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Os Inibidores da FAAH Melhoram a Funcéo das Bexigas Inflamadas, Modulando
os Niveis de Anandamide e Palmitoil Etanolamida

FAAH Inhibitor Improves Function of Inflamed Bladders by Modulation

of Anandamide and Palmitoylethanolamide

Ana Charrua'234, Rita Matos*, Tim Marczylo®, Istvan Nagy®, Francisco Cruz'237

Resumo

Introdugéo: O objectivo foi estudar o efeito do blogueio da hi-
drolase da amida dos acidos gordos na bexiga hiperativa e dos
niveis de amidas de acidos gordos durante a cistite.

Material e Métodos: A cistite foi induzida em fémeas de rataza-
nas Wistar usando lipopolissacarideo a 5 mg/mL. O grupo con-
trolo foi instilado com solug&o salina. Ambos os grupos recebe-
ram intravenosamente (veia caudal), durante cistometria: URB
937 (URB; antagonista da hidrolase da amida dos &cidos gor-
dos - FAAH) em doses de 0,007, 0,07, 0,7 e 7 mg/kg (cumulati-
vamente, com 10 minutos de intervalo). Usando a dose maxima
efetiva de URB (0,7 mg/kg, ver em baixo) os animais receberam
intravenosamente 10 uM MJ15 (antagonista do recetor CB1) ou
0,3 mg SR144528 /kg (SR; antagonista do recetor CB2). Em do-
ses de 7 mg/kg, os animais receberam 1,4 ng SB366791/kg
(SB; antagonista do TRPV1).

Grupos de animais controlo e com cistite (sem receberem ou
depois de receberem 0,7 e 7 mg/kg URB) foram eutanasiados
e as bexigas foram colhidas para determinacao dos niveis de
anandamida (AEA) e palmitoil etanolamida (PEA) por espetro-
metria de massa.

Resultados: A frequéncia dos animais controlo ndo se alterou
com o tratamento de URB. Na cistite, houve um aumento da
frequéncia urinaria. URB nas doses de 0,007 mg/kg e 0,07 mg/
kg fez diminuir a frequéncia urinéria dos animais com cistite. Na
dose de 0,7 mg/kg, o URB reverteu a hiperatividade vesical in-
duzida pela cistite. Na dose de 7 mg/kg, URB néo reverteu nem
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Abstract

Introduction: We aim to study the effect of fatty acid amide
hydrolase (FAAH) blockade on bladder hyperactivity and on
fatty acid amides levels during cystitis.

Material and Methods: Cystitis was induced in female Wistar
rats using 5 mg/mL lipopolysaccharide (LPS). Control group
were intravesical instilled with saline. LPS and control groups
received intravenously (caudal vein) during cystometry: URB
937 (URB; FAAH antagonist) in doses of 0.007, 0.07, 0.7 and
7 mg/kg (cumulative, with 10 minutes interval). Using the ma-
ximal effective dose of URB (0.7 mg/kg, see below) animals
received 10 uM MJ15 (CB1 receptor antagonist) or 0.3 mg
SR144528 /kg (SR, CB2 receptor antagonist). At dose of 7
mg/kg, animals receive 1.4 ug SB366791/kg (SB; TRPV1 an-
tagonist).

Control and inflamed (without and with 0.7 and 7 mg/kg URB)
group were euthanized and the bladder was harvested for the
determination of anandamide (AEA) and palmitoylethanolami-
de (PEA) by mass spectrometry.

Results: Frequency of control was not changed by URB treat-
ment at any dose. LPS increase bladder frequency. 0.007 mg
and 0.07 mg URB decrease bladder frequency of LPS-infla-
med rats. 0.7 URB reversed LPS-induced bladder hyperacti-
vity. At 7. mg, URB was unable to reverse or reduce LPS-indu-
ced bladder hyperactivity.

The administration of CB1, CB2 and TRPV1 antagonists did
not change the frequency of voiding contractions of naive ani-
mals. CB1 antagonist reversed the effect of 0.7 URB while
TRPV1 antagonist reduced the effect of 7 URB.

