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RESUMO

Estudos tém demonstrado que além de reduzir os niveis de colesterol através da
inibicdo da HMG-CoA redutase, as estatinas, como a sinvastina, apresentam efeitos
pleiotropicos tais como agbes anti-inflamatéria, imunomodulatéria e melhora da
disfuncéo endotelial. No entanto, em relagéo a neuropatias periféricas, estudos mostram
controvérsia sobre os efeitos neuroprotetores e de melhora da dor neuropatica, tanto
em doses elevadas quanto em doses baixas de sinvastatina. Além disso, relata-se que
doses elevadas da sinvastatina podem aumentar o risco de desenvolver neuropatia
periférica. Dessa maneira, 0 objetivo deste estudo foi investigar as evidéncias
conflitantes sobre os efeitos da sinvastatina, comparando uma dose baixa e uma dose
alta, em parametros sensoriais, motor e morfolégico em modelo de neuropatia periférica
induzida pelo esmagamento do nervo ciatico em ratos. Inicialmente, ratos Wistar
machos receberam por via oral veiculo (salina, 1 ml/kg), sinvastatina (2 ou 80 mg/kg) ou
morfina (2 mg/kg, s.c.), 1 h antes da injegéo intraplantar de 50 pul de solugéo de formalina
(2,5%) para avaliacdo de nocicepcao quimica e edema de pata. O modelo de neuropatia
periférica foi induzido pelo esmagamento de nervo ciatico (nenhum procedimento em
ratos falso operados) por 30 s. A avaliacdo da alodinia mecéanica (método Von Frey up-
down) e ao frio (teste da acetona), funcdo motora (indice funcional do ciatico e indice
estatico do ciatico), andlise histolégica bem como a determinacao de MPO e NAG e
resposta nociceptiva induzida pelo mevalonato foram avaliadas apés esmagamento do
nervo. Os animais foram tratados por via oral com veiculo, sinvastatina (2 ou 80 mg/kg)
ou gabapentina (30 mg/kg) durante 18 dias. O tratamento com sinvastatina (2 e 80
mg/kg) atenuou a fase inflamatéria induzida pela formalina, porém n&o diminuiu o edema
de pata. No modelo de neuropatia periférica, a alodinia mecéanica foi reduzida pela
menor dose de sinvastatina até o 12° dia apés a leséo, e por 18 dias pela gabapentina.
Entretanto, nenhum dos tratamentos (sinvastatina e gabapentina) diminuiram a alodinia
ao frio ou melhoraram a fungdo motora apoés a lesdo. Interessante, ambas as doses de
sinvastatina demonstraram efeito neuroprotetor apds a lesdo, superior ao tratamento
com gabapentina, preservando a bainha de mielina e o nimero de fibras mielinizadas.
Além disso, a sinvastatina diminuiu a infiltrag&o de neutréfilos no nervo ciatico e somente
a maior dose diminui a nocicep¢do induzida pelo mevalonato. Em conjunto, esses
resultados indicam que a sinvastatina apresenta efeitos antialodinico e anti-inflamatorio,
concomitante com a preservacdo da morfologia do nervo ciatico apés a lesdo. Além
disso, a menor e a maior dose parecem ter seus efeitos antinociceptivos dependente e

independente da via do mevalonato, respectivamente.

Palavras-chaves: sinvastatina, dor neuropatica, nervo ciatico, neuroprotecao.



ABSTRACT

Studies have shown that in addition to reducing cholesterol levels by inhibiting
HMG-CoA reductase inhibitors, statins, such as simvastin, have pleiotropic effects such
as anti-inflammatory, immunomodulatory and improvement in endothelial dysfunction.
However, in peripheral neuropathies, studies show controversy over the neuroprotective
effects and improvement of neuropathic pain, both in high doses and low doses of
simvastatin. In addition, it is reported that high doses of simvastatin can increase the risk
of developing peripheral neuropathy. Thus, this study aimed to investigate the conflicting
evidence about the effects of simvastatin, comparing a low and high dose, in sensory,
motor and morphological parameters in peripheral neuropathy model induced by sciatic
nerve crush in rats. Male Wistar rats were orally treated with vehicle (saline, 1 ml/kg),
simvastatin (2 and 80 mg/kg) or morphine (2 mg/kg, s.c.), 1 h before intraplantar injection
(50 pl) of 2.5% formalin solution to evaluate chemical nociception and paw edema. The
peripheral neuropathy model was induced by crushing the sciatic nerve using a non-
serrated clamp (no sciatic crush in animals sham) for 30 s. Mechanical (von Frey up-
down method) and cold allodynia (acetone test), motor function (measurement of sciatic
functional and sciatic static index), histological analysis as well as MPO and NAG
measurement and nociceptive response induced by mevalonate were evaluated after
nerve crush. Animals were orally treated with vehicle, simvastatin (2 and 80 mg/kg) or
gabapentin (30 mg/kg), during 18 days. Simvastatin treatment (2 and 80 mg/kg) reduced
the inflammatory phase induced by formalin, but failed to decrease the paw edema. In
the model of peripheral neuropathy, mechanical allodynia was reduced for the low dose
of simvastatin until 121" day after injury, and for 18 days by gabapentin. However, none
of the treatments (simvastatin and gabapentin) attenuated cold allodynia or improved the
motor function. Interestingly, both doses of simvastatin showed neuroprotective effect
after injury, superior to treatment with gabapentin, preserving the myelin sheath
thickness and number of myelinated fibers. Furthermore, simvastatin inhibited neutrophil
infiltration on sciatic nerve and only the higher dose diminished the nociception induced
by mevalonate. These results indicate that simvastatin treatment has antiallodynic and
anti-inflammatory effect concomitant with preservation of morphology of the sciatic nerve
after injury. Moreover, the lowest and the highest dose seem to have antinociceptive

effects dependent and independent of the mevalonate pathway, respectively.

Keywords: simvastatin, neuropathic pain, sciatic nerve, neuroprotection.



1. INTRODUCAO

1.1 DOR E TRANSMISSAO DA INFORMAGCAO NOCICEPTIVA

A dor é o grande sinalizador de alerta do organismo e tem essencial fungao
protetora, constituindo um fendmeno complexo que envolve dimensdes sensoriais,
emocionais e comportamentais. Segundo a Associacao Internacional sobre o Estudo de
Dor (IASP) a dor é definida como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
que € associada a uma lesao tecidual presente ou em potencial’ (LOESER & TREEDE,
2008). A dor é um dos principais sintomas clinicos que levam os pacientes a procurar
os centros de atendimento médico. Assim, a nocicepgdo exerce um importante papel
biol6gico, pois atua como um mecanismo de defesa para manter a integridade do
organismo. Por outro lado, as dores agudas e crdnicas também promovem sofrimento,
mudancas no humor, incapacidade de realizacao das tarefas diarias, comprometendo
seriamente a qualidade de vida dos pacientes (RAOUF et al., 2010).

As regifes da cabeca e do corpo sdo inervadas por neurbnios sensoriais cujos
corpos celulares encontram-se nos ganglios trigeminais e nos ganglios da raiz dorsal
(GRD), respectivamente, enquanto que as proje¢fes dentriticas encontram-se na
periferia. Ambas as estruturas sdo agrupamentos de corpos celulares de neurdnios,
responsaveis por conduzir a informagéo gerada na periferia para o nucleo trigeminal
caudal ou para o corno dorsal da medula espinhal, respectivamente (SESSLE, 2011).
Essas estruturas, também chamadas de fibras nervosas aferentes primarias sao
responsaveis pela transmissdo de estimulos nociceptivos (nociceptores) ou de
estimulos ndo nocivos (mecanorreceptores de baixo limiar) até o sistema nervoso
central (SNC). As fibras aferentes podem ser divididas em quatro subtipos diferentes e
sao classificadas com base na sua velocidade de conducao (Fibras Aa e AR>10 m/s;
fibras Ad 1-10 m/s, fibras C 1 m/s); didametro e mielinizacao: fibras de pequeno diametro
e nao mielinizadas (C) e médio a largo diametro mielinizadas (A0 e Aa, AB,
respectivamente); e resposta a estimulos. As fibras Ad e C (nociceptores) incluem
nociceptores térmicos, que sdo ativados em temperaturas acima de 45°C (fibras C) ou
abaixo de 5°C (fibras Ad); nociceptores mecanicos de alto limiar, que transmitem
exclusivamente informacfes indicando uma forca lesiva sobre a pele (fiboras Ad e
algumas fibras AB) e nociceptores polimodais que sao ativados por estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos (fibras C). E as fibras Aa e AB transmitem estimulos

nao nocivos, como por ex. uma brisa sobre a pele ou o toque, e sdo chamadas de



mecanorreceptores de baixo limiar (LEWIN & MOSHOURAB, 2004; SCHULMAN &
STRICHARTZ, 2009). Adicionalmente, as fibras C podem ainda ser divididas em dois
subtipos: peptidérgicas e ndo peptidérgicas. A subpopulacao de fibras peptidérgicas é
definida pela presenca de um ou ambos neuropeptideos, substancia P e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), enquanto que as fibras ndo peptidérgicas
sao isolectina B4 positivas (GOLD & GEBHART, 2010).

Os terminais periféricos respondem a diferentes estimulos nocivos (térmicos,
mecanicos ou quimicos), através de diferentes receptores. Dentre esses receptores
incluem-se os TRPs (receptor de potencial transitorio), canais ibnicos sensiveis a acido
(ASICs), receptor de serotonina (5-HT), receptores de adenosina trifosfato (ATP) P2X,
receptor de tirosina quinase (TRKA), e numerosos receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) que indiretamente ativam canais idnicos (RAOUF et al., 2010). Atualmente,
muitos genes de TRP tem sido identificados e a maioria sdo canais de cations nao
seletivos. Muitos TRP sdo expressos no sistema nervoso, particularmente na periferia
dos nociceptores, e sdo sensiveis na detec¢do de estimulos quimicos, térmicos (frio e
calor) e mecanicos. O receptor de potencial transitério vanildide 1, TRPV1, pode ser
ativado por capsaicina (principio ativo das pimentas do género Capsicium), altas
temperaturas (>43°C), prétons e endocanabindides (FERNANDES et al., 2012; WANG
& WOOLF, 2005). Além disso, o receptor TRPV1 também pode ser sensibilizado por
mediadores inflamatérios, incluindo prostaglandinas (PGs), bradicinina (BK) e fator de
crescimento neural (NGF) aos quais culminam na ativacao de proteinas quinases (PK).
Além dos receptores TRPV1, também sao termorreceptores os receptores TRPV2,
TRPV3 e TRPVA4. Os receptores TRPM8 (receptor de potencial transitério melastatina
8) sdo descritos por serem ativados pelo mentol, que produz uma sensacdo de
resfriamento. Ja os receptores TRPAL (receptor de potencial transitério anquirina 1),
sdao importantes na resposta ao frio, sendo identificado quando ativado em temperaturas
mais baixas (<18°C), além de ser ativado por compostos como o 6leo de mostarda,
cinamaldeido e wasabi (tempero picante proveniente da planta Wasabia japonica usado
na comida japonesa) (WANG & WOOLF, 2005). Em relagéo aos estimulos mecénicos,
de maneira geral, também sao detectados por receptores TRPAL além dos receptores
TRPV3, TRPV4 e ASIC3 (FERNANDES et al., 2012; GOLD & GEBHART, 2010)

A ativacdo de um ou mais receptores nos terminais periféricos desencadeia uma
série de eventos para permitir a transmissao do estimulo nociceptivo até o SNC. Quando
um limiar de despolarizagéo € alcangado nessas fibras, os canais de sodio dependente
de voltagem sé&o ativados, gerando um influxo de sddio para o interior da membrana,
culminando em um potencial de ag&o. Entretanto, quando o canal de potassio abre, 0

efluxo deste ion age repolarizando a membrana, restabelecendo o equilibrio dessa fibra.



Esse processo é repetido até a propagacdo do potencial de acdo ao longo do axénio,
chegando até os terminais pré-sinapticos, localizados na medula espinhal. Nesses
terminais, o influxo de célcio pelos VGCC (canais de calcio dependente de voltagem),
leva a liberagéo de neurotransmissores como o glutamato, que faz sinapse com a fibra
de segunda ordem (também denominada de fibra aferente secundéria) através de
ativacao de receptores ionotropicos AMPA (&cido propiénico a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol), receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) e receptor metabotropico do
glutamato (mGIuR) (Fig. 1). Ocorrendo a sinapse, o estimulo nociceptivo é transmitido
pelo neurbnio de segunda ordem através de vias ascendentes até regides especificas

no cérebro onde o estimulo nociceptivo sera codificado (RAOUF et al., 2010).
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FIGURA 1: Representacdo esquematica da ativacdo do nociceptor. Receptores
periféricos respondem a diferentes estimulos (i) gerando um potencial de agéo e
transmisséo do potencial ao longo da fibra (ii). Na medula, ocorre a liberagdo de
neurotransmissores, fazendo sinapses com o neurbnio de segunda ordem (iv). (Figura
modificada) (RAOUF et al., 2010).

A sinapse com o neurdnio de segunda ordem ocorre na superficie do corno
dorsal da medula espinhal, que é considerada uma unidade importante que realiza o
processamento da informacao sensorial, sendo dividida em laminas (I — VI) (PETKO &
ANTAL, 2012; SUZUKI & DICKENSON, 2005). A lamina | na medula espinhal

desempenha um papel chave na modulagéo da transmisséo da informacgé&o nociceptiva



(SUZUKI & DICKENSON, 2005). As fibras C se conectam em laminas superficiais na
medula espinhal (ldminas | e Il), enquanto que as fibras AB se conectam nas laminas
mais profundas (principalmente laminas Ill e IV), e as fibras Ad se conectam tanto em
lamina superficial quanto em lamina mais profunda (laminas | e V) (DUBIN &
PATAPOUTIAN, 2010). A partir da sinapse nessas laminas 0s neurdnios se projetam
através de vias ascendentes para regibes do cérebro para transmitir o impulso
nociceptivo. As vias ascendentes sdo estruturas neuronais especificas que ascendem
para regides especificas do cérebro, passando por multiplas &reas supraespinhais, que
irdo fazer a percepcéo e a localizagéo da sensacao dolorosa. Entre as vias classicas de
transmissdo destaca-se: o trato espinotalamico que termina no nucleo ventrobasal do
tdlamo e projeta-se para o cortex, sendo uma estrutura relacionada com discriminacao
e motivagdo da sensacdo dolorosa além da percepcdo afetiva da dor; e o trato
espinoparabraquial que termina no ndcleo parabraquial conectando-se com o
hipotalamo e amigdala, e estd relacionado com componentes motivacionais e
afetivos/aversivos da dor (MILLAN, 1999; SUZUKI & DICKENSON, 2005).

