indugdao de DM Il em ratos neonatos (PORTHA et al., 1974),
podendo também ser administrada em dose Unica ou repetida, por diferentes vias de
administracdo (SZKUDELSKI, 2001).

Alteracbes especificas nos niveis de glicose e insulina ocorrem apds a
administracdo de STZ, caracterizando a falha das células [B: primeiramente ha
hiperglicemia, com queda nos niveis de insulina. Poucas horas apds, segue-se o
surgimento de hipoglicemia, devido a grande liberagdo de insulina por degranulagao
das vesiculas secretoras de insulina. Por fim, o quadro hiperglicémico se instala com
a queda nos niveis de insulina sérica (WEST et al.,1996).

O mecanismo pelo qual a STZ danifica as células produtoras de insulina se
deve pela sua absor¢ao por meio de transportadores de glicose GLUT2, expressos
na superficie das células beta pancreaticas (SZKUDELSKI, 2001). A atividade
intracelular da STZ culmina em alquilagédo de bases nitrogenadas que compdem o
DNA, promovendo morte celular (ELSNER et al., 2000). Além disso, a STZ, apds sua
metabolizacdo dentro da célula, torna-se um doador de 6xido nitrico (NO), agentes
este que pode ser um dos responsaveis pela toxicidade da mesma as células beta
(KRONCKE et al., 1995). Outras espécies reativas como o anion superoxido
também sao geradas, contribuindo para o efeito deletério sobre o material genético
das células B (BEDOYA et al., 1996). Acredita-se que ndo somente o efeito direto
sobre as bases nitrogenadas no DNA, mas também o NO e as espécies reativas de
oxigénio promovam a destruicdo das células B de forma sinérgica (SZKUDELSKI,
2001).

Com base no exposto acima, o presente estudo tem como objetivo a
investigacao do potencial antinociceptivo da anandamida e de drogas que interferem

no sistema endocanabindide quando administradas perifericamente em modelo de
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dor neuropatica associada ao diabetes quimicamente induzido por estreptozotocina.

2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do tratamento com drogas que ativam o sistema
endocanabindide sobre comportamentos nociceptivos induzidos pela injecdo de
formalina em ratos normais ou com diabetes induzido quimicamente por
estreptozotocina, caracterizando farmacologicamente os receptores canabindides

envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizando animais normoglicémicos ou animais com diabetes quimicamente
induzido por STZ, o presente estudo pretende investigar:

1) as respostas nociceptivas induzidas pela inje¢do de formalina, confirmando
a presencga de hiperalgesia quimica decorrente da neuropatia diabética;

2) o efeito do tratamento ipsilateral na regido subcutanea da superficie dorsal
da pata com AM404 (inibidor da recaptacdo da anandamida), anadamida (AEA;
agonista enddogeno misto CB1/CB2) e ACEA (agonista seletivo para receptores
CB1) sobre a nocicepgao induzida por formalina;

3) Investigar a participagdo dos receptores canabindides periféricos do tipo
CB1 e CB2 no efeito antinociceptivo das diferentes drogas que interferem no sistema
canabinoide (AM404, AEA e ACEA) sobre a hiperalgesia quimica induzida por

formalina.
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1. Introduction

Pain is one of the most common symptoms in patients with diabetic neuropathy,
but its prevalence is still uncertain and directly influenced by the diagnostic criteria
used, ranging from 5 to 15% (Calcutt and Backonja, 2007). Diabetic neuropathic pain
can occur with or without concurrent sensory loss, which is extremely debilitating and
may be responsible for severe morbidity, decrease on quality of life and reduction in
social interactions (Ahroni et al., 1994). Pain manifestations in diabetic patients may
be spontaneous or occur in response to normally innocuous (allodynia) or noxious
(hyperalgesia) stimuli. Pathogenesis of these sensory changes related to painful
diabetic neuropathy remains unclear, and treatment options are currently limited to
palliative drugs belonging to a variety of pharmacologic classes, i.e. opioids, tricyclic
antidepressants, serotonin-norepinephrine reuptake inhibitors, sodium channel
blockers (Argoff et al., 2006) and antiepileptics (Hardy et al., 2007; Shakher and
Stevens, 2011). Topical agents as lidocaine and capsaicin are also recommended
(Argoff et al., 2006). There is evidence that even after different therapeutical
approaches, only one third of patients with diabetic neuropathic pain get pain relief

exceeding 50% (Jensen et al., 2006), remaining a challenge for health professionals.

Accordingly, the endocannabinoid system has been named as one of the most
promising target of chronic pain pharmacotherapy (Di Marzo and Petrocellis, 2006)
including neuropathic pain states (Ahmed et al., 2010; Guindon and Beaulieu, 2006;
Hasanein and Soltani, 2009). The endocannabinoid system comprises endogenous
cannabinoid receptor ligands such as N-arachidonoyl ethanolamide (anandamide;
Devane et al., 1992) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG; Sugiura et al., 1995), both
CB1 and CB2 cannabinoid receptors (Matsuda et al., 1990), enzymes that catalyze
the endocannabinoids synthesis, N-acylphosphatidyletanolamide-specific
phospholipase D (Di Marzo et al., 1994) and diacylglycerol lipase (Piomelli, 2003),
enzymes responsible for degradation, fatty acid amide hydrolase and
monoacylglycerol lipase (Piomelli, 2003), and endocannabinoids reuptake

transporters (for review see Guindon and Hohmann, 2009).