AEA levels increase during inflammation. Treating LPS-infla-
med animals with 0.7 mg URB brought AEA levels to control
levels. Treating LPS-inflamed animals with 7 mg URB did not
change AEA levels, compared to LPS-inflamed animals.

PEA levels decrease during inflammation. Treating LPS-infla-
med animals with 0.7 mg URB brought AEA levels to control
levels. Treating LPS-inflamed animals with 7 mg URB, decrea-
sed PEA levels to values similar to the ones observed in LPS-
-inflamed animals.

Conclusion: During cystitis, the FAAH inhibitor raises the le-
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reduziu a hiperatividade vesical induzida pela cistite.

A administracdo dos antagonistas dos recetores CB1, CB2 e
TRPV1 n&o alterou a frequéncia urinaria dos animais controlo.
O antagonista do recetor CB1 reverteu o efeito induzido por 0,7
mg URB/kg enquanto o antagonista do TRPV1 reduziu o efeito
induzido por 7 mg URB/kg.

Os niveis de AEA na bexiga aumentaram com a cistite. A ad-
ministracdo de 0,7 mg URB/kg aos animais com cistite baixou
niveis de AEA para niveis semelhantes aos dos animais controlo.
A administragéo de 7 mg URB/kg em animais com cistite ndo al-
terou os niveis de AEA, comparando com os animais com cistite.
Os niveis de PEA diminuiram com a cistite. A administragéo de
0,7 mg URB/kg aos animais com cistite elevou os niveis de PEA
para valores semelhantes aos dos animais controlo. A adminis-
tracao de 7 mg URB/kg em animais com cistite baixou niveis de
PEA para niveis semelhantes aos dos animais com cistite.
Concluséo: Na cistite, o inibidor da FAAH aumentou os niveis
da PEA e reverteu a frequéncia urinaria, por um mecanismo
que envolve o recetor CB1. Quando usado em doses muito
elevadas, o antagonista da FAAH aumenta os niveis de AEA
e aumenta da frequéncia urinaria por um mecanismo depen-
dente do TRPV1. Assim sendo, a escolha da dose do inibidor
da FAAH a ser usado na clinica devera considerar os efeitos
putativos sobre os niveis de endocanabindide no sistema.

Palavras-chave: Acidos Araquidonicos; Acidos Palmiticos; Anti-
-Inflamatdrios; Bexiga Urinéria; Dor; Endocanabindides.

Introducao

Os mecanismos de dor visceral associados a disfungdo da
bexiga sdo ainda pouco conhecidos. No entanto, é sabido
que o processo envolve a sensibilizacdo de neurdnios afe-
rentes primarios nociceptivos, nomeadamente neuronios
que expressam TRPV1." Na cistite, o TRPV1 & ativado por
moléculas enddégenas como a anandamida (AEA, do inglés
arachidonoyl ethanolamine). Esta molécula, em condicdes fi-
siolégicas atua sobre recetor canabindide 1 (CB1) e recetor
canabindides 2 (CB2) promovendo o relaxamento do detru-
sor.2 No entanto, na cistite, atua sobre o TRPV1, contribuindo
para o desenvolvimento da hiperalgesia e hiperreflexia vesi-
cal.® Pensa-se que a acdo da AEA nestes recetores esteja
intimamente ligada com os seus niveis na bexiga. Ou seja,
quando em niveis mais baixos, atua sobre os recetores ca-
nabindides e em niveis mais altos atua sobre o TRPV1.4 Esta
hipdtese é corroborada pela observacéo feita anteriormente
pelo nosso grupo de trabalho, em que se verificou que rata-
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vels of PEA and reverses the urinary frequency by a CB1 re-
ceptor-mediated mechanism. When used in very high doses,
the FAAH antagonist raises the levels of AEA and increases
the urinary frequency by a TRPV1-dependent mechanism.
Therefore, the choice of FAAH inhibitor dosage to be used in
the clinics should consider the putative effects over the endo-
cannabinoid levels in the system.