Quando ocorre lesdo nos tecidos periféricos, esta pode estar associada com a
liberacdo de mediadores quimicos de células teciduais como mastocitos, macrofagos,
neutrofilos, células do sistema imune e as proprias células lesadas. Com a migracao
dessas células, ha liberagdo de mediadores quimicos no local da lesdo, como a 5-HT,
histamina, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), bradicinina (BK), PGs, interleucinas
(ILs), adenosina, ATP entre outros. Muitos desses mediadores ligam-se em seus
respectivos receptores presentes nos nociceptores resultando em aumento da
excitabilidade do nociceptor, ocasionando a dor inflamatéria (BASBAUM et al., 2009;
SESSLE, 2011) (Fig. 2). Nessas condi¢des a dor pode surgir por estimulos ndo nocivos
(p. ex. toque) ou até espontaneamente sem qualquer estimulo. A dor inflamatoria
também é considerada adaptativa e protetora, por aumentar a sensibilidade sensorial,
ajudando na cura do local envolvido na leséo, criando uma situacao que desestimula o
contato fisico e movimento (WOOLF, 2010).
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FIGURA 2: Mediadores periféricos envolvidos na sensibilizagdo do nociceptor apés
inflamag&o. Os mediadores periféricos séo liberados de células incluindo mastdcitos,
basdfilos, plaquetas, macréfagos, neutrofilos, células endoteliais, queratinécitos e
fibroblastos. Esta "sopa inflamatéria™ inclui moléculas de sinalizagdo de 5-HT, histamina,
glutamato, ATP, adenosina, substancia P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), BK, PGs, NGF, TNF-q, interleucina 1-3 (IL-1B), proteases extracelulares e
protons. Estes fatores atuam diretamente sobre o nociceptor através da ligacdo a um ou
mais receptores, incluindo GPCR, os canais TRP, os ASICs, canais de potassio de dois
poros (K2P) e receptor de tirosina quinases (RTK), como representado no terminal
periférica do nociceptor. (Figura modificada) (BASBAUM et al., 2009).

Como processo adaptativo do organismo em condi¢cdes dolorosas, existem
mecanismos enddgenos que modulam a transmissdo da dor. Uma dessas modulagdes
ocorrem através da via descendente inibitdria e envolve diversas regides do SNC, como
hipotalamo, amigdala, cortex cingulado anterior rostral (rACC) e substancia cinzenta
periaquedutal (PAG) que liberam substancias na medula espinhal, como endorfinas, 5-
HT, noradrenalina e acetilcolina que se ligam a receptores especificos e modulam a
transmissdo da informacdo nociceptiva até o cérebro (OSSIPOV et al., 2010). Sob
condi¢cdes normais, existe um equilibrio entre inibicdo e facilitacdo de transmisséo

sinptica da dor no sistema nervoso. Em pessoas com lesdo no sistema nervoso ha um



desequilibrio entre a excitacéo e inibicdo desta transmissédo ao cérebro (FINNERUP et
al., 2007). Quando isso ocorre, a dor perde o carater protetor, ocasionando dores
cronicas devido muitas vezes, a plasticidade neuronal de doengas persistentes (ex.

neuropatias e cancer) mantendo o quadro doloroso.

1.2 DOR NEUROPATICA E ALTERACOES FISIOPATOLOGICAS

Mais de um século atrds, reconheceu-se que uma série de disturbios
neuroldgicos sdo caracterizados por dor na area afetada por essas doencgas. Desde
entdo, tem se observado que a dor e outros sintomas neurolégicos sdo devidos a
doencas ou lesao no sistema nervoso periférico ou central, o que conduziu a designacéo
de dor neuropética (BACKONJA, 2003).

Em condi¢cbes patolégicas, a dor pode tornar-se persistente, podendo durar
meses ou até anos, resultante de um estado de mé adaptacdo do organismo, devido a
diversas alteracdes fisiopatoldgicas e emocionais, levando a situacdes altamente
angustiantes para o0s pacientes (LE BARS et al, 2001). Essas alteragdes
fisiopatolégicas desencadeiam a dor neuropatica, que pode estar presente em dores
agudas, mas principalmente dentro das dores de origem cronica. Segundo estimativas,
cerca de 20% a 30% dos pacientes que apresentam dores crdnicas tem dor neuropatica
(BOUHASSIRA et al., 2008). Essa patologia é definida pela IASP como uma “dor que
surge como consequéncia direta de uma lesdo ou doenga que acometem o sistema
somatosensorial” (LOESER & TREEDE, 2008).

A defini¢cdo de dor neuropatica em 1994 resultou em grande debate na literatura,
por ser demasiadamente ampla, e por ndo contemplar o sistema somatosensorial como
afetado em condi¢cbes de neuropatia (LOESER & TREEDE, 2008; MAX, 2002). Isso
levou pesquisadores a desenvolverem uma nova definicdo sobre essa patologia em
2008. A referéncia para o sistema somatosensorial na nova definicéo foi derivada a partir
de uma vasta gama de condic6es de dor neuropatica que vdo desde neuropatias
periféricas até a dor central pos acidente vascular cerebral (AVC) (LOESER & TREEDE,
2008; TREEDE et al., 2008). Desde entdo, a quantidade de informacao e pesquisa sobre
0s mecanismos envolvidos na dor neuropatica, em estudos pré-clinicos e clinicos, tem
crescido vastamente a fim de obter uma terapia mais eficaz para o tratamento da dor
(BACKONJA, 2003).



A dor neuropatica estad relacionada a mudancas deletérias nos neurbnios
nociceptivos e mecanorreceptores de baixo limiar, afetando o sistema somatosensorial
(BARON, 2009). E considerada uma condicdo mal adaptativa, visto que diminui
extensivamente a qualidade de vida dos pacientes (WOOLF, 2010). Dentre os principais
fatores que podem lesionar o sistema nervoso e resultar em dor neuropética estao:
compressao do nervo (por ex. traumas, sindrome dolorosa complexa regional, neuralgia
do trigémio), doengas metabdlicas (diabetes), infec¢des virais (herpes zoster, sindrome
da imunodeficiéncia adquirida - AIDS), neurotoxicidade pelo uso cronico de drogas
(etanol, vincristina, taxol), doengas auto-imunes (esclerose multipla) e cancer (BARON,
2006; BOUHASSIRA et al., 2008; MENDELL & SAHENK, 2003). Os pacientes com dor
neuropatica demonstram sintomas sensoriais distintos que podem coexistir em
diferentes combinacdes (BARON, 2006). A dor neuropatica é descrita por pacientes com
essa patologia como dores espontdneas em queimagéo, pontadas, formigamento ou
choque elétrico (FINNERUP et al., 2007). O exame sensorial deve incluir testes de
toque, picada de agulha, presséao, frio, calor, vibragéo e avaliacdo da atividade neuronal.
As respostas podem ser classificadas em normal, diminuida ou aumentada para
determinar se fenbmenos sensoriais estdo envolvidos (BARON, 2006).

Apesar das diferentes etiologias, todos esses fatores que podem desencadear a
dor neuropatica tem a mesma caracteristica de afetar as vias nociceptivas. Nessas
condicbes a dor pode se caracterizar como dor espontanea (a qual independe de
estimulos sensoriais), hiperalgesia (aumento da dor a estimulos nocivos) e alodinia
(estimulos ndo nocivos tornam-se dolorosos) (LOESER & TREEDE, 2008). O termo
alodinia s6 é usado quando é conhecido que o estimulo teste ndo é capaz de ativar
nociceptores. Em contrapartida, o termo hiperalgesia é usado para todos os tipos de
aumento de sensibilidade de dor, e pode incluir-se nessa terminologia tanto a reducdo
do limiar do nociceptor quanto o aumento na resposta supra limiar (LOESER &
TREEDE, 2008).

Nos quadros de lesdo traumatica, algumas alteracbes ocorrem no SNC e
periférico, desencadeando a dor neuropética. Essas alteracdes sdo conhecidas como
alteracdes neuroplasticas. A neuroplasticidade resulta de uma cascata de eventos ao
longo de neurdnios nociceptivos e mecanorreceptores de baixo limiar (Fig. 3). Todos
esses eventos contribuem em aumentar o input excitatério de dor até o cérebro,
causando dor exagerada em pacientes com essa patologia, por aumento da
excitabilidade (hiperexcitabilidade) (BARON, 2009; MAIHOFNER et al., 2010).
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FIGURA 3: Alteracdes neuroplasticas associadas aos quadros de neuropatia por leséo
traumatica. Apos a lesé@o do nervo periférico essas alteracfes se iniciam com aumento
da expressao dos canais de sOdio na periferia, causando descargas ectdpicas e
aumentando a geracao de impulsos nervosos (1). Essas mundagas alcancam o SNC, e
no GRD os axénios simpaticos brotam ao redor de corpos celulares (2). Chegando na
medula espinhal, os neurbnios nociceptivos se projetam para interneurénios espinhais
excitatérios, aumentando a excitacdo do interneurdnio por liberacdo de substancia P,
CGRP e glutamato (3). As fibras A também sofrem alteracBes neuroplasticas: ocorrem
brotamento dessas fibras em direcdo aos interneurdnios excitérios em laminas
superficiais da medula espinhal, fazendo com que a fibra AR passe a transmitir estimulos
nociceptivos (4). Os neurbnios de segunda ordem na medula espinhal, que normalmente
sdo ativados por glutamato através de receptores ionotropicos AMPA, também sado
induzidos a disparar espontaneamente através da ativagdo do receptor NMDA, ativado
pelo interneurénio excitatorio (5). Além disso, a excitacdo do neurdnio de segunda
ordem leva a um aumento do célcio intracelular e ativagdo de PK que fosforilam
proteinas intracelulares, tais como os receptores NMDA, aumentando o nimero desses
receptores promovendo maior ativacdo do neurbnio (6). Ademais, também ocorre
inibicdo de interneurdnios inibitérios, como por exemplo interneurdnios GABAEérgicos,

gue em condi¢des normais funcionam inibindo a excitabilidade do neurénio de segunda



ordem por meio de infra-regulagdo de receptores GABA (acido y-aminobutirico),
resultando na inibi¢cdo da diminuicao da corrente pds-sinaptica (7). Todos esses eventos
contribuem em aumentar o input excitatorio até o cérebro (8). Receptores AMPA,
triangulo laranja; receptores NMDA, triangulo verde; receptores GABA, circulo rosa.
(Figura modificada) (MENDELL & SAHENK, 2003).

Frequentemente, lesbes em nervos periféricos levam a formacdo de uma
estrutura denominada neuroma. Essa estrutura também promove mudancas na
excitabilidade ocasionando hipersensibilidade (LIU et al., 2001). Além disso, lesdes em
fiboras nervosas no sistema nervoso periférico podem resultar em degeneracéo
Walleriana, uma resposta inflamatéria relacionada com a degeneracdo axonal
(VARGAS & BARRES, 2007) (Fig. 4). Além dos macréfagos ativados que infiltram no
nervo e GRD, o0 aumento da permeabilidade vascular permite que outras células
também infiltrem no local da lesdo e participem da resposta inflamatéria na dor
neuropética, como neutréfilos, mastocitos, plaquetas e células do sistema imune.
Também ja foi observado niveis aumentados das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-
acetilglucosaminidase (NAG) no local da lesao, indicando a infiltracao de neutroéfilos e
macroéfagos ativados, respectivamente (CAMARA et al., 2013; SILVA et al., 2013). Da
mesma forma como descrito na dor inflamatéria ocasionada por lesdo tecidual, essas
células liberam mediadores inflamatérios (TNF-a, BK, NGF e ILs) que irdo sensibilizar
fibras nociceptivas lesionadas e intactas no local da leséo, contribuindo para o processo
inflamatério local e para o aumento da sensacdo dolorosa em pacientes com dor
neuropatica (BARON, 2006; FINNERUP et al., 2007).
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FIGURA 4: Degeneracédo Walleriana. Apos a leséo ocorre degeneracao axonal, seguida
de degeneracdo axonal distal ao local da lesdo, aumento da permeabilidade tecidual,
rompimento da bainha de mielina, influxo de macréfagos, remocdo dos detritos de
mielina pelos macréfagos e aumento das células de Schwann, responsaveis pela
mielinizacdo do nervo, através da secrecao de NGF, regenerando completamente o
axonio (VARGAS & BARRES, 2007). (Figura modificada) (STUDYBLUE, 2014).

Algumas neuropatias periféricas de origem traumatica, como esmagamento,
compressao, estiramento, avulsdo e secgdo parcial ou total de nervo, também afetam
outros tecidos. Estas lesdes resultam na parada da transmissao de impulsos nervosos
aos tecidos adjacentes (devido a degeneracgdo axonal) e, por conseguinte, na perda ou
diminuicdo da sensibilidade e motricidade no territério inervado, resultando em
diminuicdo da fungdo motora (MARTINS, 2009; PELLEGRINO & FRANZINI, 1963).
Muitos pacientes que possuem a sindrome complexa regional, que esta relacionada a
compressao de nervos poOs cirurgias, traumas e fraturas, também apresentam
diminuicdo da funcéo motora, sendo principalmente caracterizado por fraqueza motora
(MAIHOFNER et al., 2010).

A maioria dos modelos de lesdo de nervo periférico em roedores utilizam como
alvo o nervo ciatico (denominacéo popular) ou isquiatico (denominacédo anatdomica), pelo
facil acesso anatdmico bem como pela facilidade na avaliacéo, visto que os testes sédo

realizados na pata traseira do animal, em livre deambulacdo (BARROT, 2012). A leséo
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de nervo ciatico tem sido utilizada por mais de um século para investigar o processo de
danos nos nervos, para avaliar a capacidade absoluta e relativa dos sistemas nervoso
periférico e central pds axotomia, e para compreender o desenvolvimento da dor crdnica
em Varios estados patolégicos (SAVASTANO et al., 2014). Sabe-se que o nervo ciatico
€ um nervo misto que contem axénios motores sensoriais, somaticos e autonémicos
(SCHMALBRUCH, 1986), permitindo uma avaliacdo mais ampla dos processos
dolorosos envolvidos em lesdes ou doengas no SNC. Além disso, esse modelo de lesdo
procura mimetizar condicbes humanas da sindrome dolorosa complexa regional
periférica que € associada a traumas, cirurgias e fraturas (SAVASTANO et al., 2014).
Tem sido demonstrado que este modelo induz dor neuropética de longa duracgéo (14 a
28 dias) em roedores, que é atribuida a mudancas na excitabilidade neuronal assim
como no envolvimento de componentes inflamatorios, culminando em alodinia mecanica
e alodinia ao frio e déficit da fungdo motora em ratos (MARTINS et al., 2011; PAN et al.,
2010; VAREJAO et al., 2004).

Estudos tem demonstrado que a sensibilidade anormal a dor altera a funcdo da
rede neuronal no corno da medula espinhal, e que as células gliais espinhais agem
como um intermediario entre a leséo e a plasticidade neuronal a longo prazo, levando a
amplificacdo da dor. As células gliais, como microglia, astrécitos e oligodendrécitos, sdo
responsaveis pelo suporte neuronal e constituem cerca de 70% da populagéo de células
no SNC (SANDKUHLER, 2009). As células gliais podem ser ativadas por
neurotransmissores, como aminoacidos excitatorios e substancia P, ATP, éxido nitrico
(NO), PGs e BK. Apos a ativagdo da micréglia, esta produz e libera citocinas, PGs,
leucotrienos, NO, glutamato, enzimas proteoliticas e intermediarios reativos de oxigénio
que, por sua vez, causam um aumento na excitabilidade neuronal resultando em
hiperalgesia (SANDKUHLER, 2009). Entretanto, a inadequada resposta da micréglia
pode contribui em atrasar o processo de degeneracdo Walleriana no SNC. A micrdglia
apos ser ativada pode hipertrofiar e migrar sem se desenvolver totalmente em célula
fagocitica. A microglia também é chamada de “macréfago do SNC” e nos processos de
degeneracdo Walleriana no SNC tem um papel importante na fagocitose de restos de
mielina, facilitando o processo (VARGAS & BARRES, 2007).



