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RESUMO

1- No presente trabalho, foram analisadas as ações antinociceptivas, 

antiinflamatórias e antialérgicas do pollgodíai, unn composto sesquiterpêníco 

extraído das cascas da Drymis winteri, em vários modelos de dor, de inflamação 

e alergia: também, foram analisados os possíveis mecanismos envolvidos nas 

ações do composto.

2- O poligodial, administrado pelas vias oral, intraperitoneal, 

intracerebroventricular, intratecal ou intraplantar, causou ação antinociceptiva 

de maneira dose-dependente no modelo de dor induzido pela formalina em 

relação à primeira (dor neurogênica) e segunda fase da dor (dor inflamatória). 

Nesse modelo, dependendo da via de administração, o poligodial foi 4 a 57 

vezes mais potente que a aspirina e a dipirona, e cerca de 5 a 155 vezes menos 

potente que a morfina. No teste de dor induzido pela capsalcina, o poligodial 

também foi eficaz e causou antinocicepção de maneira dose-dependente, 

quando administrado pelas vias oral, intraperitoneal, intratecal, 

intracerebroventricular ou intraplantar. Dependendo da via de administração, o 

composto foi cerca de 4 a 53 vezes mais potente que a dipirona e duas vezes 

menos potente que a morfina. O poligodial, quando administrado por via 

intraperitoneal, inibiu de maneira dose-dependente as contorções abdominais 

induzidas por ácido acético, caolim e zimosan, sendo 14 a 27 vezes mais 

potente que o extrato hidroalcoólico obtido das cascas da Drymis winteri. 

Contudo, quando testado na placa quente, bem como no modelo de 

hiperalgesia induzida pelo glutamato, o poligodial não causou analgesia. Além
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disso, o poligodial não interferiu na atividade locomotora dos animais no modelo 

do rota-rod, sugerindo que a atividade antinociceptiva desse composto parece 

não estar relacionada à depressão do sistema nervoso central ou periférico, 

sendo seletiva para alguns modelos de dor.

3- As ações antinociceptivas causadas pelo poligodial não foram 

afetadas pelo pré-tratamento dos animais com glibenclamida (bloqueador de 

canal de K a t p ) ,  ioimbina (antagonista de adrenoceptor a 2 ) ,  bicuculina e faclofen 

(antagonistas de receptores GABAa e GABAb, respectivamente), L-arginina 

(precursor do óxido nítrico); no entanto, suas ações antinociceptivas foram 

afetadas pelo pré-tratamento com a toxina pertussis (inativador de proteína 

G/Go), naioxona (antagonista de receptor opióide), prazosin (antagonista de 

adrenoceptores â ) e PCPA (antagonista da síntese de serotonina). Além disso,

0 poligodial não apresentou tolerância cruzada com a morfina, após a 

administração crônica dessa substância, por sete dias consecutivos.

4- A adrenalectomia dos animais realizada uma semana antes não 

interferiu significativamente na atividade antinociceptiva do poligodial, quando 

analisada em relação a ambas as fases da dor induzida pela formalina, 

indicando que tais ações independem da liberação dos glicocorticóides 

endógenos.

5- O poligodial administrado em camundongos por via intraperitoneal foi 

capaz de inibir de maneira dose-dependente o edema de pata induzido pela 

bradicinina, carrragenina, dextrana, fosfolipase A2, prostaglandina E2 ou
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substância P. No modelo do edema de orelha em camundongos, o poligodial 

inibiu os edemas induzidos por ácido araquidônico, capsaicina e óleo de cróton.

6- No modelo da pleurisia induzida pela carragenina (1%), que apresenta 

padrão bifásico da resposta inflamatória, o poligodial inibiu significativamente a 

migração celular, mas não a exsudação, quando analisado 4 h após.

7- Camundongos que foram previamente sensibilizados á ovoalbumina, 

ao receberem poligodial 48, 24, 12 e 6 horas antes da administração de 

ovoalbumina (500 |ag/kg, i.v.), apresentaram significativos índices de 

sobrevivência ao choque anafilático, chegando a 100% de proteção quando o 

composto foi administrado 6 ou 12 horas antes. Por outro lado, o poligodial foi 

capaz de inibir de maneira dose-dependente o edema de pata induzido por 

ovoalbumina em animais sensibilizados.

8- Os resultados apresentados permitem sugerir que o poligodial 

apresenta um importante perfil de ação antinociceptiva quando administrado por 

via sistêmica, tópica, espinhal e supra-espinhal, em relação a vários modelos de 

nocicepção em camundongos. O mecanismo de ação antinociceptiva desse 

composto não está completamente esclarecido, mas parece estar relacionado a 

interações com o sistemas opióide e sistemas adrenérgico (ai) e 

serotoninérgico, além de estar relacionado às taquicininas. Por outro lado, suas 

ações antinociceptivas independem de efeitos tóxicos relacionados à depressão 

do sistema nervoso central ou periférico. Além disso, o poligodial apresentou 

perfil antiinflamatório, inibindo os edemas de pata e de orelha induzidos por 

vários agentes, além de inibir a migração celular na cavidade pleural.



Finalmente, o poligodial demonstrou significativa atividade antiaiérgica em 

animais sensibilizados.