Keywords: Anti-Inflammatory Agents; Arachidonic Acids; En-
docannabinoids; Palmitic Acids; Pain,; Urinary Bladder.

zanas fémeas com cistite apresentam niveis de anandamida
muito mais elevados do que ratazanas controlo.® A acdo da
anandamida sobre os recetores canabindides é potenciada
pela amida de acido gordo palmitoil etanolamida (PEA, do in-
glés palmitoylethanolamide), através de um efeito entourage.®
De facto, num modelo animal de cistite verificou-se que a ad-
ministrac&o exdgena de PEA exdgena atenuou o comporta-
mento doloroso vesical, através do recetor CB1.6 Os niveis de
AEA e de PEA séo controlados enzimaticamente, quer pela
enzima que as produzem, a N-acil fosfatidiletanolamina fosfo-
lipase D (NAPE-PLD, do inglés N-acyl phosphatidylethanola-
mine phospholipase D),” quer pelas enzimas que as preferen-
cialmente degradam, a hidrolase da amida de &cidos gordos
(FAAH, do inglés fatty acid amide hydrolase) e a amidase aci-
da hidrolase de N-acil etanolamina (NAAA, do inglés N-acy/
ethanolamine-hydrolyzing acid amidase), respetivamente.8°
A FAAH, que na bexiga se expressa com mais intensida-
de nas camadas superiores do urotélio,’®" degrada a AEA
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em &cido araquiddnico e etanolamida.® Murganhos cujo gene
para a FAAH foi deletado apresentam niveis elevados de en-
docanabindide no sistema nervoso central, bem como uma
reducédo no comportamento doloroso,™ indicando que a ini-
bicdo da FAAH é uma boa ferramenta para a manutengao de
niveis elevados de amidas de 4cidos gordos e consequente-
mente manipular processos dolorosos em situacdes patolo-
gicas. A manipulacdo da FAAH tera também aplicabilidade
no tratamento da hiperatividade vesical, uma vez que em ra-
tazanas com cistite, a inibicdo da FAAH atenua o comporta-
mento doloroso e aumenta o intervalo entre contracgdes.'*'
Assim sendo, o0 uso de inibidores da FAAH para se aumentar
os niveis de amidas de acidos gordos de forma a obter um
efeito analgésico tem sido observada como uma terapéutica
promissora para o tratamento da dor vesical crénica. Isto de-
ve-se em parte ao fato da inibicdo da FAAH, e consequente
manipulacdo de amidas de &cidos gordos enddégenas, nao
promoverem os efeitos secundarios despoletados pela ativa-
¢éo dos recetores CB1 presentes no sistema nervoso central,
que se verifica aquando da administracdo de farmacos cana-
bindides exdgenos.

Assim, com o presente trabalho pretendeu-se estudar os
efeitos de um antagonista da FAAH na hiperatividade de rata-
zanas com cistite e verificar os niveis de AEA e PEA na bexi-
ga, durante a cistite, antes e apoés a inibicao da FAAH.

Material e Métodos

INDUCAO DA CISTITE

Induziu-se cistite instilando 0,5 mL de uma solugéo de lipopo-
lissacarideo (LPS), a 5 mg/mL, durante uma hora, em fémeas
Wistar com 175-200 g, adquiridas na Charles River (Espa-
nha). Animais cuja bexiga foi instilada com soro fisioldgico,
seguindo o mesmo protocolo, foram usados como controlo.

CISTOMETRIA

Os animais (n = 6 animais/experiéncia; 48 animais no total)
foram anestesiados com uretano, vinte e quarto horas apoés a
administracdo da solucé&o salina (animais controlo) ou apds a
inducéo de cistite com LPS (animais LPS). Apds a colocagéo
do animal sobre uma placa de aquecimento, foi introduzida
uma sonda rectal para monitorizar a temperatura corporal.
A bexiga foi exposta através de uma incisdo no abdémen,
e uma agulha foi inserida na cupula na bexiga para infusdo
de solucao salina a 6 mL/h. A agulha estava ainda ligada a
um transdutor de pressé&o que permite gravagéo de um cis-
tometrograma. Depois de um periodo de estabilizacdo de 30
minutos, a frequéncia urinaria foi monitorizada e gravada por
10 minutos.