12

1.2.1 Tratamento farmacolégico da dor neuropética

Devido a complexidade das alteracdes fisiopatoldégicas envolvidas na dor
neuropatica, a busca por um agente terapéutico eficaz no controle dessa patologia
constitui um grande desafio para a comunidade médico-cientifica. A primeira linha de
tratamento empregado nos processos dolorosos  neuropdticos  incluem
anticonvulsivantes (inibidores da subunidade «20 de canais de calcio, p.ex.
gabapentina, e inibidores dos canais de sédio, p.ex. carbamazepina), antidepressivos
(triciclicos, p.ex. imipramina, e inibidores da receptacdo de noradrenalina e serotonina,
p.ex. venlafaxina) e adesivos topicos de lidocaina a 5% (KUKKAR et al., 2013). Outras
opcdes para o tratamento dessas condi¢des, porém apenas como terapia coadjuvante,
sdo opidides ou anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) (SAKATA, 2008;
SZCZUDLIK et al., 2014). A gabapentina, de maneira geral, vem sendo amplamente
utilizada para o tratamento de diferentes dores neuropaticas, pois o seu blogueio da
subunidade dos canais de calcio 0281 causa diminuicdo da entrada de calcio nas
terminacdes nervosas e assim regula a liberagdo de neurotransmissores no corno dorsal
da medula (MEHTA et al., 2014). Além disso, a ligacdo na subunidade o251 também
leva a diminui¢cdo da expresséo de canais de célcio nos neurbénios do corno dorsal da
medula, diminuindo as descargas ectopicas (KUKKAR et al., 2013).

De maneira geral, a terapia farmacolégica atual de doencas subjacentes para
quadros de neuropatias dolorosas ndo protege ou restaura 0 nervo, mas sim
proporcionam apenas alivio dos sintomas (FINNERUP et al., 2013). Entretanto, o efeito
terapéutico desses farmacos é limitado devido a varios efeitos adversos e por muitas
vezes ndo diminuir suficientemente a sensacdo dolorosa dos pacientes. Tem sido
documentado que a gabapentina, apesar de ter um perfil de seguranca favoravel, tem
uma variabilidade farmacocinética nao linear que torna dificil prever a dose adequada
OuU quais 0s pacientes sdo susceptiveis a atingir uma resposta clinica significativa
(KUKKAR et al., 2013; SABATOWSKI et al., 2004). Além disso, o uso de
anticonvulsivantes também esta associado ao aparecimento de tonturas, sonoléncia,
ganho de peso e edema periférico (MEHTA et al.,, 2014; STAHL et al., 2013). Os
antidepressivos triciclicos de forma geral também podem gerar ganho de peso, além de
efeitos anticolinérgicos, hipotensdo ortostética, efeitos cardiovasculares, podendo até
ser letal em altas doses (BRIX FINNERUP et al., 2013; SANSONE & SANSONE, 2008).
Os AINES e os opidides, apesar de serem utilizados apenas como coadjuvantes na
terapéutica da dor neuropética, também causam efeitos colaterais. O uso de AINES esta

associado ao aparecimento de Ulceras estomacais e da reducéo da funcao plaquetaria,
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enquanto que os opidides promovem constipacdo intestinal, depressao respiratoria,
dependéncia, nauseas e vomitos (SAKATA, 2008).

De maneira geral, 0o emprego do arsenal terapéutico disponivel raramente resulta
no controle eficaz e seguro da dor, uma vez que muitos pacientes continuam refratérios
aos tratamentos, seja pela persisténcia das crises ou por efeitos colaterais intoleraveis.
Diante deste contexto, novos farmacos para o tratamento das dores crbnicas sao
urgentemente necessarios, e tem se tornado um desafio para pesquisadores, uma vez
que a dor crbnica esta principalmente associada com alteracdes adaptativas, tais como
a neuroplasticidade em varios niveis do sistema nervoso (MAIHOFNER et al., 2010).

1.3 ESTATINAS

As estatinas sdo uma classe drogas utilizadas como hipocolesterolémicos,
inibindo a sintese de colesterol através da inibicdo da hidroximetilglutaril-coenzima A
(HMG-CoA) redutase, enzima passo limitante na via de biossintese do colesterol,
também chamada de via do mevalonato (SCHACHTER, 2005). Além disso, as estatinas
aumentam os receptores de LDL (lipoproteina de baixa densidade) na membrana do
figado, passando a remover mais VLDL (lipoproteina de baixissima densidade) e LDL
circulante, diminuindo a concentracdo plasmatica de LDL colesterol (SIRTORI, 2014).
As estatinas tem efeitos benéficos em outros parametros lipidicos, incluindo o aumento
das concentracbes de HDL (lipoproteina de alta densidade) e diminuicdo das
concentracdes de triglicerideos (MARON et al., 2000).

As estatinas tem ganhado grande importancia terapéutica devido a seus efeitos
pleiotrépicos, ou seja, efeitos que vao além do seu efeito principal (hipocolesterolémico).
Dentre esses efeitos destacam-se: propriedades anti-inflamatéria, imunomoduladora,
antitrombogénica e de melhora da disfuncdo endotelial (PATHAK et al., 2013; SHI et al.,
2011; WU et al.,, 2008). Além disso, muitos estudos clinicos de larga escala
demonstraram que as estatinas também tem efeitos benéficos cardiovasculares,
reduzindo significativamente a morbidade e a mortalidade de pacientes através da
diminuicdo dos niveis de lipoproteinas aterogénicas, incluindo a inibicdo da
apoliproteina B100 (SCHACHTER, 2005).

Os humanos e as células animais podem obter o colesterol por dois mecanismos
gue ocorrem no figado. O primeiro mecanismo € a sintese de colesterol chamada de

sintese de novo, na via do mevalonato, sendo a enzima HMG-CoA redutase
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extremamente importante nessa biossintese (GOLDSTEIN & BROWN, 1984). A
producao de colesterol, por sua vez, também € importante na producao de lipoproteinas,
vitamina D, acidos biliares e horménios esterdides, além de ser importante na
composi¢cdo de membranas lipidicas das células e dos neurbnios (bainha de mielina),
funcionando como membrana protetora das células (CHRISTIANS et al., 1998;
DIETSCHY & WILSON, 1970a, 1970b, 1970c). Um segundo modo de obter colesterol é
pela endocitose de receptores de LDL de colesterol proveniente da dieta. Uma vez que
o colesterol ndo é sollvel em 4gua, a molécula lipidica sofre endocitose mediada por
receptores LDL na glandula adrenal e no figado (GOLDSTEIN & BROWN, 1984).

O mevalonato, produzido através da reagdo de trés moléculas da Coenzima A,
além de produzir o colesterol também produz inidmeros compostos intermediarios como
isopentenil pirofosfato (isopentenil-PP), dimetilalil pirofosfato (dimetilalil-PP), geranil
pirofosfato (geranil-PP), farnesil pirofosfato (farnesil-PP) e geranilgeranil pirofosfato
(GG-PP) (Fig. 5). O farnesil-PP e 0 GG-PP por sua vez, sdo extremamente importantes
em varias modificagfes pos-transducionais de proteinas intracelulares através da Rho
GTPase (guanosina trifosfato hidrolase), e da familia da Rac, Ras, Rho, e que promove
interagdo proteina-proteina e tem diversas agfes celulares como apoptose, crescimento
e diferenciacdo celular, expressdo génica, transportes nuclear, proteico e lipidico e
influencia diversas vias de sinalizacdo inflamatoria (CASEY & SEABRA, 1996). A
inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, por sua vez, resulta na diminuicdo da producéo
desses compostos, resultando, consequentemente, em diminuigdo de isoprenilacdo das

GTPases, afetando algumas funcdes celulares (BHALLA et al., 2014).
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FIGURA 5: Biossintese do colesterol = via do mevalonato. (Figura modificada)
(THURNHER et al., 2012).

As estatinas comecaram a ser estudadas no Japao no inicio da década de 70
por Akyra Endo. A primeira estatina descrita foi nomeada compactina, um metabdlito

isolado do fungo Penicilium citrinum que mostrou potente atividade em inibir a sintese
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de colesterol in vitro e in vivo, com estrutura semelhante a HMG-CoA (substrato da
HMG-CoA redutase). Na mesma década, o laboratério farmacéutico Merck, interessado
na descoberta dos inibidores da HMG-CoA redutase, isolou uma estrutura do fungo
Aspergillus terreus, mais tarde chamada de lovastatina, que mostrou excelentes
resultados in vitro reduzindo os niveis de LDL circulante. ApGs diversos testes clinicos
gue evidenciaram a diminuicdo do colesterol em pacientes com hipercolesterolemia, e
com poucos efeitos adversos, a lovastatina foi aprovada pela agéncia regulamentadora
de farmacos e alimentos dos EUA, o FDA (Food and Drug Administration) sendo a
primeira estatina comercializada em Setembro de 1987. Desde entdo, 6 estatinas,
incluindo 2 estruturas semi-sintéticas (sinvastatina e pravastatina) e 4 estruturas
sintéticas (fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina) foram introduzidas
no mercado (ENDO, 2010).

A atorvastatina, fluvastatina, lovastatina e sinvastatina sao compostos
relativamente lipofilicos devido a suas estruturas moleculares, enquanto que a
pravastatina e a rosuvastatina sao mais hidrofilicas. A maioria das estatinas comerciais
estdo na forma de hidroxi &cidos ativos, com excecdo da lovastatina e da sinvastatina
que sao pré drogas na forma de lactonas. Todas as estatinas sdo absorvidas
rapidamente apos administracéo, atingindo um pico plasmético de concentragdo em 4
h (SCHACHTER, 2005). A maioria das estatinas (com excecdo da pravastatina e
parcialmente da rosuvastatina) sofrem metabolismo de primeira passagem e a
biodisponibilidade sistémica cai para 5-30% da dose administrada (SIRTORI, 2014). As
estatinas sdo predominantemente metabolizadas pela familia de enzimas citocromo
P450, e a principal via de eliminacao € pela bile apdés o metabolismo hepatico
(SCHACHTER, 2005).

Recentemente, uma série de estudos experimentais pré clinicos vem indicando
valor terapéutico das estatinas em relagdo ao tratamento de diferentes disturbios
neurodegenerativos e em diferentes modelos de dor neuropéatica por lesdo traumatica e
metabdlica (associada ao diabetes), mostrando um potencial efeito antinociceptivo,
diminuindo hiperalgesia térmica e mecanica, além de efeitos antiinflamatérios (BHALLA
et al., 2014; CHU et al., 2012; GHOLAMI et al., 2008; LI et al., 2009; OHSAWA et al.,
2011; SHI et al., 2011). Além disso, também tem sido demonstrado efeito neuroprotetor
e de melhora da fung&o motora com o tratamento com estatinas em ratos em modelos
neuropatia (traumética e metabdlica), melhorando parémetros relacionados a
morfologia, condutividade das fibras nervosas e fungcdo motora (CAMERON et al., 2003;
PAN et al.,, 2010; XAVIER et al., 2012). Também existem evidéncias dos efeitos
benéficos das estatinas em estudos clinicos. Foi demonstrado que em pacientes com

diabetes mellitus tipo 2 o tratamento com estatinas preveniu o desenvolvimento de
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neuropatia sensorial periférica. O estudo ainda relata, que esses efeitos benéficos
parecem ser independentes do efeito do metabolismo de lipoproteinas (DAVIS et al.,
2008).

Entretanto, também sao relatados efeitos adversos na terapéutica com estatinas
em pacientes que fazem uso desse farmaco. Estudos de farmacovigilancia encontraram
casos de efeitos tdxicos ao figado, apesar de ser em baixa incidéncia. Esses efeitos
toxicos hepaticos estdo associados com o aumento de transaminases e, portanto, o
tratamento com estatinas deve ser usado com cautela em pacientes que tenham algum
comprometimento hepatico (SIRTORI, 2014). Um dos efeitos adversos mais comuns
gue acometem pacientes em tratamento com as estatinas sdo as miopatias (doencas
musculares). Dentre as miopatias destacam-se a mialgia, a miosite e a rabdomidlise. A
mialgia se caracteriza por fraqueza muscular, dor e sensibilidade sem qualquer elevacao
da creatina quinase (CK) e esta presente em cerca de 25% dos pacientes que fazem
uso de estatinas. Tem sido relatado que o aumento da CK pode estar associado ao
aparecimento de miopatias (MARON et al., 2000). A CK é uma enzima importante no
fornecimento de energia aos musculos, usando o ATP como fonte. Ja a miosite consiste
na elevacdo de CK com ou sem sintoma muscular. Um outro efeito adverso muito
importante das estatinas € a rabdomidlise, um efeito raro, mas extremamente grave,
gque consiste na ruptura das fibras musculares por decorréncia de uma lesdo muscular.
Essas fibras podem entrar na corrente circulatéria causando graves problemas renais
quando filtradas pelos rins, podendo até ser fatal. A rabdomidlise esta associada com o
aumento de CK 10 vezes superior ao normal. No entanto, esses efeitos adversos
musculares também podem aparecer com nivel de CK normal. (FERNANDEZ et al.,
2011). Também tem sido sugerido que um dos mecanismos responsavel pelos efeitos
adversos musculares é a diminuicdo da Coenzima Q10 (CoQ10), um metabdlito
produzido na via do mevalonato, na qual é muito importante na respiracdo celular
(PARKER et al., 2013). Outras hipéteses incluem, inibicdo dos canais de cloro a nivel
da membrana muscular, mecanismo pelo qual pode resultar em paralisia apds altas
doses de estatinas; e inducédo da expressdo do gene atrogin-1, que estéa envolvido na
atrofia muscular esquelética (MARTINI et al., 2009; PIERNO et al., 2006; YAMMOTO et
al., 2004). Mais recentemente, foi descrito que as estatinas também podem aumentar o
risco de incidéncia de diabetes em pacientes, corroborando ao que foi demonstrado
previamente em modelos animais, em que as estatinas aumentam a resisténcia a
insulina (NAPLES et al., 2008; RIDKER et al., 2012).

Ao contréario dos efeitos terapéuticos em modelos de dor neuropatica relatados
anteriormente, existem estudos pré-clinicos que também demonstram auséncia de

efeitos benéficos das estatinas, tanto in vitro quanto in vivo (MANN et al., 2010;
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MURINSON et al., 2012). Também foi relatado que a sinvastatina tem efeitos deletérios
no SNC, inibindo a remielinizagdo das fibras no modelo experimental de esclerose
multipla induzida por cuprizona (MIRON et al., 2009). Além dos experimentos pré-
clinicos, um grande numero de estudos clinicos correlacionam que o longo tratamento
com estatinas pode aumentar o risco de desenvolver neuropatia periférica e induzir
efeitos neurotdxicos, porém que nao sdo evidentes em baixas doses de algumas
estatinas (abaixo de 10 mg) (BROWN, 2008; FERNANDEZ et al., 2011; GAIST et al.,
2002; JEPPESEN et al., 1999; PHAN et al., 1995; ZIAJKA & WEHMEIER, 1998). E de
maneira importante, recentemente o FDA relatou a importancia da utilizagdo com
cautela da sinvastatina em maiores doses (40 e 80 mg) em pacientes que fazem uso
cronico dessa estatina, visto o aumento do risco de desenvolvimento de dores
neuropaticas (FDA, 2014).