The analgesic and antinociceptive properties of cannabinoids have been

extensively reported using animals models of acute, tonic, inflammatory, visceral and
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neuropathic pain (for review see Guindon and Hohmann, 2009; Pertwee, 2001).
However, studies aimed to investigate the effectiveness of cannabinoids in
neuropathic pain states involved mostly models of mechanical injury to peripheral or
spinal nerves (Bridges et al., 2001) and little is known about the effect of these
compounds on diabetic neuropathic pain (Hasanein and Soltani, 2009; Toth et al.,
2010; Ulugol et al., 2004), which is the aim of the present study. Considering the
systemic effects observed after cannabinoids/endocannabinoids treatment, i.e.
altered perception, motor disturbances, cardiorespiratory effects, and others (for
review see Ashton, 2001), the present study aims to investigate the potential
antinociceptive effect of anandamide and drugs that affect the endocannabinoid
system (injected subcutaneously into the dorsal surface of the ipsilateral hind paw)

on chemical hyperalgesia induced by formalin in normoglycemic and diabetic rats.

2. Material and Methods

2.1 Drugs and solutions

Streptozotocin (STZ) from Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California,
USA and sodium citrate from Merck S.A. Industrias Farmacéuticas (Brazil) were
used. N-arachidonoylethanolamide (anandamide, an endogenous CB1/CB2
cannabinoid agonist); arachidonyl-2-chloroethylamide (ACEA, a potent and highly
selective CB1 receptor agonist); N-(4-hydroxyphenyl) arachidonoylethanolamide
(AM404, an inhibitor of anandamide reuptake); 1-(2,4-dichlorophenyl)-5-(4-
iodophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide trifluoroacetate
(AM251, a CB1 receptor inverse agonist) and 6-iodo-2-methyl-1-[2-(4-
morpholinyl)ethyl]-1H-indol-3-yl](4-methoxyphenyl)methanone  (AM630, a CB2
receptor antagonist) were purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA).
Anandamide (AEA) and ACEA were freshly diluted in 0.9% NaCl. AM251 was diluted
in a solution of 4:1 of dimethylformamide and heated saline; AM630 was diluted in a
solution 9:1 of saline and dimethylformamide, and 1% tween 80, 0.25% ethanol in

saline was used to dissolve AM404.

2.2 Animals

Adult male Wistar rats, provided by the Federal University of Parana colony, weighing
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between 180 and 230 g were used. Animals were housed in plastic cages
(41x32x16.5 cm) with five rats per cage and food and water available ad libitum.
They were maintained in a temperature-controlled room (23 + 2°C) under 12h/12h
light/dark cycle (lights on at 7 am). All the behavioral experiments were conducted
during the light phase of the cycle (between 9 am and 4 pm). The study was
conducted in accordance with the National Institutes of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NIH Publication #8023, revised 1978) and approved
by the local Ethics Committee (CEUA/BIO-UFPR; #423). All efforts were made to

minimize the number of rats and their suffering.

2.3 Induction of Diabetes

Experimental diabetes was induced following an overnight fast by a single
intraperitoneal (i.p.) injection of streptozotocin (STZ) at dose of 50 mg/Kg, freshly
dissolved in citrate buffer (10 mM, pH 4.5). Hyperglycemia was confirmed 3 days
after STZ administration by a strip operated reflectance meter in a blood sample
obtained by tail prick and confirmed again at ending of the study. Non-fasting blood
glucose levels of 250 mg/dL or greater were considered diabetes. All animals were

observed daily and weighed regularly during the experiment.

2.4 Nociceptive testing (chemical hyperalgesia)

Chemical hyperalgesia was assessed as described elsewhere (Ramos et al., 2007).
Briefly, rats were acclimated for at least 15 minutes to the testing environment by
placing them in the formalin test apparatus (an inverted 280 mm wide 400 mm high
glass funnel) with a mirror positioned at an angle of 45° to allow unhindered
observation of the animals’ paws. Each animal received a single formalin injection
(0.5%, 50 pL) into the dorsum of the one hind paw after different treatments and was
then placed in the formalin test apparatus. Defined flinches were scored immediately
after the formalin injection and continued for the next 60 minutes, divided into periods
of 5 minutes with phases defined as the following time bins: phase I, 1-10 min post
injection; quiescent phase, 10—15 min post injection; and phase Il, 15-60 min post
injection. Comparisons of behavior during each phase were made by summing the

flinches recorded at measurement points within the phase.