EXPERIENCIA 1 - Apds a estabilizagdo do animal, o inibidor da
FAAH URB937 (URB) foi administrado intravenosamente em
ambos os grupos (controlo e LPS), em concentragdes cres-
centes de 0,007, 0,07, 0,7, 3,56 e 7 mg/kg, de forma cumulativa.

EXPERIENCIA 2 - Apds a estabilizacdo do animal foi adminis-

trado um dos conjuntos de farmacos:

e 0,7mg URB /kg + 10 uM MJ15 (antagonista CB1)

e 0,7 mg URB /kg + 0,3 mg SR144528/kg (SR, antagonista
CB2)

e 7 mg/kg URB + 1,4 ng SB366791/kg (SB, antagonista
TRPV1).

e A cistite foi sempre confirmada histologicamente (resulta-
dos ndo apresentados).

QUANTIFICAGAO DE AMIDAS DE ACIDOS GORDOS

Para a quantificagdo de amidas de acidos gordos usaram-se

animais controlo, LPS e LPS tratados quer com 0,7 mg URB/

kg quer com 7 mg/kg URB. Para tal, ap6s a administracéo de

todos os farmacos, as bexigas dos animais foram colhidas,

pesadas e congeladas a -80°C. Todas as bexigas foram ho-

mogeneizadas usado azoto liquido e um almofariz. O homo-

geneizado foi colocado num volume conhecido de metanol

e procedeu-se a quantificacdo dos lipidos por espetrometria

de massa.

METODOS ESTATISTICOS

Os dados apresentam-se sob a forma de média +/- desvio
padréo. Para comparagdes multiplas, usou-se o teste ANO-
VA seguido do teste de Comparacdes Mdltiplas de Studen-
-Newman-Keuls para amostras com desvios padrées seme-
lhantes e o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA non-parametric)
seguida do teste de Comparagdes Multiplas de Dunn para
amostras com desvios padroes diferentes. Considerou-se a
existéncia de diferencas significativas entre grupos quando o
valor de P foi inferior a 5 centésimas.

Resultados

ANIMAIS COM CISTITE NAO RESPONDEM DE FORMA DOSE
DEPENDENTE A ADMINISTRAGAO DO ANTAGONISTA DA FAAH

Os animais controlo, antes e apdés o tratamento com doses
cumulativas de URB, apresentaram valores de frequéncia uri-
naria semelhante (p > 0,05) como se pode observar na Fig.
1. Os animais LPS urinaram 2,07 + 0,57 vezes por minuto (p
< 0,001, comparado com qualquer controlo; Fig. 1). A ad-
ministragc&o intravenosa, sucessiva, de 0,007 mg de URB e
0,07 mg de URB fez diminuir o nimero de micg¢des/minuto
dos animais com cistite para 1,70 = 0,91 (p < 0,01, comparado
com qualquer controlo; Fig. 1) e para 1,20 + 0,53 (p < 0,05, com-
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Figura 1: Frequéncia vesical de animais controlo (a preto,
@ cont) e LPS (a cinzento, m LPS) antes e apds a administracéo
de URB, em doses cumulativas de 0,007, 0,07, 0,7, 3,5e 7 mg
URB/kg. (*** corresponde a p < 0,001; ** corresponde a p <
0,01; * corresponde a p < 0,05)

parado com qualquer controlo; Fig. 1), respetivamente. A ad-
ministrac&o intravenosa de 0,7 mg de URB reduziu 0 numero
de micgdes por minuto para 0,70 + 0,20 (p > 0,05, compara-
do com qualquer controlo; Fig. 1), revertendo a hiperativida-
de vesical causada pela cistite. A administracdo de 3,5 mg
de URB e de 7 mg de URB promoveram um novo aumento,
significativo, do niumero de micgdes/minuto para 1,27 + 0,41
(p < 0,05, comparado com qualquer controlo; Fig. 1) e 1,97
+0,72(p < 0,01, comparado com qualquer controlo; Fig. 1).