Em linhas gerais, existe divergéncia na literatura a respeito dos reais efeitos das
estatinas nas neuropatias periféricas. Desse modo, existe a necessidade de estudos
experimentais especificos para avaliar as evidéncias conflitantes do efeito do tratamento
cronico com baixas e altas doses de estatinas ha neuropatia periférica, correlacionando
com parametros sensoriais, motor e morfolégico. Nesse sentido, a hipétese do presente
estudo é investigar os efeitos conflitantes do tratamento com sinvastatina em baixa e
alta dose, utlizando um modelo de neuropatia periférica, representado pelo
esmagamento de nervo ciatico em ratos, mimetizando a dor neuropéatica em pacientes
com sindrome dolorosa complexa regional periférica, causada apoés lesdes, cirurgias,
fraturas ou traumas. O conhecimento dos reais efeitos das sinvastatina na dor
neuropatica é importante para explicar o comportamento dessa estatina frente a essa
patologia e a discrepancia encontrada na literatura até o momento, contribuindo dessa
forma, com a elucidacdo dos efeitos da sinvastatina na neuropatia para a comunidade

médico-cientifica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial efeito antinociceptivo do tratamento agudo com uma baixa (2
mg/kg) e alta (80 mg/kg) dose de sinvastatina na nocicep¢do quimica induzida pela
formalina, bem como investigar as evidéncias conflitantes sobre o efeito do tratamento
crbnico com baixa e alta dose de sinvastatina em modelo de neuropatia periférica,
representado pelo esmagamento de nervo cidtico, avaliando parametros sensoriais
(nocicepgdo), motor (fungdo do nervo) e morfolégico (mielinizagdo dos nervos),
comparando os efeitos com farmacos de referéncia, utilizando técnicas farmacoldgicas,

bioquimicas e histologicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar o efeito do tratamento agudo com uma dose baixa (2 mg/kg) e alta
(80 mg/kg) de sinvastatina em modelo experimental de nocicepgdo quimica induzida

pela formalina;

- Analisar o efeito do tratamento crénico com doses baixa e alta de sinvastatina
na alodinia mecanica e ao frio em modelo de neuropatia periférica induzida pelo

esmagamento de nervo ciatico;

- Avaliar o efeito do tratamento crénico com doses baixa e alta de sinvastatina

na funcdo motora na neuropatia periférica;

- Avaliar o efeito do tratamento crénico com doses baixa e alta de sinvastatina

no processo inflamatério relacionado a neuropatia;

- Analisar o efeito do tratamento crénico com doses baixa e alta de sinvastatina

sobre a mieliniza¢éo do nervo ciatico apdés a lesao;

- Investigar o efeito do tratamento agudo com sinvastatina nas respostas

nociceptivas induzidas pelo mevalonato em animais neuropatico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. DROGAS E REAGENTES

Para a execucéo dos protocolos experimentais foram utilizados: Sinvastatina
(Zocor®, Merck, Sao Paulo, Brasil), Gabapentina (Dermo Formulagées, Curitiba, Brasil),
Quetamina, Xilasina (Syntec, Sao Paulo, Brasil), Perdxido de hidrogénio, etanol, acido
acético, formaldeido, sulfato de aluminio e potassio (Neon Reagentes, Sdo Paulo,
Brasil), Reagente de Bradford (Bio Rad, Hercules, CA, USA), Citrato de sdédio,
dimetilformamida (Merck Biosciences, Darmstadt, Alemanha), TMB (3,3,5,5-
tetrametilbenzidina), NAG (N-acetil-B-D glucosaminidase), albumina de soro bovino
(BSA), paraplast, HTAB (Bromidrato de Hexadeciltrimetilaménio), morfina, azocarmin B,
R-(-)-mevalonolactona (Sigma-Aldrich Co., St Louis, USA), Acetato de sddio, eosina
amarelada, xilol, azul de anilina, fosfato de potassio monobasico, fosfato de potassio
bibasico, cloreto de sodio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), Acido picrico (Labimpex, S&o
Paulo, Brasil), Glicerina, glicina (Santa Cruz Biotechnology®, EUA), Azul de anilina
(Hoechst do Brasil, Novo Hamburgo, RS, Brasil), Permount (Fisher Chemicals,
Loughborough, Leicestershire, Reino Unido), Acido fosfotlingstico (Anidrol, Diadema,
S&o Paulo), Dimetilsulféxido (DMSO) (Isofar, Dugque de Caxias, RJ). As drogas utilizadas
nos tratamentos (sinvastatina, gabapentina e morfina) foram trituradas e diluidas em
salina (cloreto de sédio a 0,9%) e o mevalonato diluido em 10% de DMSO (solucéo a
5%) e 90% de salina.

3.2.  ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos usando ratos machos da linhagem Wistar
(190-210g) mantidos em 22 + 2 °C sobre o ciclo claro escuro de 12 h e acesso livre a
agua e racdo. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
de Experimentagdo Animal da Universidade Federal do Parana sob o n° 661. Os estudos
foram conduzidos em acordo com os “Principios de Cuidados de Animais de
Laboratério” (NIH, 2014) e com as diretrizes éticas para a investigacdo de dor
experimental em animais conscientes de acordo com as normas da IASP
(ZIMMERMANN, 1983). Os animais foram aclimatizados no laborat6rio por pelo menos

24 h antes dos testes e foram usados somente uma vez nos experimentos.
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3.3. NOCICEPCAO INDUZIDA PELA FORMALINA E AVALIACAO DE EDEMA
DE PATA

Para avaliacdo da nocicep¢édo induzida pela formalina, os animais foram
colocados em funis de vidro pelo menos 15 min antes da inje¢do de formalina, ou até
cessar todo o comportamento exploratério. Os animais foram tratados por via oral com
veiculo (salina, 1 ml/kg), sinvastatina (2 e 80 mg/kg) ou por via subcutanea com morfina
(2 mg/kg), 1 h antes da injegao intraplantar de 50 ul de solugao de formalina a 2,5%
(0.92% formaldeido em salina) na pata traseira direita. Os animais foram observados
em blocos de 0 a 5 min (primeira fase — fase neurogénica) e 25 a 60 min (segunda fase
— fase inflamatéria) e o nimero de flinches (levantar da pata) na pata injetada foi
considerado como indicativo de nocicepgao. Além disso, a espessura da pata (em mm)
foi medida com o auxilio de um paquimetro (MT-045B, Shangai Metal Great Tools Co,
Shangai, China) ao nivel do metatarso da pata, antes da inje¢éo (0), 1 e 3 h apos a
injecdo de formalina, e o resultado foi expresso em diferenca (A) da espessura da pata
antes e apos a injecdo de formalina (em mm). O aumento na espessura da pata foi

considerado indicativo de edema.

3.4. NEUROPATIA PERIFERICA INDUZIDA PELO ESMAGAMENTO DE
NERVO CIATICO

Para o procedimento cirdrgico os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com quetamina (50 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg). ApGs a verificagdo do
estado de consciéncia do animal, através do pingamento da cauda e das pregas
interdigitais, os animais foram posicionados do lado direito, efetuou-se a tricotomia da
area a ser operada (coxa direita) e feita assepsia do local. Em seguida fez-se uma
incisdo, proximo ao trocanter maior do fémur e a fossa poplitea, ao nivel da insercéo
dos mdasculos isquio-tibiais. Para exposicdo do nervo ciatico, os musculos
semitendinosos e reto femoral foram cuidadosamente divulsionados.

Com o auxilio de uma pingca hemostéatica ndo serrilhada (Fig. 6) realizou-se o
esmagamento do nervo ciético por 30 s, apertando até o primeiro estagio da gramalheira
da pinga, aproximadamente 10 mm da trifurcacdo do nervo ciatico (MARTINS et al.,
2011). Nos animais sham (falso operados), o mesmo procedimento cirdrgico foi

realizado, porém sem esmagamento do nervo.
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FIGURA 6: Pincga utilizada para realizar o esmagamento do nervo ciatico. Modelo da
pinca utilizada (A); a seta mostra o local para realizar o esmagamento, onde € mostrado
0 aspecto nao serrilhado da pinga (B) (MARTINS, 2009).

Os tratamentos foram iniciados no 1° dia apds a cirurgia com veiculo (salina, 1
ml/kg), sinvastatina (2 e 80 mg/kg) ou gabapentina (controle positivo, 30 mg/kg),
repetidamente durante 18 dias, e o peso corporal foi monitorado todos os dias.

3.4.1. Avaliacdo da alodinia mecéanica

Para avaliagBes da alodinia mecénica e ao frio os animais foram alocados em
caixas de acrilico individuais (18 cm x 11 cm x 20 cm) sobre uma tela, em uma
plataforma elevada que permite o livre acesso a pata traseira do animal (Fig. 7). A
alodinia mecanica foi avaliada utilizando monofilamentos de Von Frey usando o método
up & down. ApGs os animais estarem ambientados ao aparato descrito anteriormente,
uma série de oito monofilamentos calibrados para produzir forgas de 0,4; 0,6; 1; 2; 4; 8;
15 e 26 g foram aplicados sob a pata traseira direita por 8 segundos ou até o animal
apresentar uma resposta nociceptiva como retirada ou lambida da pata (Fig. 7). A
avaliacao foi iniciada com o filamento de 8 g. Na auséncia de resposta, filamentos de
forca maior foram aplicados, consecutivamente, até a resposta de retirada da pata. Na
presenca de resposta, filamentos de forca menor eram aplicados até a auséncia de
resposta nociceptiva. Entre as aplicacbes, foi mantido um intervalo de 2 min. Os
filamentos foram aplicados 6 vezes e a sequéncia de resposta foi utilizada para o célculo
do 50% do limiar de retirada da pata (em @) utilizando a tabela de Chaplan e

colaboradores (CHAPLAN et al., 1994) e a seguinte formula:
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50% do limiar = 10%*%)
10000

Onde,

Xf = valor (em log) do ultimo filamento de Von Frey utilizado
k = valor da sequéncia de respostas da tabela de Chaplan e colaboradores

0 = média da diferenca de log entre os estimulos de Von Frey

As medidas de alodinia mecénica foram feitas antes da cirurgia (basal) e nos
dias 3, 6, 12 e 18 apdés o esmagamento, avaliando-se por até 6 horas apds os
tratamentos. Uma diminuigdo no limiar de 50% de retirada da pata foi indicativo de
alodinia mecanica (WERNER et al., 2007).

FIGURA 7: Suporte utilizado para avaliagdo de alodinia mecénica e ao frio (A).

Aplicagdo de monofilamento de Von Frey sob a pata traseira direita (B).

3.4.2. Avaliagao da alodinia ao frio

O procedimento utilizado foi semelhante ao descrito previamente (FLATTERS &
BENNETT, 2004), com algumas modificagdes. Para realizagdo da avaliagdo da alodinia
ao frio, os animais foram acondicionados na mesma plataforma descrita anteriormente.
ApOs os animais estarem ambientados, a alodinia ao frio foi medida através da instilagéo
de 100 ul de acetona sob a pata traseira direita (Fig. 8). A resposta foi avaliada durante
40 segundos e atribuido uma escala em escores de 0 a 3 de acordo com a resposta
nociceptiva, sendo: 0, nenhuma resposta; 1, rapida retirada, chacoalhar da pata; 2,
retirada da pata prolongada ou repetidos chacoalhar da pata; e 3, repetidos chacoalhar
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da pata com lambida da pata. A acetona foi instilada trés vezes sob a pata, com um
intervalo de 5 minutos entre as instilacdes, e os escores individuais anotados até 40
segundos e somados apos as trés instilacdes. O escore minimo foi O e 0 escore maximo
possivel considerado foi 9 (KUKAR et al. 2013). As medidas da alodinia ao frio foram
feitas nos mesmos dias descrito na medida alodinia mecanica, e a instilacdo de acetona

foi feita na 32 hora ap6s cada tratamento.

FIGURA 8: Instilag&o de acetona sob a pata para avaliagéo da alodinia ao frio.

3.4.3. Avaliacdo do indice Funcional do Ciatico (IFC) e indice Estatico do Ciatico
(IEC)

Para avaliagédo do IFC e IEC os animais foram colocados para caminhar em uma
pista de marcha de madeira, com fundo de vidro, medindo 42 x 8,5 x 9 cm com uma
caixa escura no final do corredor para induzir o animal a caminhar na direcdo da mesma,
como descrito previamente (DE MEDINACELI, 1995) (Fig. 9).
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FIGURA 9: Pista de marcha utilizada para obtencdo de imagens para avaliagdo do

indice funcional do ciético (IFC) e indice estatico do ciatico (IEC).

Abaixo da pista foi posicionado uma camera da marca Sony Cyber-shot DSC-
W35 a fim de filmar a caminhada dos animais. As imagens foram capturadas utilizando
o programa Windows Movie Maker (Microsoft Windows, v. 2.0) enquanto o animal
estava caminhando para a avaliacao do indice funcional do ciético, e para célculo do
indice estatico do ciatico o animal foi mantido parado na pista para obtencdo das
imagens (Fig. 10).

FIGURA 10: Imagens da vista inferior do animal. Durante a marcha (A), e em repouso

(B).

As imagens foram analisadas através do software Image Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, USA) utilizando os seguintes parametros: comprimento da
pegada (PL); abertura total dos dedos, do 1° ao 5° (TS); abertura dos dedos
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intermediarios, do 2° ao 4° (IT); para o céalculo do IFC, e TS e IT para o calculo do IEC
(Fig. 11) (BAIN et al., 1989). Para ambos (IFC e IEC) foram capturadas imagens da pata
experimental (EPL, ETS, EIT) e da pata normal (NPL, NTS, NIT).

PataNormal Pata E xperimental
{operada)
NTS ETS

NIT

EIM_
TOF |

WV
A

EFL

FIGURA 11: Representacao esquematica dos parametros avaliados para calculo do IFC
e IEC da pata normal (N) e experimental (E). PL: comprimento da pegada; TS: abertura
total dos dedos (1° ao 5°); IT: abertura dos dedos intermediarios (2° ao 4°) (RASO,
2002).

Os dados obtidos foram analisados através da equacao abaixo desenvolvida por
de Medinaceli (DE MEDINACELI et al., 1982) e adaptada por Bain (BAIN et al., 1989)
e Hare (HARE et al., 1992).

IFC=- 38,3 x (EPL-NPL) + 109,5 x (ETS-NTS) + 13,3 x (EIT-NIT) - 8,8
NPL NTS NIT

IEC=[(108,44 x TSF) + (31,85 x ITSF)] -5,49

Valores correspondentes a 0 indicam uma funcdo motora normal, e valores

proximos ou iguais a -100 corresponde a total disfungdo motora na pata experimental
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(MARTINS et al., 2011). Cada imagem foi analisada por um Unico observador utilizando
a meédia de trés mensuragdes para célculo do IFC e IEC. As avaliagcbes do IFC e IEC
foram feitas antes da cirurgia (basal) e nos dias 1, 3, 6, 12 e 18 ap0s a leséo.

3.4.4. Andlise histologica

Toda a técnica histoldgica foi realizada em colaboracdo com o Laboratério de
Histotécnica Animal do Departamento de Ciéncias Morfolégicas na Universidade
Estadual de Maringa, pela doutoranda Stephanie Carvalho Borges, sob a supervisédo da
Prof2 Nilza Cristina Buttow.