2.5 Experimental procedures
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Rats were maintained untreated for the first 4 weeks after diabetes induction by STZ
injection, at which time the occurrence of chemical hyperalgesia induced by formalin
was confirmed. Control (normoglycemic) rats were tested in parallel. To evaluate the
potential antinociceptive effect of peripheral treatment of cannabinoids on the
chemical hyperalgesia induced by formalin in both experimental groups
(normoglycemic and diabetic), AM404 (doses of 50, 75 and 150 ug), AEA (doses of
0.03, 0.1, 0.3 and 1 pg) or ACEA (doses of 10, 30 and 100 pg) were injected
subcutaneously into the dorsal surface of the ipsilateral hind paw, in a volume of 50
buL, 20 min before the formalin injection (0.5%, 50 pL). To characterize the
cannabinoid receptors involved in the antinociceptive effect of AM404, AEA over the
chemical hyperalgesia induced by formalin, AM251 (150 ug) or AM630 (25 ug) was
injected by the same route, in volume of 30 uL, 10 min before the AM404 or AEA
(effective doses, in 30 pL). Twenty minutes later, rats were ipsilaterally stimulated
with formalin injection (0.5%, 50 yL). The role of CB1 receptors in the antinociceptive
effect of ACEA was tested using AM251 (150 pg in 30 yL, 10 min before ACEA). As
previous described, 20 min after ACEA treatment, Ngl and Dbt animals received
formalin ipsilaterally (0.5%, 50 uL). Control groups received the corresponding
vehicle (at same volume) followed by formalin (0.5%, 50 pL). The doses and
treatment schedules were based on previous studies (Guindon and Beaulieu, 2006;
Guindon et al., 2007a; Guindon et al., 2007b; Kelly et al., 2003; Negrete et al., 2011;
Quartilho et al., 2003; Reis et al., 2011) and pilot experiments in our laboratory.
Although all experiments were carried out by an observer blind to drug treatments,

the experimenter could not be blind to normoglycemic and diabetic groups.

2.6 Statistical Analyses

Data are presented as mean * standard error of the mean (SEM) for groups of 6-10
animals. One-way ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test was used to
determine differences among experimental groups and Student t-test when
comparison was made between two experimental groups (figure 1, panel B). The
level of significance was set at p<0.05. All the tests were carried out using GraphPad
Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results
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3.1 Exaggerated formalin-evoked flinching behavior in diabetic rats.

Both diabetic and normoglycemic rats exposed to 0.5% formalin displayed a biphasic
pattern of flinch behavior (Figure 1, panels A and B). As shown in Figure 1 (panel A),
the diabetic group presents tendency of increased responses during all phases.
However, the statistical difference was significant (p<0.05) just during the period from
10 to 30 minutes. When analyzed as sum of flinches, diabetic rats showed a
significant (p<0.05) increase in the flinching frequency induced by formalin in first and
second phases of the test when compared to normoglycemic rats (60 and 67%,
respectively; Figure 1, panel B), indicating a clear chemical hyperalgesia in these
animals. Based on these results, within the following studies, the effect of different
treatments was analyzed and graphically represented in first and second phases of

the formalin test.

3.2 Effect of AM404 on flinching behavior induced by formalin in normoglycemic and
diabetic rats

Initially, the peripheral effect of increasing doses of AM404, an anandamide reuptake
inhibitor, was tested over chemical hyperalgesia induced by formalin in both
normoglycemic and 4-weeks diabetic rats. As shown in the Figure 2 (panels A, B, C
and D), the peripheral pretreatment with AM404 (50 pg/paw) significantly (p<0.05)
attenuated the flinching behavior during both first (1P) and second phase (2P) of
formalin test in normoglycemic (1P=57%; 2P=64%) and diabetic rats (1P=40%;
2P=60%). The treatment of normoglycemic rats with higher doses (75 or 150 ug/paw)
induces a significant (p<0.05) antinociception only during the second phase of
formalin test (67 and 36% respectively; Figure 2; panel B). Additionally, the peripheral
administration of AM404 at dose of 75 pg/paw induces a significant reduction
(p<0.05) of formalin-induced flinches during the first and second phases of test in
diabetic rats (27 and 56%, respectively, Figure 2, panels C and D). Finally, when the
highest dose of AM404 (150 ug/paw) was administered in Dbt rats, first and second
phases were not altered (Figure 2, panels C and D). Control experiments were
conducted with a single administration of AM404 (150 pg/paw) in normoglycemic and
diabetic rats without formalin challenge. It was observed that intraplantar injection of
AM404 did not induce any nociceptive responses (flinching or licking behaviors; data

not shown).
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3.3 Effect of treatment with AM251 and AM630 on the antinociceptive effect of
AM404 over flinching behavior induced by formalin in normoglycemic and diabetic
rats

As shown in Figure 3, the antinociceptive effect of AM404 (50 pg/paw) was
significantly (p<0.05) prevented by pretreatment with CB1 receptor inverse agonist,
AM251 (150 pg/paw) during the first phase of formalin test on normoglycemic rats
(panel A) and during both phase | and phase Il in diabetic rats (panels C and D).
Additionally, the antinociceptive effect of AM404 (50 pg/paw) was also significantly
prevented by a CB2 receptor antagonist, AM630 (25 pg/paw) only in the second
phase (p<0.05) of the formalin test in diabetic rats (Figure 4; panel D). When the
tested doses of AM251 (150 ug/paw) or AM630 (25 ug/paw) were given alone to
normoglycemic or diabetic rats, they had no effect on flinching behavior induced by
0.5% formalin (data not shown). Moreover, when AM251 or AM630 (same doses and
route described above) was given alone, they did not evoke any flinch behavior (data

not shown).