A REVERSAO DA HIPERATIVIDADE DA BEXIGA PELO INIBIDOR DA
FAAH ENVOLVE O RECETOR CANABINOIDES 1

Os animais controlo apresentaram 0,45 + 0,12 contracdes por
minuto (Fig. 2). O grupo de animais com cistite apresentou uma
média de 1,40 + 0,20 contragées por minuto (p < 0,01 compa-
rado com o grupo controlo; Fig. 2). O tratamento de animais
com cistite com 0,7 mg de URB fez diminuir o nimero de con-
tragdes por minuto para 0,70 + 0,20 (p < 0,05 comparado com
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Figura 2: Frequéncia vesical de animais controlo (veiculo), ani-
mais com cistite (LPS), animais com cistite tratados com 0,7 mg
URB/kg (LPS+0,7 URB) e de animais com cistite tratados com 0,7
mg URB/kg e com o antagonista CB1 MJ15 (*** corresponde a
p < 0,001; ** corresponde a p < 0,01; * corresponde a p < 0,05).

LPS; Fig. 2). O tratamento de animais com cistite com 0,7 mg
de URB e com o antagonista do recetor CB1 induziu 1,87 +
0,72 contracées por minuto (p < 0,001 comparado com contro-
lo, p < 0,05 comparado com LPS+0,7 URB; Fig. 2).

Os animais controlo apresentaram 0,52 + 0,08 contragbes
por minuto (Fig. 3). O grupo de animais com cistite apresen-
tou uma média de 0,92 + 0,08 contragdes por minuto (p <
0,01 comparado com o grupo controlo; Fig. 3). O tratamen-
to de animais com cistite com 0,7 mg de URB fez diminuir
0 numero de contragdes por minuto para 0,70 = 0,20 (p <
0,05 comparado com LPS; Fig. 3). O tratamento de animais
com cistite com 0,7 mg de URB e com o antagonista do rece-
tor CB2 induziu 0,57 + 0,05 contragdes por minuto (p < 0,05
comparado com LPS; Fig. 3).

A HIPERATIVIDADE DA BEXIGA INDUZIDA POR DOSE ELEVADA DO
INIBIDOR DA FAAH ENVOLVE O TRPV1
Os animais controlo (veiculo) apresentaram 0,40 + 0,20 contra-

Tabela 1: Valores dos niveis de anandamida e de palmitoil etanolamida na bexiga.

Palmitoil etanolamida

Anandamida

(nmol/g peso seco da bexiga)

(nmol/g peso seco da bexiga)

Controlo

LPS

LPS + 0,7 mg URB/kg

LPS + 7 mg URB/kg

24 ACTA Urolégica Portuguesa

179 + 76

743 £ 227
(p < 0,05 comparado ao controlo)

190 + 55
(p > 0,05 comparado ao controlo)

1010 + 470
(p < 0,05 comparado ao controlo)

160 + 54

4+ 1
(p < 0,01 comparado ao controlo)

249 + 75
(p > 0,05 comparado ao controlo)

5+£2
(p < 0,05 comparado ao controlo)



Os Inibidores da FAAH Melhoram a Funcao das Bexigas Inflamadas @

3,0 4
2,5
: s 20 | ** *
Qo 2
.g H *
2 % 1,5
8 9
g
< g 10 -
g5
T O
L= 0’5 B
0,0 L
Veiculo LPS LPS LPS+SR
+0,7 URB +0,7 URB

Figura 3: Frequéncia vesical de animais controlo (veiculo), ani-
mais com cistite (LPS), animais com cistite tratados com 0,7 mg
URB/kg (LPS+0,7 URB) e de animais com cistite tratados com
0,7 mg URB/kg e com o antagonista CB2 SR (** corresponde a
p < 0,01; * corresponde a p < 0,05).