Sabendo que as estatinas inibem a sintese de colesterol e este € um fator
importante para a produgdo de bainha de mielina no nervo (MIRON et al., 2009)
amostras de nervo ciatico foram coletadas a fim de verificar se a sinvastatina poderia
comprometer a morfologia do nervo apoés a lesao por esmagamento. Os animais foram
eutanaziados no 6° dia e o nervo ciatico direito (porgéo distal ao local da lesédo) foi
rapidamente coletado e submerso em solucéo fixadora de Bouin (solucdo saturada de
acido picrico 70%, formaldeido 25% e &cido acético 5%). Apds 24 h as amostras foram
lavadas com alcool 70% até a remogéo de todo a solucdo fixadora, e em seguida
processadas pela técnica de rotina de inclusdo de paraplast. Essa técnica consiste em
mergulhar as amostras em solugfes crescentes de graduacgéo alcodlica, e em seguida
em xilol, por determinado tempo, a fim de incluir o paraplast. O paraplast € uma mistura
de parafina com polimeros plasticos e com dimetisulféxido, que permite melhor
penetracdo e infiltracdo (aderéncia) ao tecido para facilitar a obtencdo de cortes
histolégicos. Os passos seguidos para inclusao do paraplast foram:

Alcool 70% 45 min, Alcool 80% 45 min, Alcool 90% 45 min, Alcool 95% 45 min,
Alcool 100% | 40 min, Alcool 100% II 40 min, Alcool/Xilol 30 min, Xilol I 15 min, Xilol 11 5
min, Paraplast | 1 h, Paraplast Il 2 h.

Apés a inclusdo em paraplast as amostras foram cortadas em micrétomo
(Micrétomo Rotativo Leica Biosystems, RM 2125, Sdo Paulo, Brasil) em 5 um de
espessura, esticadas em banho quente (37°C), colocadas em estufa por 24 h para que
os cortes sejam aderidos a lamina, e coradas seguindo a técnica de Tricromico de Azan.
Esta técnica permite corar bainha de mielina e citoplasma em réseo e tecido conjuntivo
e fibras colagenas em azul. A etapa de colora¢do consiste em hidratar os cortes em
solucao decrescente de graduacao alcodlica, por determinado tempo, para incluséo dos

corantes que sdo hidrofilicos, e em seguida, desidratar os cortes em concentracdes



28

crescentes de alcool e em seguida em xilol, para montagem em laminula com a cola
permount. A sequéncia e tempos de incubacédo foram:

Xilol 1 10 min, Xilol I1 10 min, Alcool 100% 1 min, Alcool 90% 1 min, Alcool 80%
1 min, Alcool 70% 1 min, Secagem em estufa 5 min, Agua destilada 1 min, Azocarmin
B 0,5% 10 min, Lavar em &gua destilada 10 s, Alcool 70% 5 min, Acido fosfotiingstico
5% 10 min, Azul de anilina 2,5% 20 min, Agua acética 1% 3 min, Alcool acético 1% 3
min, Alcool 80% 5 min, Alcool 90% 5 min, Alcool 100% 5 min, Alcool/Xilol 10 s, Xilol | 10
min, Xilol I 10 min.

Em seguida foram obtidas imagens através de um microscépio motorizado Axio
Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado com um scanner automatizado VSlide
(Metasystems, Altlussheim, DE, v.2.0). As imagens foram importadas para o software
Image Pro Plus para analises morfométricas, como medida da espessura da bainha de
mielina (um) e contagem do numero de fibras (por mm?) (Fig.12). Para obter esses
parametros, foram obtidas 10 fotos de cada animal em diferentes campos, no aumento
de 100x, e foi escolhida uma area representativa onde fosse possivel contar 10 axénios
mielinizados inteiros. Para obter o valor de cada animal foi feito uma média dos valores.
Campos com dobras ou componentes do tecido mal preservado nos cortes histol6gicos
foram excluidos (MARTINS et al., 2011). Todas as quantificacdes morfométricas foram

feitas de maneira cega e por um Unico observador.

FIGURA 12: Representacdo das andlises morfométricas de secgdes transversais de
nervo ciatico, exemplificando a medida da espessura da bainha de mielina (A) e
contagem de fibras (B).

3.4.5. Determinacdo da concentracdo de proteina no nervo ciatico

A concentracdo de proteina foi estimada de acordo com o método Bradford,
usando albumina de soro bovino como padrao (1,0 — 0,01562 mg/ml) e realizadas de
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acordo com a instrucdo do fabricante. Apds 0s animais serem eutanaziados, 0 nervo
ciatico direito foi coletado e as amostras foram homogeneizadas com 1 ml de Tampé&o
Fosfato [80 mM (98% fosfato de sddio monobésico e 2% de fosfato de sodio dibasico,
p.H 6,5 e HTAB (Bromidrato de Hexadeciltrimetiiaménio) a 0,5%, utilizando
homogeneizador, e posteriormente centrifugadas (11000g por 20 min a 4°C) em
microcentrifuga refrigerada de alta velocidade (5415 R — Eppendorf do Brasil, Sdo
Paulo, SP, BR). Em placa de 96 pocos foi coletado, em duplicada, 5 ul do sobrenadante
do homogenato e, posteriormente adicionado 250 ul de solucédo de Bradford (80% de
agua destilada e 20% de Reagente de Bradford) e a reacéo foi incubada a 37°C durante
30 min. A dosagem de proteina foi determinada espectrofotométricamente a 590nm,
utiizando como padrdao a concentracdo de albumina de soro bovino descrita
anteriormente (BRADFORD, 1976).

3.4.6. Determinacao da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

A MPO é uma enzima encontrada nos granulos azuroéfilos de neutréfilos que
migram para o local do estimulo inflamatério nas fases iniciais do processo inflamatério
apoés a lesédo, e € comumente utilizada como marcador indireto dessas células. Para
avaliar a infiltragdo de neutrdfilos, a atividade dessa enzima foi mensurada no nervo
ciatico dos ratos apds 12 dias do esmagamento do nervo. O método realizado foi de
acordo com o descrito por Bradley (BRADLEY et al., 1982) e modificado por De Young
(DE YOUNG et al., 1989).

Conforme descrito anteriormente, a partir do homogenato centrifugado, o
sobrenadante foi coletado (30 pl), em duplicata, em placa de 96 pocgos e adicionado 220
Ml de uma solugéo reacional [100 puL de tampé&o fosfato 80 mM (p.H 6,5); 85 pL de
tampdo fosfato 22 mM (98% fosfato de sédio monobasico e 2% de fosfato de sddio
dibasico, p.H 6,5); 15 pL de H.O, 0,017%]. A reacdo foi iniciada com 3,3,5,5-
tetrametillbenzidina (TMB), incubada por 3 min a 37 °C, e interrompida pela adicao de
30 ul de acetato de sédio 1,46 M (pH = 3,0) em cada pocgo. A atividade enzimatica foi
determinada em espectrofotometro a 620 nm e os resultados foram expressos como

unidade de densidade 6ptica (D.O) por mg de proteina.

3.4.7. Determinacéo da atividade da enzima N-acetilglucosaminidase (NAG)

A NAG € uma enzima presente em altos niveis em macrofagos ativados, e sua

atividade é comumente utilizada como marcador de infiltragdo tardia de células
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mononucleares no processo inflamatério, a fim de combater o dano no local da lesao.
Para determinacéo da atividade da NAG, amostras de nervo ciatico foram coletadas no
18° dia apds a cirurgia e o método utilizado foi semelhante ao descrito por Bailey
(BAILEY, 1988). A atividade da NAG é baseada na hidrolise do p-nitrofenil-N-acetil-3-D-
glucosamina (substrato) em N-acetil-B-D-glucosamida liberando o p-nitrofenol. Para
obtenc&o do sobrenadante foi realizado o mesmo procedimento descrito anteriormente.
Sobre o sobrenadante (25 pl), foi adicionado 25 ul do substrato e a reag&o iniciada com
100 pl de tampéo citrato (5 mM, pH 4,5). Posteriormente, a reagao foi incubada por 60
min a 37 °C e interrompida com 100 pl de tampao glicina (200 mM, pH 10,4) em cada
poco. A atividade da NAG foi determinada por espectrofotdbmetro a 405 nm e os

resultados foram expressos em unidade de densidade 6ptica (D.O.)/mg de proteina.

3.4.8. Nocicepcéo induzida pelo mevalonato

Ja foi demonstrado que a administracdo intratecal de mevalonato, composto
produzido pela ativacdo da HMG-CoA redutase na biossintese do colesterol, induz
comportamentos nociceptivos (OHSAWA et al., 2008). A fim de determinar se o efeito
antinociceptivo da sinvastatina esté relacionado com a inibigdo da via do mevalonato,
essa droga foi aplicada por via intraplantar. Primeiramente, doses crescentes de
mevalonato (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 e 20 ymol/50ul) ou veiculo (DMSO + salina, 50 pl)
foram administrados pela via intraplantar na pata direita de ratos normais (néo
neuropaticos), a fim de verificar as respostas nociceptivas frente a essa droga e para
identificar a dose que ndo tenha respostas nociceptivas significativas em animais
normais para, posteriormente, ser aplicada em animais submetidos a neuropatia
periférica, para avaliar se ha sensibilizagdo dos animais neuropaticos na dose escolhida
e 0 se o0 tratamento com sinvastatina é capaz de reverter o efeito. Os animais foram
observados por 30 min e o nimero de flinches foi considerado como indicativo de
nocicepcdo. Posteriormente, os animais foram operados para indu¢do de neuropatia,
como descrito anteriormente. Somente no 6° dia apds o esmagamento do nervo ciatico,
os animais foram tratados por via oral com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) ou veiculo (salina
1 mi/kg), ou por via subcutdnea com morfina (2 mg/kg), 1 h antes da injecdo de
mevalonato (1 pymol/50ul, i.pl.) ou veiculo (DMSO + salina, 50pl, i.pl.) e 0 nUmero de

flinches foi contabilizado por 30 min.
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3.5.  ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos com a média + erro padrdo da média (E.P.M.) com 5-8
animais por grupo. Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados que se apresentaram fora da normalidade e/ou para
variaveis qualitativas foram transformados em logaritmo e submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo pos-teste de Newman Keuls. Para os
testes que apresentaram dados dentro do teste de normalidade e/ou variaveis
gquantitativas foi aplicado ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Newman Keuls.
Os dados foram analisados através do programa Statsoft Statistica (Statsoft Statistica
Software, Oklahoma, EUA, v 7.0), e os graficos foram construidos utilizando o software
Graph Prisma (GraphPad Software, San Diego, EUA, v 5.0). Os valores de p<0,05 foram

considerados como indicativo de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DO TRATAMENTO COM SINVASTATINA NA NOCICEPGAO E
EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA FORMALINA

O tratamento agudo com sinvastatina nas doses de 2 e 80 mg/kg nao reduziu a
primeira fase da nocicep¢ao induzida pela formalina, mas foi capaz de atenuar a
segunda fase (fase inflamatdria) em 50 = 9% e 55 + 9%, respectivamente, quando
comparado ao grupo veiculo (516 = 13 flinches). A morfina, opidide utilizado como
controle positivo, foi capaz de reduzir as duas fases (81 £ 4% e 99 £ 0%,
respectivamente) (Fig. 13A e 13B). Além das respostas nociceptivas, a injecao de
formalina aumentou a espessura da pata em relacdo ao valor basal (3,60 mm) em 49 +
17% e 47 £ 12% em 1 e 3 h, respectivamente, apos a inje¢do de formalina no grupo
controle (veiculo), caracterizando o aparecimento de edema. No entanto, o tratamento
com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) ndo preveniu 0 aumento da espessura da pata em
relacdo aos seus respectivos valores basal de 3,92 mme 3,59 mm (na12h: 37 + 8% e
55 £ 8%; na 32 h: 45 + 7% e 62 £ 6%, respectivamente (Fig. 13C).
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FIGURA 13: Efeito do tratamento com sinvastatina na fase neurogénica (A), inflamatéria
(B) e no edema de pata (C) na nocicep¢ao induzida pela formalina. Os animais foram
tratados com sinvastatina (2 e 80 mg/kg, v.0), morfina (2 mg/kg, s.c) ou veiculo (salina
1 ml/kg, v.0) 1 h antes da injecdo de formalina 2,5% (50 pl/i.pl.). Os dados foram
expressos como média + erro padréo da média (E.P.M.) com 5-8 animais por grupo.
Asterisco denotam p<0.05 quando comparado ao grupo controle (veiculo) e ao edema
de pata basal do grupo controle (veiculo), respectivamente (ANOVA de uma via seguida
pelo pés-teste de Newman-Keuls para o grafico A e B, e ANOVA de duas vias seguida

pelo p6s-teste de Newman-Keuls para o gréafico C).

4.2. EFEITO DO TRATAMENTO COM SINVASTATINA NA NEUROPATIA
PERIFERICA INDUZIDA PELO ESMAGAMENTO DE NERVO CIATICO
4.2.1. Efeito do tratamento com sinvastatina na alodinia mecénica

O esmagamento do nervo ciatico induziu alodinia mecanica a partir do 32 dia

apoés a cirurgia, a qual manteve-se durante 18 dias, observada através da reducao da
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forca correspondente a 50% de limiar de retirada da pata de 12 + 2 g (respostas basais
pré-cirurgia) para 3 + 2 g (pds-cirurgia). O tratamento com gabapentina, utilizada como
controle positivo, reduziu a alodinia mecénica durante todos os dias de avaliacdo (3° ao
18° dia) em 100 + 17%, 100 + 18%, 95 + 17% e 100 + 27%, respectivamente, quando
comparado ao grupo veiculo (Fig. 14E). Relevante, o tratamento com sinvastatina
diminuiu a alodinia mecénica nos dias 3, 6 e 12 apds lesédo do nervo. No 32 dia apés a
lesdo do nervo, a alodinia mecéanica foi reduzida por até 6 horas pela sinvastatina 2
mg/kg e somente por 3 horas pela sinvastatina 80 mg/kg (na 32 hora: 52 + 14 e 66 +
20%, respectivamente) (Fig. 14A). No 6° dia somente o tratamento com sinvastatina 2
mg/kg reduziu a alodinia mecéanica por até 6 h (na 32 hora: 75 + 16%) (Fig. 14B). No 122
dia o tratamento com sinvastatina 2 mg/kg reduziu a alodinia mecéanica na 32 hora e na
42 hora, e o tratamento com sinvastatina 80 mg/kg reduziu apenas a 32 hora (na 32 hora:
52 + 22% e 53 + 23%, respectivamente) (Fig. 14C). E por fim, no 18° dia, o tratamento
com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) reduziu a alodinia mecéanica apenas na 12 e na 42 hora

apos o tratamento (Fig. 14D).
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FIGURA 14: Efeito do tratamento com sinvastatina na alodinia mecéanica no 3° dia apés
a lesdo (A), 6° dia (B), 12° dia (C), 18° dia (D) e durante 18 dias na 3% hora ap6s o
tratamento (E). Os dados representam 50% do limiar de retirada da pata traseira direita
avaliada por monofilamentos calibrados com diferentes forgas em gramas. Os animais
foram tratados durante 18 dias com sinvastatina (2 e 80 mg/kg, v.0), gabapentina (30
mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina 1 ml/kg, v.0). Cada ponto da curva representa a média
erro padrdo da média (E.P.M.) com 5-8 animais por grupo. Asteriscos indicam p<0.05
guando comparado com grupo controle (veiculo) (ANOVA de duas vias seguida pelo

pés-teste Newman Keuls).
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4.2.2. Efeito do tratamento com sinvastatina na alodinia ao frio

Como ilustrado na fig. 15, 0 esmagamento do nervo ciatico induziu um aumento
pronunciado e sustentado no nimero de respostas nociceptivas induzido pela instilacdo
de acetona na pata traseira direita, no grupo controle (veiculo). Nos animais do grupo
sham ndo houve alteracdes na resposta a esse estimulo, mantendo os valores basais
pré-cirdrgicos. A alodinia ao frio foi bem evidente no 3° dia apés lesdo, aumentando as
respostas (escores) no 6° dia (6 + 1 e 8 + 0, respectivamente) no grupo veiculo. No
entanto, o tratamento com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) e gabapentina ndo foi capaz de
atenuar a alodinia ao frio induzida pela acetona (3° ao 18° dia) (Fig. 15).