3.4 Effect of anandamide (AEA) on flinching behavior induced by formalin in
normoglycemic and diabetic rats

As demonstrated in Figure 5 (panels A, B, C and D), peripheral administration of AEA
(0.1 pg/paw) significantly (p<0.05) reduced first and second phases of formalin-
induced nociception in normoglycemic (43 and 70%, respectively) and in diabetic rats
(46 and 78%, respectively). Pre-treatment with higher doses of AEA (0.3 or 1 ug/paw)
was able to significantly (p<0.05) reduce the second phase of formalin-induced
flinches only in normoglycemic rats (72 and 64%, respectively; Figure 5, panels A and
B). An additional dose of AEA (0.03 ug/paw) was tested in the both groups and this
treatment was able to reduce (p<0.05) only the first phase of formalin-induced
nociception in normoglycemic animals (45%, Figure 5, panel B). Pre-treatment with
higher dose of AEA (3 ug/paw) on normoglycemic and diabetic groups did not
produce any significant effect over the formalin-induced flinches in both phases (data

not shown).

3.5 Effect of AM251 and AM630 on the antinociceptive effect of AEA over flinching
behavior induced by formalin in normoglycemic and diabetic rats

As shown in Figure 6 (panels A, B, C and D), the antinociceptive effect produced by
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AEA (0.1 pg/paw) injection was blocked (p<0.05) during the phase 1 and phase 2 of
the formalin test if both experimental groups (diabetic and normoglycemic rats) were
pre-treated with a CB1 receptor inverse agonist, AM251 (150 pg/paw). Additionally,
the antihyperalgesic effect of AEA (0.1 pg/paw) was also significantly (p<0.05)
prevented by a CB2 receptor antagonist, AM630 (25 pg/paw) only in the second
phase of the formalin test in normoglycemic and diabetic rats (Figure 7; panels B and
D).

3.6 Effect of ACEA on flinching behavior induced by formalin in normoglycemic and
diabetic rats

Next, it was investigated the effect of peripheral treatment with highly selective CB1
receptor agonist ACEA on formalin-induced flinching behavior in normoglycemic and
diabetic rats. As shown in figure 8 (panels A and B), the administration of increasing
doses of ACEA (10, 30 or 100 pg/paw) significantly (p<0.05) reduces the flinching
frequency induced by formalin in first (28, 48 and 63%, respectively) and second
phases (61, 50 and 43%, respectively) of the test in the normoglycemic rats. In
diabetic rats, the treatment with the higher doses of ACEA (30 or 100 pg/paw)
induces similar pattern of antinociception, i.e. significant (p<0.05) reduction of
formalin-evoked flinches in both first (61 and 87%, respectively) and second phase
(30 and 29%, respectively; Figure 8, panels C and D). However, the treatment of
diabetic rats with lower dose of ACEA (10 pg/paw) induces significant antinociception

only during the second phase of formalin test (42%, p<0.05; Figure 8, panel D).

3.7 Effect of AM251 on the antinociceptive effect of ACEA over flinching behavior
induced by formalin in normoglycemic and diabetic rats

As shown in Figure 9 (panels A, B, C and D), the antinociceptive effect produced by
ACEA (30 ug/paw) was significantly (p<0.05) prevented during the phase | and phase
Il of the formalin test if both experimental groups (normoglycemic and diabetic rats)

were pre-treated with a CB1 receptor inverse agonist, AM251 (150 ug/paw).

4. Discussion
The key finding of the present study is that drugs that influence the
endocannabinoid system when administered peripherally induced significant

antinociceptive effects over chemical hyperalgesia in streptozotocin (STZ)-induced
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diabetic rats, reinforcing the importance of a previous description about outside CNS
located cannabinoid receptors as first targets to produce antinociception (Agarwal et
al., 2007). As described in earlier investigations (Arreola-Espino et al., 2007; Corteix
et al., 1998; Hasanein, 2011), the current study demonstrated that diabetic rats
exhibit increased formalin-evoked flinching behavior compared to normoglycemic rats
in both phases of formalin test (Figure 1), suggesting a hyperalgesic behavior in
response to noxious stimuli that may model features of painful diabetic neuropathy.
Reinforcing this, STZ-diabetic rats have also low or no responsiveness to opioid
treatment such as morphine, another important aspect of neuropathic pain. Thus, it
was observed in additional experiments that peripheral treatment of diabetic rats with
morphine at usual dose of 10 ug/paw (Torres-Lépez et al., 2007) did not induce any
change in flinching behaviors induced by formalin during first or second phases of the
test [phase |: diabetic vehicle (DV = 115 £ 14.9, n=7) and diabetic morphine (D MPH
=168.0 £ 25.3, n=7); phase Il: DV = 382.89 + 43.4, n=5 and D MPH = 339.0+60.4
n=7]. It is important to point out the same treatment in normoglycemic group was able
to significantly prevent the second phase of formalin- evoked flinching behavior
[phase |: normoglycemic vehicle (NV = 58.9 + 9.1, n=8) and normoglycemic morphine
(N MPH = 35.3 £7.1, n=7; p=0.067); phase Il: NV = 176.9 £+ 40.8, n=8 and N MPH =
22 £7.2, n=7; p=0.004].