¢Oes por minuto (Fig. 4). O grupo de animais com cistite apre-
sentou uma média de 1,20 + 0,20 contragdes por minuto (p <
0,05 comparado com o grupo controlo; Fig. 4). O tratamento
de animais com cistite com 7 mg de URB fez aumentar o nu-
mero de contragbes por minuto para 2,00 + 0,70 (p < 0,01
comparado com LPS, p < 0,001 comparado com veiculo; Fig.
4). O tratamento de animais com cistite com 7 mg de URB e
com o antagonista do TRPV1 induziu 1,10 + 0,05 contracdes
por minuto (p < 0,05 comparado com controlo, p < 0,01 com-
parado com LPS + 7 URB; Fig. 4).

0OS NIVEIS DE AMIDAS DE ACIDOS GORDOS DEPENDEM DO GRAU
DE INIBICAO DA FAAH DURANTE A CISTITE

Os niveis de anandamida e de palmitoil etanolamida variam
de maneira inversa durante a cistite (Tabela 1). A inibicdo da
FAAH com 0,7 mg de URB/kg durante a cistite faz retomar
os niveis destas amidas de &cidos gordos para valores se-
melhantes aos observados nos animais controlo (Tabela 1).
A inibicdo da FAAH com 7 mg de URB/kg durante a cistite
mantém os niveis de anandamida e de palmitoil etanolamida
semelhantes aos observados durante a cistite (Tabela 1).

Discussao

Os valores da frequéncia urinaria 24 horas apés a inducao de
cistite aumentaram para cerca do triplo do valor observado nos
animais controlo. Este aumento foi acompanhado por uma ele-
vacdo dos niveis de AEA. Estes dados estdo de acordo com
dados publicados na literatura. Num trabalho anterior do nos-
SO grupo, verificdmos que 24 horas apés a inducao de cistite
com 200 mg ciclofosfamida/kg fez aumentar significativamente
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Figura 4: Frequéncia vesical de animais controlo (veiculo), ani-
mais com cistite (LPS), animais com cistite tratados com 7 mg
URB/kg (LPS+0,7 URB) e de animais com cistite tratados com 7
mg URB/kg e com o antagonista TRPV1 SB (*** corresponde a
p < 0,001; ** corresponde ap < 0,01; * corresponde a p < 0,05).

quer a frequéncia urinaria, quer os niveis de AEA na bexiga.®
Também Merriam e colaboradores verificaram que a instilacdo
de 1 mM de acroleina (um metabolito da degradagéo da ciclo-
fosfamida) na bexiga induziu um aumento dos niveis de AEA
comparativamente ao controlo. O aumento dos niveis de AEA
durante a inflamagé&o podera ter varias origens que incluem um
aumento da sua produgéo e/ou uma diminuigdo da sua degra-
dacéo pela FAAH. De fato, a FAAH, para além de na inflama-
¢ao ver a sua expressdo reduzida, podera ter a sua atividade
consideravelmente diminuida devido ao baixar do pH."™" O
aumento dos niveis de AEA conduz a uma mudanca dos re-
cetores dos quais este endocanabindide é agonista. Em niveis
mais elevados, passara a atuar sobre o recetor TRPV1, em vez
do recetor CB1, ambos presentes na bexiga promovendo a
um aumento da hiperatividade vesical,® também observada no
presente trabalho. Também se verificou que 24 horas apdés a
inducgé&o da cistite houve uma grande diminuicdo dos niveis de
PEA, comparativamente ao controlo. E sabido que a adminis-
tragdo exdégena de PEA facilita a agdo da AEA sobre o recetor
canabindide 1, promovendo uma atenuacdo da hiperreflexia
induzida pela cistite.”™ Assim, a diminuigdo endégena de PEA
verificada na bexiga inflamada podera ser mais um fator a con-
tribuir para o aumento da frequéncia urinaria, mediada pela
AEA, observada durante a inflamacéao.