{1+ Sham -O- Veiculo - Sinvastatina 2 mg/kg
4 Sinvastatina 80 mg/kg @ Gabapentina 30 mg/kg

8_
»n 64
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2_
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FIGURA 15: Efeito do tratamento com sinvastatina na alodinia ao frio induzido pela
instilacdo de acetona sob a pata traseira direita durante 18 dias ap6s esmagamento do
nervo ciatico. Os escores foram registrados como indicativo de resposta nociceptiva logo
apos a instilacdo de acetona sob a pata. Os animais foram tratados durante 18 dias com
sinvastatina (2 e 80 mg/kg, v.0), gabapentina (30 mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina 1 ml/kg,
v.0). Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M.) com 5-7

animais por grupo. (ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Newman Keuls).
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4.2.3. Efeito do tratamento com sinvastatina no indice Funcional do Ciatico (IFC)
e Indice Estatico do Ciatico (IEC)

O esmagamento do nervo ciatico promoveu uma perda pronunciada na funcéo
motora, conforme demonstrado pelo indice funcional do ciatico (IFC) e indice estatico
do ciatico (IEC), desde o 1° dia até o 12° dia, mantendo os valores proximos a -100,
demonstrando perda da fun¢cdo motora. Os animais sham demonstram fungdo motora
normal em ambos os indices avaliados, mantendo os valores préximos a 0. No entanto,
ndo foi observado sinais de prejuizo no ultimo dia, mostrando uma melhora per se
nesses parametros. Curiosamente, tanto o tratamento com sinvastatina (2 e 80 mg/kg)
guanto com gabapentina foram ineficazes em melhorar a fungdo motora durante os dias

avaliados (Fig. 16).
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FIGURA 16: Efeito do tratamento com sinvastatina na funcdo motora avaliada pelo
indice funcional do ciatico (IFC) no painel A e indice estéatico do ciatico (IEC) no painel
B, durante 18 dias. Os animais foram colocados em uma pista de caminhada e aimagem
das passadas foi avaliada iniciando no 1° dia apés a cirurgia, € mais quatro vezes
durante todo o periodo. O tratamento foi semelhante ao descrito anteriormente. Cada
ponto representa a média * erro padrdo da média (E.P.M.) com 6-8 animais por grupo.

(ANOVA de duas vias seguida pelo pGs-teste de Newman Keuls)

4.2.4. Efeito do tratamento com sinvastatina na morfologia do nervo ciatico

A analise histologica demonstrou que nos animais sham (Fig. 17A) h&

preservacdo da morfologia neural com bainha de mielina apresentando didmetro e
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espessura normal. No entanto, apds a lesdo no nervo ciatico em animais tratados com
veiculo (Fig. 17B), foi observado degeneracgéo neural e desmielinizacao, diminui¢cdo do
didmetro e da espessura da bainha de mielina (diminuicdo da espessura em 55 * 6%)
e do numero de fibras/mmz2 (89 + 5%), e aumento do nimero de axénios com inchago
axonal, quando comparado com o grupo sham. Da mesma maneira, no grupo tratado
com gabapentina (Fig. 17E) também é possivel observar diminuicdo do didametro e da
espessura da bainha de mielina, inchago axonal e desmielinizacdo das fibras. Contudo,
no grupo dos animais tratados com sinvastatina 2 mg/kg (Fig. 17C) e 80 mg/kg (Fig.
17D) houve uma melhora desses parametros, pois foi verificado reducdo de axdnios
com inchaco axonal, preservacdo do didmetro e da espessura da bainha de mielina
(aumento da espessura em 24 e 19%, respectivamente) bem como preservacao de

fibras mielinizadas/mm?2 (55 e 58%, respectivamente) (Fig. 17 e 18).



FIGURA 17: Imagens microscopicas obtidas de cortes transversais do nervo ciatico 6

dias apos lesdo por esmagamento demonstrando morfologia neural de animais sham
(Painel A), neuropético tratado com veiculo (Painel B), neuropatico tratado com
sinvastatina 2 mg/kg (Painel C), neuropatico tratado com sinvastatina 80 mg/kg (Painel
D) e neuropético tratado com gabapentina 30 mg/kg (Painel E). Diametro da bainha de
mielina (—*). Inchaco axonal (ﬂ). Desmielinizacdo (#). As amostras foram coradas
em Tricrobmico de Azan e observadas em microscopio 6ptico no aumento de 20x e 40x
(barra de escala 20 um e 10 um, respectivamente).
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FIGURA 18: Analise quantitativa da recuperacdo morfolégica do nervo ciatico apés
lesdo. O painel A mostra a espessura da bainha de mielina e o painel B, fibras/mm?2,
Esses parametros foram avaliados 6 dias apdés a lesdo, com o tratamento com
sinvastatina (2 e 80 mg/kg, v.0), gabapentina (30 mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina 1 ml/kg,
v.0). Os dados foram expressos com a média + erro padrdao da média (E.P.M.) com 4-5
animais por grupo. Asteriscos e cerquilha indicam p<0.05 quando comparados ao grupo
controle (veiculo) e ao grupo sham, respectivamente. (ANOVA de uma via seguido pelo
pés-teste de Newman-Keuls).

4.25. Efeito do tratamento com sinvastatina na atividade das enzimas
Mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG)

A lesdo induzida pelo esmagamento do nervo ciético resultou em um aumento
da atividade da MPO e da NAG em 258 + 87% e 147 + 37%, respectivamente, quando
comparado aos animais sham. O tratamento com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) apos 12
dias, inibiu a atividade da MPO em 67 + 8% e 56 + 7%, respectivamente, quando
comparados com o grupo controle (veiculo) (Fig. 19). Porém, ndo houve diminuicdo na
atividade da enzima NAG pelo tratamento com sinvastatina (2 e 80 mg/kg). Da mesma
forma, o tratamento com gabapentina ndo diminuiu os niveis da atividade da MPO e da
NAG.
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FIGURA 19: Efeito do tratamento com sinvastatina na atividade das enzimas
mieloperoxidase (A, MPO, 12° dia) e N-acetilglucosaminidase (B, NAG, 18° dia) no nervo
ciatico. Durante todo o periodo os animais foram tratados com sinvastatina (2 e 80
mg/kg, v.0), gabapentina (30 mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina 1 ml/kg, v.0). Os dados
foram expressos com a média + erro padrdo da média (E.P.M.) com 5-6 animais por
grupo. Asteriscos e cerquilha representam p<0.05 quando comparado ao grupo controle
(veiculo) e ao grupo sham, respectivamente. (ANOVA de uma via seguido pelo pés-

teste de Newman-Keuls).

4.2.6. Efeito do tratamento com sinvastatina no peso corporal

No monitoramento do peso corporal, observou-se que 10 dias apés o
esmagamento do nervo, o0 tratamento com sinvastatina 80 mg/kg reduziu
significativamente o ganho de peso corporal (reducdo de 13%) quando comparado aos
animais tratados com veiculo. Nao foram observadas diferengas nos grupos sinvastatina

2 mg/kg e gabapentina (Fig. 20).



42

-o- Sham —©- Veiculo —# Sinvastatina 80 mg/kg

—— Sinvastatina 2 mg/kg —e— Gabapentina 30 mg/kg

FIGURA 20: Efeito do tratamento com sinvastatina no peso corporal apés o
esmagamento do nervo ciatico durante 18 dias. Os animais foram tratados com
sinvastatina (2 e 80 mg/kg, v.0), gabapentina (30 mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina 1 ml/kg,
v.0). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) com 6-8
animais por grupo. Asteriscos indicam p<0.05 quando comparado ao grupo controle
(veiculo) (ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Newman Keuls).

4.2.7. Efeito do tratamento com sinvastatina na nocicep¢do induzida pelo

mevalonato

Em animais normais, a inje¢&o intraplantar de veiculo (DMSO + salina) ndo induziu
comportamentos considerados como nociceptivos, uma vez que o numero de flinches
(levantar de pata) ficou em torno de 3 + 1 eventos, durante os 30 min de observacao.
Por outro lado, a injegao intraplantar de mevalonato (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 20 umol/50
pl), promoveu comportamentos nociceptivos em animais normais, aumentando o
namero de flinches em 21 + 10, 16 + 8, 14 + 6, 4 + 2, 12 + 4, 27 + 4, respectivamente.
No entanto, com doses menores em relagao a dose de 1 umol/50 pl ocorreu um aumento
no comportamento nociceptivo, resultando em uma curva dose-resposta em forma de
“U” (Fig. 21A). Como a dose de 1 umol/50 pl ndo promoveu respostas nociceptivas
significativas em animais normais, foi a dose selecionada para a avaliacdo da
sensibilizacdo de animais neuropaticos frente a essa dose, e se o0 tratamento com

sinvastatina é capaz de reverte o efeito. No 6° dia ap6s 0 esmagamento do nervo ciatico,
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a injecdo de mevalonato (1 pmol/50 pl, i.pl.) aumentou o nimero de flinches em 154 +
35% comparado com o grupo que recebeu veiculo (valor basal: 28 + 6 flinches; salina
v.0. e DMSO + salina i.pl.). A morfina, utilizada como controle positivo, diminui o nUmero
de flinches em 88 + 2% e o tratamento com sinvastatina 80 mg/kg diminuiu o nimero de
finches em 38 + 5%, quando comparado aos animais que receberam injecéo
intraplantar de mevalonato e foram pré tratados por via oral com veiculo (salina). No
entanto, o tratamento com sinvastatina 2 mg/kg ndo diminuiu a nocicepc¢ao induzida pelo

mevalonato (Fig. 21B).
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FIGURA 21: Curva dose-resposta da nocicep¢ao induzida pela inje¢cdo de mevalonato
(i.pl.) em animais ndo neuropaticos (painel A), e efeito do tratamento com sinvastatina
na nocicepg¢do induzida pelo mevalonato 6 dias apos o esmagamento do nervo ciatico
(painel B). Seis dias apés a cirurgia, os animais foram tratados uma Unica vez com
sinvastatina (2 e 80 mg/kg, v.0.), veiculo (1 ml/kg, v.0.) ou morfina (2 mg/kg, s.c.), 1 h
antes da injecdo de mevalonato (1 pmol/50pl/pata) ou veiculo (DMSO + salina, 50
pl/pata). Os dados foram expressos com a média + erro padréo da média (E.P.M.) com
5-7 animais por grupo. Asteriscos e cerquilha indicam p<0.05 quando comparado aos
grupos veiculo (v.0.) + mevalonato (i.pl.) e veiculo (v.0.) + veiculo (i.pl.),

respectivamente. (ANOVA de uma via seguido pelo p6s-teste de Newman Keuls).
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5. DISCUSSAO

A extensa procura dos pesquisadores por novos agentes terapéuticos para
aliviar a dor neuropética tem revelado o potencial das estatinas. Ha evidéncias
crescentes de estudos pré-clinicos, que indicam que as estatinas potencialmente
diminuem a dor neuropética e possuem efeito neuroptotetor, tanto em doses baixas
guanto em doses mais elevadas. Porém, existem estudos clinicos que sugerem que as
estatinas estdo associadas com o desenvolvimento de dor neuropatica e com efeitos
deletérios aos neurénio, principalmente em doses elevadas (BHALLA et al., 2014; FDA,
2014). Dessa forma, este estudo avaliou os efeitos do tratamento cronico com uma dose
baixa (2 mg/kg) e uma elevada (80 mg/kg) de sinvastatina sobre as fun¢des sensoriais
e motoras, bem como sobre parametros morfolégicos, usando um modelo experimental
de neuropatia periférica em ratos, representado pelo esmagamento do nervo ciatico,
para tentar esclarecer os efeitos da sinvastatina neste modelo.

Inicialmente, para avaliar se as doses escolhidas (2 e 80 mg/kg) para o estudo
apresentam algum efeito antinociceptivo, os animais foram submetidos ao teste da
formalina. O primeiro resultado obtido no presente estudo confirmou os efeitos
antinociceptivos produzidos pela sinvastatina na dor induzida pela formalina em ratos.
O tratamento agudo com sinvastatina nas doses de 2 e 80 mg/kg reduziu a segunda
fase, relacionada ao componente inflamatério no modelo da formalina. Nossos dados
estdo de acordo com outros estudos da literatura, que também demonstraram que tanto
a sinvastatina (1 — 300 mg/kg, v.0.) quanto a atorvastatina (3 - 100 mg/kg, v.0.) foram
capazes de reduzir a segunda fase da formalina (GARCIA et al., 2011; MIRANDA et al.,
2011), e a sinvastatina administrada pelas vias intraperitoneal (20 e 40 mg/kg) ou
intratecal (5 e 50 nmol) em camundongo, também inibiu a segunda fase no teste da
formalina (OHSAWA et al., 2008; OHSAWA et al., 2012). A formalina € uma substancia
guimica classica utilizada como modelo de dor, e que possibilita o estudo de edema
associado a resposta inflamatéria. Considerando os possiveis mecanismos de acao
envolvidos no efeito antinociceptivo da sinvastatina na segunda fase do teste da
formalina, foi demonstrada a inibicdo da ativacao de micréglia, da PK ativada por
mitdgeno p38 e da ativacao/liberacao de mediadores inflamat6rios incluindo I1L-1p, IL-6,
TNF-a e da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (CHEN et al., 2013; FERRO et
al., 2000). Ainda nos parametros inflamatoérios, foi demonstrado que o tratamento agudo
oral com sinvastatina (40 mg/kg) e atorvastatina (10 mg/kg) inibiu o edema de pata
induzido pela carragenina (JAISWAL & SONTAKKE, 2012). Entretanto, nés nao

observamos o efeito antiedematogénico do tratamento com sinvastatina no edema de
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pata induzido pela formalina. Uma possivel explicacdo para essa aparente discrepancia
pode estar relacionada as diferentes substéncias utilizadas para a inducdo do edema
(carragenina x formalina), ou ainda, as diferentes doses de sinvastatina empregadas em
nosso estudo. No entanto, considerando que assim como o farmaco controle (morfina),
a sinvastatina promoveu um efeito antinociceptivo, prosseguimos a investigagdo sobre
os efeitos da sinvastatina no modelo de neuropatia periférica.