The formalin test was introduced by Dubuisson and Dennis in 1977 and is
commonly used to evaluate the capacity of drugs to reduce pain states (Tjglsen et
al., 1992). Formalin injection into the rat hindpaw evokes long lasting nociceptive
behaviors (Dubuisson and Dennis, 1977) with an array of stereotyped behaviors,
including flinching (consisting of an elevation and shrinking back of the injected paw,
Ashmawi et al., 2003) which occurs in a biphasic pattern (Borsani et al., 2007;
Hasanein, 2011). There is an initial acute period (phase |, duration of approximately
10 min), and after a short period of remission (quiescent period), phase Il begins and
consists of a longer period (45 min) of sustained activity (Borsani et al., 2007). The
initial response is associated with direct and acute activation of C fibers (Dickenson
and Sullivan, 1987) and late phase is attributed to the release of local endogenous
mediators responsible for sensitization of primary and spinal sensory neurons and
subsequent activation of the nociceptors (Rosland et al., 1990), with a continuous
firing of early activated fibers (Puig and Sorkin, 1996).

Previous studies have already shown that rats exhibited exaggerated flinching
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after paw formalin injection from first week after diabetes induction and that this
hyperalgesia increased with duration of diabetes, peaking after 4 weeks (Ramos et
al., 2007). For this reason, in the present study rats were tested 4 weeks after
hyperglycemia onset. Compared with normoglycemic rats, diabetic animals exhibited
significant increase on flinch frequency in phase | and phase Il of formalin test
(Figure 1, panel B). It has been proposed that these amplified responses during
different phases of formalin test were strictly correlated to the concentration of
formalin used. Thus, it has already reported that diabetic rats exhibit exaggerated
nociceptive behaviors notable only during quiescent period (Cesefia and Calcultt,
1999) or just during the second phase (Ramos et al., 2007) after higher concentration
(5%) of formalin injection. In our study, we chose a lower concentration of formalin
(0.5%) so we could investigate the peripheral effect of anandamide and drugs that
affect the endocannabinoid system in both phases of the formalin test in
normoglycemic and diabetic rats.

First, we investigated the potential antinociceptive effect of AM404, an
endogenous endocannabinoid reuptake inhibitor, over the formalin-induced flinching
behavior in normoglycemic and diabetic rats. It was observed that the peripheral
injection of the lowest dose of AM404 (50 pg/paw) induced a significant
antinociceptive effect in both first and second phase of formalin test in
normoglycemic and diabetic rats (Figure 2). At higher doses (75 and 150 ug/paw),
AM404 was able to reduce just the second phase of formalin-evoked flinches in
normoglycemic rats. In contrast, diabetic rats treated with AM404 at dose of 75
ug/paw had significant reduction on flinching during the first and second phase of
formalin test. The antinociceptive effect of systemic treatment with AM404 has
already been reported in models of acute, persistent, inflammatory (Borsani et al.,
2007) and neuropathic pain induced by chronic constriction injury of sciatic nerve (La
Rana et al., 2008). It has proposed advantages in relation of the use of agents that
indirectly increase endocannabinoids levels as AM404 since the incidence of
psychoactive effects of cannabinoids is reduced (Ashton, 2008). The antinociceptive
effect of AM404 has been related to the impediment of endocannabinoid transport,
responsible to reuptake AEA and 2-AG (Ashton, 2008), thus increasing
endocannabinoid-mediated modulation of pain (Hillard and Campbell, 1997).

AM404 is also able to decrease the number of Fos-positive neurons in superficial
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layers on dorsal root ganglia after paw formalin injection (Borsani et al., 2007), a
possible signal of negative modulation of nociceptive input and consequently, a
reduction of nociceptive behaviors. Additionally, the AM404 ability of binding and
activation of pro nociceptive transient receptor potential cation-channel subfamily V
member 1 (TRPV1 receptors; Zygmunt et al., 2000) can explain the lack of
antinociceptive effect after higher doses of AM404 injection (150ug/paw) of AM404.

Next, it was investigated the role of CB1 and CB2 receptors on the
antinociceptive effect of AM404 in normoglycemic and diabetic rats. The pretreatment
with a CB1 receptor inverse agonist AM251 was able to prevent the antinociceptive
effect of AM404 during the first phase of formalin test in normoglycemic rats (Figure
3, panels A and B) and both phases of the test in diabetic rats (Figure 3, panels C
and D). Subsequent experiments using AM630, a CB2 antagonist, showed that this
receptor subtype did not mediate the antinociceptive effect of peripheral AM404 on
normoglycemic animals (Figure 4, panels A and B). On the other hand, in the diabetic
rats, this receptor subtype appears to be crucial to the antinociceptive effect of
AM404 during inflammatory phase (phase Il) of formalin-evoked flinching behavior.
This discrepancy could be explained by the fact that some of AM404 effects seem not
to be mediated only by cannabinoid receptors. Considering antinociception, previous
study has already attributed part of AM404 effect to activation of opioidergic and
serotoninergic systems (Ruggieri et al., 2008). It seems plausible to hypothesize that
the antinociceptive effect of AM404 in normoglycemic rats could be at least in part
due to opioid and serotonin release and consequently not altered by cannabinoid
receptors blockers. Since diabetic rats are opioid-resistant (Courteix et al., 1998) and
exhibit low responsiveness to selective serotonin reuptake inhibitors (Anjaneyulu and
Chopra, 2006), the antinociceptive effect of AM404 in this experimental group seems
to be mediated by direct or indirect cannabinoid receptors activation. Further
experimental investigations are needed to estimate the role of opioidergic,
serotoninergic or other systems in the antinociceptive effect of AM404 in both normal
and diabetic states.