Neste trabalho verificamos que a administracao intraveno-
sa de doses crescentes do antagonista da FAAH em animais
com cistite resultou numa resposta bifasica de frequéncia
urinéria. Primeiro decorreu uma diminuicdo dos valores da
frequéncia urinaria que, aquando da administracdo da dose
de 0,7 mg URB/kg chegam a atingir valores semelhantes aos
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dos animais controlo. Os niveis de AEA e PEA nas bexigas
dos animais com cistite que receberam 0,7 mg URB/Kg tam-
bém se assemelham ao observado nas bexigas dos animais
controlo. Tendo em conta os dados da literatura que referem
que a niveis baixos a AEA atua sobre o recetor CB1,® este
resultado sugere que a reducéo da concentracdo da AEA e
aumenta da PEA faca o primeiro agora sobre o recetor CB1,
promovendo uma reversao da hiperreflexia induzida pela cis-
tite (efeito entourage). Esta hipdtese torna-se mais solida com
a observacao feita no presente trabalho em que o blogueio
do recetor CB1 apds a inibicdo da FAAH com 0,7 mg URB/kg
volta a revelar a hiperatividade induzida pela cistite. Note-se
que o0 nosso estudo mostrou que na bexiga é o recetor CB1 e
ndo o recetor CB2 que ¢ relevante para o efeito anti-nociceti-
vo e normalizador da fungao vesical pelos endocanabinodides
em concentragdes normais.

A administragdo de doses do antagonista da FAAH acima
dos 0,7 mg URB/kg resulta num aumento da frequéncia urina-
ria dos animais com cistite. Quando administrado a 7 mg de
URB/kg, verificou-se que os animais apresentaram uma fre-
quéncia urinéria semelhante ao dos animais com cistite sem
a administracdo do farmaco. A administragdo desta dose
de URB também induziu uma alteracdo nos niveis de AEA e
PEA na bexiga para niveis semelhantes aos observados nos
animais inflamados. Estes resultados sugerem que, nestas
condicGes, a AEA (por se encontrar agora em doses eleva-
das) atue sobre o TRPV1 e (sem ter o efeito entourage da
PEA que Ihe poderia permitir uma acéo sobre o recetor CB1)
promovendo uma maior atividade vesical. De fato, quando os
animais com cistite tratados com 7 mg de URB/kg receberam
o antagonista de TRPV1, viram reduzida a sua frequéncia uri-
naria para valores semelhantes aos dos animais com cistite,
demonstrando o envolvimento do recetor neste processo.

A resposta bifasica causada pelos diferentes niveis de AEA
foi ja descrita noutros sistemas. Por exemplo, Fogaca e co-
laboradores descreveram um efeito bifasico da AEA quando
esta molécula é injetada na substancia cinzenta dorso-late-
ral num modelo de ansiedade em ratazanas.'® Estes autores
demonstraram que em doses baixas a AEA induz efeitos an-
sioliticos através da ativacédo dos recetores CB1 e em doses
elevadas, a AEA néo reverte a ansiedade por atuar no TRPV1,
facilitando a libertacao de glutamato.'®

A inibicdo da FAAH por qualquer das doses usadas do far-
maco vem complementar a ja baixa atividade da FAAH ob-
servada durante a inflamacgao.'®'* Aquando da administracédo
do antagonista na dose de 0,7 mg URB/kg, o bloqueio da
FAAH produzira um aumento da AEA, mesmo que momen-
taneo, que podera interferir com a produgéo, transporte no
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citoplasma, bem como com outras enzimas que possam
metabolizar este lipido. O fato de na dose de 7 mg URB/kg
termos de novo niveis elevados de AEA parece excluir as hi-
poteses que aumento dos niveis de AEA iniba a sua producao
ou interfira com outras enzimas que a metabolizem, uma vez
que também com administracéo desta dose elevada deveria-
mos verificar uma diminuicdo da AEA, sugerindo assim que
as flutuagdes nos niveis de AEA observados neste trabalho
possam estar intimamente ligados ao sistema de transpor-
te da AEA no citoplasma. Para ser degradada pela FAAH, a
AEA migra no citoplasma ligada a transportadores e/ou em
vesiculas.’® Diferentes trabalhos demonstraram que este
sistema de transporte poderd também representar um siste-
ma de acumulacéo de AEA no citoplasma.2° A acumulacao
de AEA na célula é influenciada pelo gradiente de concen-
tracdo, é saturavel, é inibida por moléculas com estruturas
semelhantes e ndo requer nem sédio nem ATP para ocorrer.™
Dado que a acumulacédo de AEA n&o é dependente da ativi-
dade da FAAH, a sua regulac&o dependera mais dos niveis
de AEA livre e de outros endocanabindide, como é o caso da
PEA." Isto poderia explicar as alteracdes dos niveis de AEA e
PEA observados aquando da administragdo de 0,7 mg URB/
kg. O fato das AEA saturar os seus transportadores, poderia
explicar as diferengas dos niveis, aparentemente contrarios,
de AEA e PEA observados apds a administracdo de 7 mg
URB/kg. No entanto, mais estudos serdo necessarios para
confirmar estas hipdteses.