Foi notavel que o modelo de esmagamento do nervo ciatico em nossos
experimentos induziu alodinia mecénica, alodinia ao frio e prejuizo na fun¢cdo motora na
pata ipsilateral dos ratos tratados com veiculo. Tanto a alodinia mecénica como ao frio
foram observadas desde o terceiro dia até o ultimo dia de avaliacado do estudo (décimo
oitavo dia). Nossos resultados mostraram que o tratamento com sinvastatina de 2 mg/kg
reduziu a alodinia mecénica do 3° ao 122 dia, sendo que o efeito antialodinico manteve-
se até a 62 hora de avaliacdo no 3° e 6° dia. Da mesma maneira, Shi e colaboradores
(SHI et al.,, 2011) também mostraram efeitos benéficos com doses maiores de
sinvastatina (10 e 20 mg/kg, v.0.) ap6s a ligadura parcial do nervo ciatico em
camundongos. Entretanto, em nossas condi¢fes experimentais, a maior dose (80
mg/kg) de sinvastatina ndo apresentou efeito antialodinico mais pronunciado ou
duradouro quando comparado com a menor dose. Outro dado importante é que o
tratamento diario com as duas doses de sinvastatina ndo mantiveram o efeito
antialodinico mecanico até o ultimo dia de avaliagdo. Conforme citado anteriormente,
um estudo mostrou que o tratamento oral diario com sinvastatina (10 e 20 mg/kg) em
camundongos apos a lesdo do nervo, reduziu a sensibilidade mecanica por 14 dias (SHI
et al., 2011). Essa diferenca entre os resultados pode ser explicada pelo diferente
modelo experimental de neuropatia periférica utilizado (ligadura parcial de nervo ciatico
X esmagamento de nervo ciatico) e modelo animal (camundongos x ratos). Contudo,
nosso estudo evidenciou que a atividade antialodinica da sinvastatina foi um pouco mais
evidente e duradoura com a dose de 2 mg/kg quando comparada a dose de 80 mg/kg,
embora ndo tenha sido encontrado diferencas estatisticas significativas entre as doses.
Estudos prévios também documentaram melhor eficacia com doses menores de
estatinas, como a rosuvastatina e atorvastatina (10 e 3 mg/kg, respectivamente) em
relagdo a maiores doses (20 e 30 mg/kg, respectivamente) em aliviar a dor neuropatica
apoés leséo periférica de nervo (ligadura parcial e constricdo crénica de nervo ciatico,
respectivamente) (PATHAK et al., 2013; SHI et al., 2011). Analisando a angiogénese,
também foi observado que doses menores de estatinas foram mais eficazes em induzir
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular in vitro e in vivo em um modelo de

angiogénese tumoral (WEIS et al., 2002).
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Com relacdo as caracteristicas farmacocinéticas, tem sido reportado que
estatinas hidrofilicas aliviam melhor a dor neuropética quando comparadas a estatinas
hidrofébicas, através da inibicdo hepatica da HMG-CoA redutase, levando a reducgéo de
dos metabdlitos intermediarios da via do mevalonato. Além disso, sabe-se que a
rosuvastatina (uma estatina hidrofilica) € mais potente em inibir a enzima HMG-CoA
redutase com uma concentragdo inibitéria de 50% de cerca de 17 vezes maior que a
sinvastatina (estatina lipofilica). Além disso, essa estatina possui parcialmente
metabolismo de primeira passagem, mantendo a sua biodisponibilidade um pouco maior
em relagdo a estatinas que sofrem total metabolismo de primeira passagem (SHI et al.,
2011; SIRTORI, 2014). A sinvastatina € uma pro-droga na forma de lactona, hidrofébica,
com meia vida curta e possui total metabolismo de primeira passagem (FUKAMI et al.,
1993; SHI et al., 2011; SIRTORI, 2014; WU et al., 2008). De fato, as propriedades
hidrofébicas da sinvastatina e a diminuicdo da biodisponibilidade desse farmaco devido
ao metabolismo de primeira passagem podem explicar, em parte, por que o efeito
antialodinico ndo foi mantido até o ultimo dia de avaliacdo da alodinia mecéanica na dor
neuropatica, bem como porque a maior dose ndo apresentou efeitos antialodinicos mais
duradouro apds o esmagamento de nervo.

A alodinia ao frio também é um dos sintomas comuns que caracterizam a dor
neuropatica. Em nosso modelo, como mencionado anteriormente, foi possivel observar
aumento da sensibilidade ao frio, caracterizado por alodinia ao frio, logo apés a cirurgia,
mantendo-se durante todo o periodo de avaliagdo nos animais tratados com veiculo.
Nossos dados demonstraram que ambas as doses de sinvastatina (2 e 80 mg/kg) nao
tiveram nenhum efeito antialodinico ao frio durante os dias observados. Da mesma
maneira, foi demonstrado que tanto o tratamento com sinvastatina quanto com
atorvastatina (10, 30 e 100 mg/kg) néo foi capaz de diminuir a alodinia ao frio no modelo
de neuropatia induzida pela oxiplatina em camundongos (OHSAWA et al., 2014). E
possivel especular que cada tipo de alodinia (mecéanico e frio) recruta mecanismos
diferentes para deteccéo e transmissao do estimulo nociceptivo e ndo nocivo até o SNC
em animais sensibilizados, e que a sinvastatina impede a detecc¢do e/ou transmisséo de
estimulos mecéanico e ndo de estimulos ndo nocivos ao frio, e por isso essa estatina
demonstrou efeitos antialodinicos mecanicos mas néo teve nenhum efeito antialodinico
ao frio. Entretanto, esse mecanismo e a hipétese sugerida ainda necessita ser melhor
elucidada.

Um dado importante foi a constatacdo de que o tratamento prolongado com a
maior dose de sinvastatina ndo piorou o quadro de dor neuropatica ja instalado, avaliado
pela alodinia mecanica e ao frio, ao contrario do que se relatada que maiores doses de

sinvastatina podem desenvolver dor neuropatica (FDA, 2014). Além disso, apesar dos
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parametros relacionados a toxicidade muscular ndo terem sido avaliados, a Unica
diferenca entre os animais tratados com a baixa e a alta dose de sinvastatina foi a
diminuigdo do ganho de peso, a qual foi evidente nos animais tratados com sinvastatina
80 mg/kg.

Muitos estudos demonstraram que a gabapentina, um anticonvulsivante
comumente utilizado para o tratamento da dor neuropatica em pacientes, quando
administrada por via intraperitoneal em roedores apresenta, da mesma forma,
excelentes efeitos antialodinicos na dor neuropatica (ALLCHORNE et al., 2012; AMIN &
HOSSEINZADEH, 2012; GUNDUZ et al., 2011; KUKKAR et al., 2013; MA et al., 2011).
Inicialmente, nés utilizamos a mesma via para administragdo desse anticonvulsivante
em nossos experimentos, diluindo esse farmaco em salina (cloreto de sddio a 0,9%)
estéril. Porém, mesmo utilizando a dose de 30 mg/kg, nGs observamos que por essa via
0s animais tinham sintomas de depressdo do SNC (sonoléncia, pélo ericado e
arqueamento da cauda), além de causar contor¢des abdominais, apdés a injecao,
caracterizando dor visceral (pH da solugéo 6,0). Dessa maneira, optou-se em continuar
0os experimentos administrando a gabapentina por via oral, excluindo esses efeitos.
Dados da literatura comprovam que o tratamento crénico com gabapentina (10 e 30
mg/kg) por via oral atenuou a alodinia mecanica apos leséo por constricdo crdnica no
nervo ciatico (GREGOIRE et al., 2012) mas ndo teve nenhum efeito na alodinia ao frio
(teste da acetona) induzido pela oxiplatina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) (OHSAWA et al.,
2014). De maneira semelhante, nossos resultados mostraram um significativo efeito
antialodinico mecéanico da gabapentina por até 18 dias apds o esmagamento do nervo
ciatico, mas nenhum efeito foi observado na alodinia ao frio induzido pela acetona.

Além da dor que surge como consequéncia da leséo do nervo, a fungdo motora
também é prejudicada/interrompida ap6s o esmagamento do nervo, devido a diminuicdo
de impulsos nervosos aos tecidos subjacentes ao local da leséo, por degeneracdo
neural (PELLEGRINO & FRANZINI, 1963). Nossos resultados mostraram que ambos 0s
tratamentos, sinvastatina e gabapentina, ndo tiveram efeito em melhorar a funcdo
motora apds 0 esmagamento do nervo ciatico, controverso com que foi documentado
anteriormente, que o tratamento com estatinas (sinvastatina, 20 mg/kg, i.p. por 21 dias
e atorvastatina, 5 mg/kg, v.o., por 7 dias) melhorou a funcdo motora apés a lesédo (PAN
et al., 2010; XAVIER et al., 2012). Entretanto, foi notavel que ndo ha disfun¢cdo motora
no ultimo dia avaliado (18° dia), mostrando uma melhora per se em animais lesionados.
Na mesma dire¢do, foi demonstrado que no modelo de esmagamento de nervo ciatico
0s animais recuperam a fun¢cdo motora per se entre 14 e 28 dias apoés a lesdo (MARTINS
et al., 2011; PAN et al.,, 2010). Sabe-se que diminuicdo da fungdo motora esta

relacionada com a diminui¢cdo dos impulsos nervosos nas fibras lesadas até a periferia,
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e os farmacos utilizados como analgésicos nessas condi¢des, ndo recuperam a fibra
lesada, diminuindo somente a transmisséo e/ou detecc¢ao da informacédo nociceptiva até
o SNC. Dessa maneira, sugere-se que os efeitos antialodinicos da sinvastatina e da
gabapentina ndo parecem estar correlacionados com a melhora da fungcdo motora
avaliada por esses testes, ou ainda, que estes efeitos antialodinicos ndo sejam
suficientes para melhorar a fungdo motora.

Com relagdo a morfologia neural ap6s o esmagamento do nervo, n0OSSoS
resultados mostraram que o tratamento com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) preservou, em
parte, a morfologia do nervo ciatico apds 6 dias da lesdo, preservando a espessura da
bainha de mielina e o nimero de fibras mielinizadas/mm2 quando comparado aos
animais lesionados que receberam apenas veiculo. Apds a lesao, é possivel observar
no grupo controle (veiculo) degeneracdo Walleriana observando-se degeneracao neural
com desmielinizagéo, diminuicdo do didametro e da espessura da bainha de mielina,
inchago axonal e, consequentemente, diminuicdo no numero de fibras mielinizadas. Foi
possivel notar que o tratamento com sinvastatina em ambas as doses preservaram
esses parametros morfol6gicos. Da mesma maneira, estudos também revelaram uma
preservacdo da morfologia do nervo ciatico com o tratamento com sinvastatina (20
mg/kg, i.p.) em 21 dias apés a lesdo (XAVIER et al., 2012). Pode-se sugerir que um dos
provaveis mecanismos responsaveis pelo efeito nheuroprotetor da sinvastatina, seja um
efeito anti-inflamatério, diminuindo o processo inflamatério envolvido na degeneracdo
Walleriana, preservando a morfologia do nervo. No entanto, mais estudos s&o
necessarios para comprovar tal hipétese. Ademais, esse estudo clarificou os efeitos
conflitantes na literatura a respeito do efeito da sinvastatina na morfologia do nervo,
contribuindo em confirmar que a sinvastatina tem efeitos benéficos na morfologia do
nervo apds uma lesédo traumatica, embora dados da literatura indiquem que a inibicdo
da sintese de colesterol pode prejudicar a fungédo do nervo (mielinizacdo, crescimento
axonal e formacdo de sinapses, entre outros) e contribuir para o desenvolvimento de
neuropatias (BHALLA et al., 2014). Neste caso, a inibicdo da sintese de colesterol pelo
tratamento com sinvastatina parece nado estar envolvido nos processos de
degeneracdo/recuperacdo da morfologia neural, demonstrando ser um efeito
neuroprotetor independente da producéo de colesterol. Entretanto, o tratamento com
gabapentina ndo preservou a morfologia do nervo, controverso com estudos prévios que
mostraram que a gabapentina (100 mg/kg) induz regeneracao neural apds a constricdo
cronica do nervo ciatico em trés dias de tratamento (ARCOS et al., 2013). Com base
nesses achados, podemos sugerir que baixas doses de sinvastatina poderiam ser

utilizadas como coadjuvante com a gabapentina para tratamento da dor neuropatica
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causada por lesdo de nervos, visto que além de possuir efeitos antialodinicos, a
sinvastatina apresenta um efeito neuroprotetor adicional em comparacédo a gabapentina.

Com relacgéo relacdo a funcdo motora e melhora da morfologia do nervo, tem
sido relatado que uma boa remielinizacdo neural pode estar acompanhada de uma baixa
performance funcional (DE MEDINACELI, 1995), que é consistente com nossos
resultados que mostraram que ambas as doses de sinvastatina, apesar de terem
apresentado efeitos neuroprotetores, ndo melhoraram a fungcdo motora. Ou ainda, os
efeitos neuroprotetores de ambas as doses podem ter sido insuficientes para melhorar
a funcdo motora avaliada pelos indices do ciético.

De acordo com alguns estudos prévios sobre as estatinas na mieliniza¢do neural,
tem-se demonstrado efeitos duais, representados tanto por regeneracdo como por
degeneracdo neural, em diferentes modelos experimentais. No modelo de lesdo de
medula espinhal em ratos, a administracdo de uma dose baixa de atorvastatina (5
mg/kg, v.0.) durante 7 dias reduziu para@metros como perda neuronal, destruicdo axonal
e desmielinizagdo (PANNU et al., 2007). Além disso, baixas doses de sinvastatina (0,5
ou 1 mg/kg), administradas oralmente por 14 dias, também melhoraram a sobrevivéncia
neuronal no modelo de les&o traumatica cerebral em ratos (MAHMOOD et al., 2009).
Ainda em relacédo a sinvastatina em menor dose (1 mg/kg), porém administrada por via
intravenosa, esta também foi capaz de exibir efeitos neuroprotetores no modelo de lesédo
de nervo por isquemia e reperfusdo (GHOLAMI et al., 2008). Tem sido relado que em
modelos de neuropatia diabética induzida por estreptozotocina, a rosuvastatina também
mostrou melhorar a funcdo do nervo, agindo nas fibras de pequeno e largo didmetro
melhorando a condutividade, além de diminuir a hiperalgesia térmica em ratos
(CAMERON et al., 2003). Existem ainda evidéncias dos efeitos benéficos das estatinas
em estudos clinicos em pacientes com diabetes mellitus tipo 2, com diagndstico de alta
sensitividade e especificidade para polineuropatia distal simétrica. Tanto o tratamento
com estatinas quanto com fibratos preveniu contra o desenvolvimento de neuropatia
sensorial periférica e que esses efeitos benéficos parecem ser independentes do efeito
do metabolismo de lipoproteinas das estatinas (DAVIS et al., 2008). Desse modo, as
estatinas ganharam interesse como potenciais drogas para o tratamento de doencas
envolvendo lesdes traumaticas, incluindo lesdo de nervos, além dos seus indiscutiveis
efeitos na terapia de redugcdo de colesterol. Entretanto, os efeitos benéficos ainda
necessitam ser melhores avaliados em humanos para confirmar a relevancia clinica.

Por outro lado, usando o modelo de desmielinizagéo induzida por cuprizona em
camundongos, a fim de mimetizar a esclerose mdultipla, o tratamento prolongado
(~21dias) com sinvastatina (2 mg/kg) administrado por via intraperitoneal, bloqueou a

diferenciacdo de células progenitoras para células maduras, inibindo a remielinizacao
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no SNC (MIRON et al., 2009). Além disso, estudos recentes in vitro em cultura de
neurbnios e células de Schwann mostraram que o tratamento com fluvastatina por 7
dias resultou em perda de neurénios motores espinhais de maneira dose dependente,
e que ainda, a administracao de sinvastatina em altas doses mostrou ser toxica a essas
células, o que pode explicar em parte a exacerbacdo de doencas neuromusculares nos
pacientes em tratamento com estatinas (MURINSON et al.,, 2012). Em relacdo aos
estudos clinicos, existe um grande numero de evidéncias que correlacionam que o
tratamento crénico com estatinas em pacientes, pode aumentar o risco de desenvolver
neuropatia periférica e induzir efeitos neurotéxicos, porém que ndo sdo evidentes em
baixas doses (BROWN, 2008; FERNANDEZ et al, 2011; GAIST et al., 2002;
JEPPESEN et al., 1999; PHAN et al., 1995; ZIAJKA & WEHMEIER, 1998). Na mesma
direcao, é sugerido que pacientes que fazem uso de sinvastatina em doses altas (40 e
80 mg) podem aumentar o risco de desenvolver neuropatias periféricas (FDA, 2014;
WEST et al., 2014).