Subsequently, we evaluated the potential antinociceptive effect of increasing
doses of anandamide (AEA), one of most well known endocannabinoid (Rice et al.,
2002). AEA acts as mixed agonist for both CB1 and CB2 receptors (Bosier et al.,
2010; Potenzieri et al., 2009), with a slightly higher affinity for CB1 receptors
(Potenzieri et al., 2009) and can also bind to TRPV1 (Hong and Wiley, 2005). In the
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current study, pre-treatment with AEA (0.1 pg/paw) promoted antinociception during
first and second phase of formalin in both normoglycemic and diabetic rats (Figure 5,
panels A-D). However, the pre-treatmenlt with higher doses (0.3 and 1 pg/paw)
inhibited just the late phase of formalin-evoked flinches in normoglycemic but not in
diabetic rats (figure 3, panels B and D). A possible explanation for these results can
be a non specific binding of AEA on pro-nociceptive TRPV1 receptors present on
primary afferent nociceptors (Ross et al.,, 2001) since the diabetic state promote a

reduction of CB1 receptors expression (Zhang et al., 2007) and up regulation of

TRPV1 receptor 44 g (Hong and Wiley, 2005). When administered directly into the
rat paw, nanomolar doses of AEA were also able to evoke discharges in C fibers in a
TRPV1-dependent way. However, it seems that only doses of 10 ug/paw or higher
were sufficient to evoke nociceptive behaviors directly (Potenzieri et al., 2009).
Despite of that, the antinociceptive effect of AEA appears to be restricted to local
sites since previous study observed that [H3]-Iabeled AEA remained associated with
the injected paw after similar peripheral treatment (Calignano et al., 1998).

The antinociceptive effect of AEA seems to be mediated by CB1 and CB2
receptors activation since its effect was significantly prevented by AM251 and AM630
(Figure 6 and 7, respectively). The modulation of initial and late phase of formalin-
evoked flinch responses by AEA appear to be dependent of CB1 receptors while CB2
receptors seems to be important for the AEA antinociceptive effect on the late phase
of formalin-evoked flinch behavior. Early studies have already implicated a major role
of CB1 receptors, found mainly in neuronal tissues but also expressed in non
neuronal ones (Matsuda et al., 1990; for review see Pertwee, 2001) on the
nociceptive effect of AEA in neuropathic pain models (Bosier et al., 2010; Guindon
and Beaulieu, 2006). Despite of that, recent studies suggested that CB2 receptors
played also an important function in the antinociceptive effect of cannabinoid receptor
mixed agonists in models of neuropathic pain, suggesting a differential role of
endocannabinoid system depending on the sensory modality (Ahmed et al., 2010).
CB2 receptors are mainly expressed in cells of immune system as mast cells (Rice et
al., 2002), microglia (Nunez et al., 2004), in the gastrointestinal system and also in
neuronal tissues (Anand et al., 2009). So, it was expected that this type of
cannabinoid receptor was involved on the antinociceptive effect of cannabinoids in
the inflammatory processes (Rice et al., 2002), as second phase of formalin test

(Rosland et al., 1990). In addition, studies from literature have demonstrated the
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effectiveness of selective CB2 agonist, when given at intraplantar route, in reducing
the thermal hyperalgesia induced by carragenan (a model of inflammatory pain),
suggesting local activation of CB2 receptors (Malan et al., 2001; Quartilho et al.,
2003).

Afterward, the effect of peripheral pre-treatment with ACEA, a highly selective
CB1 receptor agonist, was investigated on chemical hiperalgesia induced by formalin
in normoglycemic and diabetic rats. ACEA is closely related to AEA (Ashton, 2008)
and has presented encouraging results for treatment of seizures (Van der Stelt and Di
Marzo, 2004), Alzheimer’s disease (Haghani et al., 2011) and pain (Mallet et al.,
2008), even when injected intraplantarlly (Potenzieri et al., 2009), due to well known
neuroprotective properties of cannabinoids (Haghani et al., 2011; Van der Stelt and Di
Marzo, 2004). When administered spinally, ACEA was able to selectively inhibit
discharges in C and Ad fibers in a CB1 receptor dependent mechanism, without
affecting proprioception (Kelly and Chapman, 2001). In this current study,
pretreatment with ACEA (30 or 100 pug/paw) promoted a potent antinociceptive effect
on first and second phases of formalin test on both normoglycemic and diabetic
groups (Fig. 8, panel C). As expected, in our study the antinociceptive effect of ACEA
was completely prevented by peripheral injection of CB1 receptor inverse agonist,
AM251 in both phases of formalin test in normoglycemic and diabetic rats (Figure 9,
panels A, B, C and D).