O controlo dos niveis de AEA pode ser influenciado por ou-
tros mecanismos para além dos ja descritos. Em humanos,
existe também outra enzima, a FAAH-2, que também esta
envolvida no metabolismo da AEA, tornando este processo
ainda mais complexo.2" A existéncia de polimorfismos da
FAAH revela que a atividade desta enzima podera ter varia-
¢oes entre diferentes individuos. Isto podera revelar-se um
problema a nivel clinico ja que a mesma dose de um inibidor
da FAAH podera ter efeitos muito dispares de pessoa para
pessoa. Mais ainda, as observacbes feitas neste trabalho
demonstram que o intervalo de concentracdes de antagonis-
ta para o qual o mesmo mostra ser efetivo é reduzido. Esta
observacdo poderé dificultar ainda mais a escolha da dose
efetiva para a administracdo de antagonistas da FAAH. De
fato, no unico estudo clinico fase 2 publicado, Huggins e co-
laboradores demonstraram que o uso do inibidor irreversivel
da FAAH PF-04457845, em doses moderadas, modulou os
niveis de endocanabindide em doentes com osteoartrite no
joelho, mas falhou em apresentar os efeitos analgésicos, an-
teriormente observados em modelos animais.??23 Apesar do
farmaco PF-04457845 nao ter apresentado efeitos adversos
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que nos doentes com osteoartrite,?® quer em pessoa sauda-
veis,?* 0 mesmo nao se verificou com o antagonista da FAAH
BIA-10-2474 usado num estudo clinico fase 1. Este farma-
co, quando usado em doses muito elevadas, induziu efeitos
adversos em seis pessoas, resultando mesmo na morte de
um homem. Contudo, este farmaco foi 0 Unico antagonista da
FAAH, até ao momento, a reportar o desenvolvimento de efei-
tos adversos, ndo se sabendo ainda se estes foram causados
pela dose usada ou por uma possivel falta de especificidade
da molécula.

Uma das limitacGes deste estudo foi ter efetuado as cisto-
metrias em animais anestesiados, ndo permitindo observar
efeitos adversos no comportamento dos animais aquando na
administragdo dos antagonistas dos recetores canabindides
e do TRPV1. Outra limitagdo do presente estudo € o de ndo
revelar o mecanismo que leva a variagédo dos niveis dos en-
docanabindides aquando do aumento progressivo das doses
do antagonista da FAAH. Poder-se-a num estudo futuro usar
farmacos que controlem outras enzimas envolvidas no meta-
bolismo dos endocanabindides estudados para se perceber
como estas variagdes acontecem.

Conclusao

No seu conjunto, os resultados do presente trabalho mostram
que 0s mecanismos que envolvem a metabolizacdo da AEA
s&do complexos e que a sua modulacéo podera produzir efei-
tos antagonicos. Na cistite, o inibidor da FAAH aumentou os
niveis da PEA e reverteu a frequéncia urinaria, por um meca-
nismo que envolve o recetor CB1. Quando usado em doses
muito elevadas, o antagonista da FAAH aumenta os niveis de
AEA e aumenta da frequéncia urinaria por um mecanismo de-
pendente do TRPV1.

A escolha da dose do inibidor da FAAH a ser usado na
clinica devera considerar os efeitos putativos sobre os niveis
de endocanabindide no sistema de cada individuo, demons-
trando que o bloqueio da FAAH podera ser uma ferramenta
pobre para o controlo dos niveis de AEA e seus efeitos no
trato urinario inferior. @
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