Nesse propésito, considerando 0 aspecto sensorial, o tratamento com as duas
doses de sinvastatina ndo exacerbaram a alodinia mecénica nos animais com leséo no
ciatico. Contudo, ndo podemos aferir se 0 mesmo tratamento com a sinvastatina poderia
causar comportamentos nociceptivos nos animais, uma vez que ndo avaliamos este
efeito per se.

Apés a lesdo de nervos periféricos ou lesdo de tecidos, ocorre liberacdo de
mediados inflamatdérios por células teciduais que infiltram no local da lesdo. A MPO é
encontrada nos granulos azurdéfilos de neutrdfilos, uma célula inflamatéria, e €
comumente usada como marcador indireto de tecido contendo neutrofilos que migram
no sitio da lesdo na fase inicial da inflamacao (CAMARA et al., 2013). De fato, os
resultados obtidos revelaram um aumento da infiltragdo de neutroéfilos, determinado pelo
aumento da enzima MPO, 12 dias ap0s a lesdo no nervo ciatico, em animais tratados
com veiculo. Contudo, foi possivel observar que ambas as doses de sinvastatina
reduziram a infiltracéo de neutréfilos no local da lesé@o, sugerindo um possivel efeito anti-
inflamatorio dessa estatina. Também tem sido reportado uma reducéo na atividade da
MPO com o tratamento intraperitoneal de sinvastatina (5 mg/kg) ap6s lesdo por
reperfuséo isquémica (ZHAO et al., 2014). Contudo, a gabapentina ndo reduziu esse
parametro inflamatdério. Por outro lado, células mononucleares sé@o células de infiltragéo
mais tardia nos processos inflamatérios, e podem ser quantificadas mensurando a
atividade da enzima lisossomal N-acetilglucosaminidase (NAG), presente em altos
niveis em macrofagos ativados (BAILEY, 1988). Neste caso, ambos os tratamento
(sinvastatina e gabapentina) ndo diminuiram os niveis da NAG no 18° dia apds o

esmagamento do ciatico. Em experimentos in vitro de Aikawa e colaboradores (AIKAWA
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et al., 2001) foi demonstrado que a cerivastatina foi capaz de reduzir a proliferacédo de
macréfagos no tecido adrtico. O mecanismo sob o qual ocorre essa redugdo pode ser
através da modulacdo da atividade do fator nuclear kB (NF-kB) e prenilacdo de
pequenas proteinas sinalizadoras Rho (CHASE et al., 2002; IKEDA et al., 2000; WONG
et al.,, 2001). Contudo, apesar da cerivastatina apresentar efeito em diminuir a
proliferacdo de macréfagos, esse mecanismo pode ndo estar correlacionado com a
capacidade de infiltracdo dessas células no nervo ciatico.

Sabe-se que no processo de degeneracdo Walleriana, células teciduais como
macrofagos e leucdcitos infiltram no local da lesdo, e juntamente com as células de
Schwann participam do processo de degeneragéo axonal. Os macréfagos e as células
de Schwann expressam em suas membranas citocinas e os leucdcitos que migram para
o local da leséo iniciam o processo inflamatério (BHALLA et al., 2014). Nesse sentido,
nds observamos que a sinvastatina inibiu a migragado neutrofilica (célula leucocitaria) no
local da lesdo, o que pode nos sugerir, mais uma vez, que o efeito neuroprotetor da
sinvastatina seja, de fato, um efeito anti-inflamatério, reduzindo o processo inflamatério
na degeneragdo Walleriana.

Até o momento, nosso conjunto de dados mostra que o tratamento crénico com
a sinvastatina, nas doses de 2 e 80 mg/kg, promoveu um efeito antinociceptivo no teste
da formalina, efeito antialodinico frente a estimulagdo mecéanica, preservacdo da
morfologia neural e reducéo da infiltracdo de neutréflos, o que sugerem que em nosso
estudo, os efeitos benéficos observados podem estar correlacionados ao efeito anti-
inflamatoério desta estatina. Embora este estudo ndo tenha avaliado os niveis de
citocinas no nervo dos animais neuropaticos, existem varios estudos em animais
experimentais que sugerem que as estatinas sdo capazes de atenuar a dor neuropatica
por mecanismos independentes da reducao do colesterol (BHALLA et al., 2014; CHU et
al., 2012; GHOLAMI et al., 2008; SHI et al., 2011; XAVIER et al., 2012).

Dentre 0os mecanismos propostos, as estatinas podem aumentar a expressao da
eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) visando aumentar a perfusdo neural e inibir a
atividade da iNOS, reduzindo a resposta inflamatéria (CAMERON et al., 2003; CHU et
al.,, 2012; 1l et al., 2005). Adicionalmente, através da reducdo da ativacdo de células
gliais como micréglia e astrocitos, as estatinas diminuem a liberagdo de citocinas,
corroborando na reducdo da excitabilidade neuronal (LUO et al., 1996; MILLIGAN &
WATKINS, 2009). Mais ainda, a reducao da liberacdo de espécies reativas de oxigénio,
juntamente com a inibicdo da liberagdo de mediadores inflamatoérios derivados de
leucocitos tem sido implicados na preservagdo do dano neural (BHALLA et al., 2014;
HOLTHUSEN & ARNDT, 1995)
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No entanto, 0 mecanismo de ac¢éo classico dessa classe de farmacos consiste
em inibir a enzima HMG-CoA redutase, reduzindo a forma¢ao enddégena de mevalonato
e seus derivados. Ohsawa e colaboradores (OHSAWA et al., 2008) observaram que a
injecdo intratecal de mevalonato em camundongos induziu hiperalgesia térmica ao
calor, e sugeriram que o mevalonato é capaz de sensibilizar a transmissao nociceptiva
a nivel espinhal. De fato, em ratos ndo operados, demonstramos, pela primeira vez, que
a injecado intraplantar de mevalonato também foi capaz de induzir comportamentos
nociceptivos, o que reforga a hipétese de que o mevalonato, os metabdlitos ou proteinas
isopreniladas derivadas desta via enzimatica, sdo importantes na modulacdo
nociceptiva.

Porém, de maneira intrigante, n6s observamos que doses crescentes do
mevalonato em animais normais, induziu curva dose-resposta em forma de “U” em
relagcdo ao numero de flinches. A medida que as doses de mevalonato aumentam até a
dose de 1 umol/50 pl, o efeito nociceptivo é diminuido alcancando o fundo da curva em
U. A medida que a dose aumenta, o efeito nociceptivo aumenta também, aumentando
as respostas, resultando na subida da curva novamente. Estudos recentes
demonstraram que um dos primeiros metabdélitos da via do mevalonato, o isopentenil-
PP, inibe TRPV3 e TRPAl1 em cultura de células de rim, neurbnios sensoriais e
queratinécitos (BANG et al., 2011; OHSAWA et al., 2008). Dessa maneira, dentre 0s
possiveis mecanismos para o efeito hipernociceptivo descendente até a dose de 1
umol/50 pl, podemos sugerir que a producdo desse metabdlito com efeito
antinociceptivo esteja diminuindo as respostas nociceptivas nos animais. Entretanto, foi
documentado que a forma isbmera do isopentenil-PP, o dimetilalil-PP induziu respostas
nociceptivas através da ativacdo do TRPV4, e o metabdlito seguinte ao geranil-PP, o
farnesil-PP, induziu comportamentos nociceptivos e ativou o TRPV3 em cultura de
gueratinécitos (BANG et al.,, 2010, 2012). Dessa forma, nés hipotetizamos que o
mevalonato em doses superiores a 1 umol/50 yl pode aumentar a producdo de
metabdlitos que favorecem a nocicepg¢éo, aumentando 0s comportamentos nociceptivos
em animais normais. No entanto, para confirmar essas hipéteses seriam necessarios
novos estudos inibindo as enzimas envolvidas, a mevalonato pirofosfato decarboxilase
e farnesil pirofosfato sintase que produzem seus respectivos metabdlitos, o isopentenil-
PP e o farnesil-PP, para observar se ha ou ndo reverséo das respostas observadas.

De maneira semelhante, em animais neuropaticos, a inje¢do intraplantar de
mevalonato induziu respostas nociceptivas significativamente maiores quando
comparado aos animais normais, indicando sensibilizacéo dos animais frente a dose de
1 pmol/50 pl. Apesar de ser reconhecido que a neuroplasticidade associada a leséo de

nervos aumenta e facilita a transmisséo nociceptiva, até o presente momento nédo é
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possivel explicar como o mevalonato enddégeno ou exdgeno estaria atuando para
exacerbar a dor neuropética. No entanto, como mencionado anteriormente, estudos
recentes demonstraram que metabodlitos do mevalonato podem atuar como
moduladores de receptores TRPs, 0 que pode contribuir para a manutenc¢éo da dor.

Varios estudos utilizam a incubagéo de estatinas com ou sem o mevalonato para
investigar se a inibicdo da enzima HMG-CoOA redutase é a responsavel pelos efeitos
observados. Em cultura priméaria de neurdnios de cortex de rato, a atorvastatina preveniu
a neurotoxicidade e morte neuronal induzida por glutamato, sendo que este efeito ndo
foi revertido pelo mevalonato, indicando que o efeito protetor da estatina é independente
da classica inibicao enzimatica (BOSEL et al., 2005). Ainda levando em consideragéo o
envolvimento da via do mevalonato no mecanismo antinociceptivo das estatinas,
Ohsawa e colaboradores (OHSAWA et al., 2012) observaram que o efeito
antinociceptivo da sinvastatina na segunda fase do teste da formalina foi revertido pela
co-administracdo intratecal de mevalonato. O mesmo grupo também demonstrou que
na neuropatia diabética induzida por estreptozotocina em camundongos, os efeitos anti-
hiperalgésico ao calor e anti-alodinico mecanico promovido pelo tratamento
intraperitoneal com sinvastatina (20 mg/kg), foram revertidos pelo tratamento com
mevalonato (30 mg/kg, i.p.), relacionando o efeito analgésico da sinvastatina na
neuropatia diabética ao mecanismo de acao classico deste farmaco (OHSAWA et al.,
2011). Curiosamente, nos animais neuropéticos do nosso estudo, a menor dose de
sinvastatina (2 mg/kg) ndo reduziu a nocicepgao induzida pelo mevalonato, enquanto
que a maior dose (80 mg/kg) promoveu o efeito antinociceptivo. Neste contexto,
podemos sugerir que a sinvastatina pode exercer seus efeitos antinociceptivos de
maneira dependente (dose menor) e/ou independente (dose maior) da inibicdo da
enzima HMG-CoA redutase (ou da via do mevalonato), dependendo da dose
empregada. Contudo, mais estudos sdo necessarios para comprovar a importancia da
via do mevalonato no desenvolvimento e manutencéo de quadros dolorosos.

Os resultados do presente trabalho demonstram que a sinvastatina apresenta
efeitos antialodinicos mecéanico, concomitante com a preservagdo da morfologia do
nervo ciatico e diminuicao da atividade neutrofilica. Além disso, sugere-se que os efeitos
antialodinicos da menor dose da sinvastatina seja dependente da via do mevalonato,
enquanto que a maior dose parece ter seus efeitos analgésicos independente da via.
Contudo, considerando o efeito antialodinico, a sinvastatina tem um efeito menos
sustentado e evidente quando comparado a gabapentina, uma das terapias padrao para

o tratamento da dor neuropatica.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que:

v

A sinvastatina em ambas doses (2 e 80 mg/kg) reduziram a fase inflamatéria
da nocicepgéao induzida pela formalina;

O tratamento com sinvastatina na menor dose (2 mg/kg) apresentou efeitos
antialodinicos mecanico, reduzindo a sensibilidade mecénica até o 12° dia

apoés a lesdo do nervo ciético;

O tratamento com a maior dose de sinvastatina (80 mg/kg) reduziu a alodinia

mecanica somente no 3° dia ap6s a lesdo do nervo ciético;

Os tratamento com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) ou gabapentina nao

diminuiram a alodinia ao frio no modelo de neuropatia periférica;

Os tratamento com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) ou gabapentina nao

promoveram a melhora da fun¢gdo motora apos a lesdo do nervo ciatico;

O tratamento com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) preservou a morfologia do
nervo ciatico (espessura da bainha de mielina e o nimero de fibras/mmz2)
apos 6 dias da lesao por esmagamento, porém a gabapentina nao teve efeito

neuroprotetor;

O tratamento com sinvastatina (2 e 80 mg/kg) reduziu a infiltragdo de
neutréfilos no 12° dia apdés a lesdo do nervo ciatico, mas nao reduziu a

infiltracdo de macrofagos no 18° dia apoés a leséo;

O tratamento agudo com sinvastatina 80 mg/kg reduziu a nocicepcao
induzida pelo mevalonato, porém a menor dose nao apresentou nenhum

efeito.
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Em conjunto, esses resultados contribuiram em clarificar os efeitos da sinvastatina
na dor neuropética, mostrando que a sinvastatina tem efeitos benéficos, reduzindo a
alodinia mecéanica, porém apenas a menor dose apresentou efeitos antialodinicos mais
duradouros. De maneira importante, apesar da sinvastatina ndo melhorar a funcéo
motora, nds confirmamos que essa estatina preservou a morfologia do nervo apos leséo.
Além disso, nossos estudos sugerem que sinvastatina tem efeitos anti-inflamatorios,
reduzindo a dor inflamatdria induzida pela formalina e inibindo a infiltrac&o de neutréfilos
ap6s esmagamento do nervo ciético, e que esse efeito anti-inflamatério da sinvastatina
pode estar relacionado com o efeito neuroprotetor e antialodinico da sinvastatina na
neuropatia periférica. Ademais, a nocicep¢ao induzida pelo mevalonato nos indica que
o blogueio da sintese do mevalonato enddgeno, de seus metabdlitos intermediarios e/ou
de proteinas preniladas sejam responsaveis pelos efeitos analgésicos da menor dose
da sinvastatina (dependente da via do mevalonato), e que a maior dose parece ter seus
efeitos antialodinicos independente da via do mevalonato. Na mesma dire¢do, néo foi
observado agravamento dos parametros sensoriais ha dor neuropatica com a maior
dose, indicando que essa dose parece ndo contribuir para o desenvolvimento de
neuropatias. No entanto, é possivel observar que os efeitos antilodinicos da
gabapentina, tratamento usualmente utilizado para a dor neuropética, sdo mais
proeminentes que as doses de sinvastatina empregadas. Assim sendo, é possivel
indicar que um tratamento coadjuvante com a menor dose da sinvastatina e a
gabapentina, possa obter mais efeitos benéficos, produzindo melhores efeitos
antialodinicos, além de preservar a morfologia neural pelo tratamento com sinvastatina.
Porém, mais estudos sdo necessarios para investigar esses efeitos e para elucidar o
mecanismo analgésico e anti-inflamatério da sinvastatina, bem como a investigacao da
importancia da via do mevalonato no desenvolvimento e manutencdo de quadros

dolorosos.
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