As current analgesic treatments for diabetic neuropathy are often considered
ineffective (Jensen et al., 2006), and cannabinoids have been pointed out as
emerging analgesic therapeutics (Lever and Rice, 2007) there is a growing interest in
using these compounds for relieving neuropathic pain (Hohmann and Suplita, 2006),
including neuropathic pain associated with diabetes. One important study
demonstrated that local administration of WIN 55,212-2 (a mixed agonist of CB1 and
CB2 receptors) in diabetic rats is able to reduce mechanical allodynia in these
animals, suggesting local administration of cannabinoids as option for treatment of
neuropathic pain in diabetic subjects (Ulugol et al., 2004). However, some studies
using diabetic neuropathy model (Toth et al., 2010) and spinal nerve ligation (Bridges
et al., 2001) showed that isolated administration of CB1 antagonist did not evoke
expected pronociceptive behaviors and there is not a consensus about
endocannabinoid tonus, existing different opinions among authors about basal
activation of this system (Bridges et al., 2001; Pertwee, 2001). In this field, there are
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interesting publications about beneficial effects of CB1 antagonism in diabetes-
associated disorders. For example, rimonabant has been clinically tested to prevent
the overweight associated with type Il diabetes and also to decrease HbAic in
diabetic patients (Scheen et al., 2006). In agreement with these findings, Comelli et
al. (2010) and Liu et al. (2010) both found many beneficial effects on CB1
antagonism by rimonabant treatment in diabetic animals, including a reduction on
TNFa levels in the spinal cord. Comelli and colleagues also described increased
NGF production and a TRPV1- dependent antinociception with repeated rimonabant
treatment, while the latter group found amelioration on blood flow and attenuation on
nerve fiber density lose in diabetic mice skin. However, diversity of results found after
CB1 antagonist administration could be explained by different methodologies used in
each study, i.e. treatment schedule and doses chosen. These discrepancies show
that despite growing knowledge on endocannabinoid system is still necessary further
information about their functioning during pathologic states, as diabetes and their
complications.

Additionally, the CB2 receptor agonism has been previously reported as an
alternative for inflammatory pain treatment (Malan et al., 2001), since the classical
CNS adverse effects of cannabinoids have been attributed to central CB1 receptors
activation. However, in animal models of neuropathic pain, studies using CB2
receptor agonists have reported controversial results. Thus, while many studies have
reported improvement in sensory alterations of pain (Toth et al., 2010), often
associated with its expression in the central nervous system (Jhaveri et al.,
2008;Yamamoto et al., 2008), others have exempted the participation of these
receptors in the antinociceptive effect of cannabinoids in neuropathic pain
(Brownjohn and Ashton, 2012).

Besides the beneficial effects of CB1 receptors agonist (ACEA) observed in the
current study, many authors have been proposed important role of this receptor in the
development of chronic dysfunctions associated with diabetes. Thus, it has been
established that CB1 receptor activation induces reactive oxygen species production,
facilitating local inflammatory processes (for review see: Horvath et al., 2012).
Decreasing of B cell mass could also be associated to misbalance between
endocannabinoids and insulin signalization on pancreas (Kim et al., 2011). While
insulin promotes a positive feedback increasing 8 cell mass proliferation (Paris et al.,

2003), it was indicated that activation of CB1 receptors in  cell promotes an inverse
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signal. In diabetic nephropathy, it has been described an elevated concentration of
CB1 receptors in renal tissue of diabetic rats, with increased albuminuria, as happens
to human patients. Additionally, it has been observed a higher expression of CB1
receptors in cardiomyocytes, increased of myocardial AEA levels, advanced glycation
end products accumulation and oxidative and nitrative stress in the cardiac muscle of
diabetic mice (Rajesh et al., 2012). In this way, pharmacological inhibition or genetic
disruption of CB1 receptors in diabetic mouse attenuated diabetes-induced cardiac
dysfunction, presenting a beneficial profile in this disease (Rajesh et al., 2012).
Finally, the CB1 receptor intracellular cascades activation, through MAPK and
consequently, reactive species production and local inflammation, has been
associated with diabetic retinopathy (El Remessy et al., 2011). This role was further
established with genetic disruption or CB1 receptor blockade with rimonabant, being
CB1 receptor inhibition benefic, avoiding vascular cell death, reducing local
inflammation and relieving oxidative retinal stress in this study (EI Remessy et al.,
2011).

In summary, our results outlined above suggest that cannabinoids could exert
antinociceptive effects in a model of painful diabetic neuropathy when administered
peripherally. In contrast to opioids, drugs that affect endocannabinoid system
(AM404, AEA and ACEA) showed a significant antinociceptive effect in diabetic
animals, which is therapeutically promising. In addition, our results allow us to
suggest that the antinociception observed in both phases of formalin test exerted
after local exogenous or endogenous anandamide depends on both CB1 and CB2
receptors activation, possible CB1 receptors expressed on primary afferent
nociceptors and CB2 receptors presented on inflammatory cells as mast cells.
Further studies are necessary to elucidate how endocannabinoids modulate the

nociceptive input peripherally.
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Figure legends

Figure 1. Flinching time course (Panel A) and sum of flinches counted per phase (first
phase-IP; quiescent period-QP; second phase-IIP; Panel B) after paw formalin (0.5%,
50 uL) injection in normoglycemic (left panels) and diabetic (right panels) rats. Data
are mean + SEM (n= 10/group). *p<0.05 (Student’s t test) in comparison with

normoglycemic rats.

Figure 2. Sum of flinches per phase after paw formalin (0.5%, 50 pL) in
normoglycemic (panels A and B) and diabetic rats (panels C and D) pre-treated
locally with AM404 (50, 75 and 150 pg/paw, in 50 pL). Data are mean + SEM (n= 6-
10/group. *p<0.05 (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post hoc

test) in comparison with vehicle-treated rats.

Figure 3. Effect of CB1 receptor inverse agonist AM251 (150 ug/paw, in 30 uL) on the
antinociceptive effect of AM404 (50 ug/paw, in 30 L) in normoglycemic (panels A
and B) and diabetic (panels C and D) groups submitted to the paw formalin (0.5%, 50
uL) injection. Data are mean £+ SEM (n= 5-10/group). *p<0.05 when compared with
vehicle-treated rats and #p<0.05 when compared to AEA-treated group, as

determined by One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post hoc test.

Figure 4. Effect of CB2 receptor antagonist AM630 (25 pg/paw, in 30 uL) on the
antinociceptive effect of AM404 (50 pg/paw, in 30 pL) in normoglycemic (panels A
and B) and diabetic (panles C and D) groups submitted to the paw formalin (0.5%, 50
ML) injection. Data are mean + SEM (n= 6-10/group). *p<0.05 when compared with
vehicle-treated rats and #p<0.05 when compared to AEA-treated group, as
determined by One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post hoc test.

Figure 5. Sum of flinches per phase after paw formalin (0.5%, 50 pL) in
normoglycemic (panels A and B) and diabetic rats (panels C and D) that were pre-
treated locally with anandamide (AEA; 0.03, 0.1, 0.3 and 1 ug/paw, in 50 pL). Data
are mean + SEM (n= 6-10/group). *p<0.05 was determined by One-way ANOVA
followed by Student-Newman-Keuls post hoc test in comparison with vehicle-treated

rats.
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Figure 6. Effect of CB1 receptor inverse agonist AM251 (150 pg/paw, in 30 pL) on the
antinociceptive effect of anandamide (AEA, 0.1 ug paw, in 30 pL) in normoglycemic
(panels A and B) and diabetic (panels C and D) groups submitted to the paw formalin
(0.5%, 50 pL) injection. Data are mean + SEM (n= 6-10/group). *p<0.05 when
compared with vehicle-treated rats and # p<0.05 when compared to AEA-treated
group, as determined by One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post

hoc test.

Figure 7. Effect of CB2 receptor antagonist AM630 (25 pg/paw, in 30 uL) on the
antinociceptive effect of anandamide (AEA, 0.1 ug paw, in 30 pL) in normoglycemic
(panels A and B) and diabetic (panels C and D) groups submitted to the paw formalin
(0.5%, 50 pL) injection. Data are mean + SEM (n= 6-10/group). *p<0.05 when
compared with vehicle-treated rats and #p<0.05 when compared to AEA-treated
group, as determined by One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post

hoc test.

Figure 8. Sum of flinches per phase after paw formalin (0.5%, 50 pL) in
normoglycemic (panels A and B) and diabetic rats (panels C and D) that were pre-
treated with ACEA (10, 30 and 100 ug/paw, in 50 uL). Data are mean + SEM (n= 7-
10/group. *p<0.05 (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post hoc

test) in comparison with vehicle-treated rats.

Figure 9. Effect of CB1 receptor inverse agonist AM251 (150 ug/paw, in 30 uL) on the
antinociceptive effect of ACEA (30 ug/paw, in in 30 uL) in normoglycemic and diabetic
groups submitted to the paw formalin (0.5%, 50 pL) injection. Data are mean £ SEM
(n=7-10/group). *p<0.05 when compared with vehicle-treated rats and #p<0.05 when
compared to ACEA-treated group, as determined by One-way ANOVA followed by

Student-Newman-Keuls post hoc test.
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HIGHLIGHTS

1)Diabetic rats present greater and more sustained response to chemical
hyperalgesia.

2)AEA in low dose promoted a long lasting antinociception on both groups.
3)Antinociceptive action of AEA was CB1 and CB2 mediated.

4)AM404 and ACEA also promoted a persistent antinociception.

5)Cannabinoids can act locally to reduce chemical hyperalgesia in diabetic rats.



CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos dados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

Animais diabéticos apresentam comportamentos nociceptivos exacerbados
quando comparados aos animais normoglicémicos em ambas as fases do teste da
formalina, caracterizando a presenca de hiperalgesia quimica;

A administragao ipsilateral com inibidor da recaptagdo de endocanabindides,
anandamida ou agonista seletivo de receptores CB1 inibiu os comportamentos
nociceptivos em ambas as fases do teste da formalina tanto em animais
normoglicémicos quanto diabéticos;

Os receptores canabindides do tipo CB1 parecem mediar os efeitos
antinociceptivos da anandamida e do ACEA em ambas as fases (neurogénica e
inflamatdéria) do teste da formalina em ambos o0s grupos experimentais
(normoglicémicos e diabéticos);

Nos animais diabéticos, os receptores canabindides do tipo CB2 parecem
mediar os efeitos do AM404 e da AEA somente na segunda fase (inflamatdria) do
teste da formalina;

Em animais normoglicémicos, o efeito antinociceptivo do AM404 sobre as
respostas nociceptivas induzidas pela formalina parece depender tanto de
receptores canabindides do tipo CB1 como de receptores ndao CB1/ndo CB2, como

os receptores de potencial transitorio, hipétese esta a ser testada.
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