Os resultados aqui apresentados estendem dados previamente relatados 

e demonstram que o poligodial, principal constituinte isolado das cascas da 

planta medicinal brasileira D. winteri, produz antinocicepção sistêmica, locai, 

espinhal e supra-espinhal quando testado em modelos químicos (dor induzida 

pela formalina e pela capsaicina), contudo não em modelos térmicos (placa 

quente) de nocicepção em camundongos; mostra também amplo perfil de 

atividade antiedematogênica e antiaiérgica. O mecanismo preciso pelo qual o 

poligodial produz suas ações antinociceptivas está atualmente sob 

investigação, mas uma interação com o sistema opióide, o envolvimento com 

receptores de serotonina e adrenérgicos â , bem como interação com 

mecanismos dependentes de proteína G/Go sensíveis ao tratamento com toxina 

pertussis, têm um importante papel moduíatório nas suas ações 

antinociceptivas. Interessantes perspectivas para o aproveitamento do 

poligodial ou de seus derivados no desenvolvimento de novas drogas ficam 

estabelecidas, especialmente no tratamento da dor neurogênica, ainda sem 

uma terapêutica eficaz, além de perspectivas do uso da substância como 

antiinflamatòrio e antialérgico. No entanto, novos estudos far-se-ão necessários, 

visando especialmente dirimir dúvidas quanto ao mecanismo de ação e 

potencial toxicològico do composto.
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ABSTRACT

1- In this study, the antinociceptive, antiinflammatory and anti-allergic 

actions of the polygodial were analyzed, a compound extracted from the bark of 

Drymis winteri, in several pain, inflammatory and allergy models. In addition, we 

have analyzed the possible mechanisms involved in the actions of this 

compound.

2- The polygodial, administered by oral, intraperitoneal, 

intracerebroventricular, intrathecal or intraplantar routes, caused antinociceptive 

action in a dose-dependent manner in the pain model induced by the formalin in 

relation to the first (neurogenic pain) and second phase (inflammatory pain) of 

the pain. In this model, polygodial was about 4 to 57-fold more potent than 

aspirin and dypirone, but it was about 2 to 155-fold less potent than morphine, 

depending on the route of administration used. In the pain test induced by the 

capsaicin, the polygodial was aiso caused dose-dependent antinociception when 

it was administered by oral, intraperitoneal, intrathecal, intracerebroventricular or 

intraplantar routes. In this model, polygodial was about 4 to 53 fold-more potent 

than dypirone, but it was about 2-fold less potent than morphine, depending on 

the route of administration used. The polygodial used by intraperitoneal route 

was abie, dose-dependentiy to inhibit the abdominal constrictions induced by 

acetic acid, kaolin or zymosan, being 14-fold more potent than the 

hydroalcoholic extract of D. winteri. AIso, when submitted to the hot plate test, 

the polygodial did not cause analgesia. Moreover, in the hyperalgesia model 

induced by glutamate, the polygodial did not cause any effect. In addition, the
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polygodial did not interfere with the motor performance of the animais in the 

rota-rod model, suggesting that its antinociceptive activity is not related with the 

depression of the central or peripheric nervous system and that it is selective for 

some models of pain.

3- The antinociceptive actions caused by the polygodial were not affected 

by pre-treatment with glibenclamide (a Katp channel blocker), yohimbine (a2- 

adrenoreceptor antagonist), bicuculine and phaclofen (GABAa and GABAb 

receptor antagonists), or L-arginine (a nítric oxide precursor). However, the 

antinociceptive actions were affected by pre-treatment with pertussis toxin (an 

inactivator of G/Go protein), naioxone (an antagonist of opioid receptor), 

prazosin (ai-adrenoreceptor antagonist) or PCPA (an inhibitor of setonin 

synthesis). AIso, uniike the case of morphine, the animais did not develop 

tolerance to the polygodial when they received it for seven days, in succession.

4- The bilateral adrenalectomy of animais 7 days before, dit not interfere 

significantiy with the analgesic activity of the polygodial, in relation to either 

phase of the pain induced by formalin, indicatlng that such actions are not 

modulated by endogenous glucorticoids.

5- The polygodial administered by intraperitoneal route was abie to 

inhibit, in a dose-dependent manner the paw-oedema induced by bradykinin, 

carrageenan, dextran, phospholipase A2, prostaglandin E2 or substance P. In the 

model of ear-oedema, it was aiso capable of inhibiting the oedemas induced by 

arachidonic acid, capsaicin and croton oil.
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6- In the pleurisy induced by the carrageen (1%), which presents a two- 

phase pattern of the inflammatory response, the polygodial significantiy inhibited 

the ceiiuiar migration, but not the exudation.

7- Aninnals that had been sensitized previousiy to ovoalbumine, when 

they received polygodial 48, 24, 12 and 6 hours before the administratlon of 

ovoalbumine (500 î g/kg, i.v.), presented significant survival indexes in relation 

to anafilatic shock, reaching 100% when the compound was administered before

6 or 12 hours. AIso, polygodial was abie to inhibit, in a dose-dependent manner, 

the paw-oedema induced by ovoalbumina in the animais sensitized.

8- The resuits presented above, allow us to suggest that the polygodial 

presents an important profile of antinociceptive action through several routes of 

administration, in relation to several models of nociception in mice. The 

mechanism of the antinociceptive action of this compound is not completely 

clear, but it seems to be related to interactions with the opioid system and to the 

adrenergic (ai) and serotoninergic systems, besides being related to the 

tachycinins. Moreover, its antinociceptive actions are uniikely to involve toxic 

effects related to the depression of the central and peripheric nervous system. In 

addition, the polygodial presented an antiinflammatory profile, inhibiting the paw 

and ear oedemas induced by several agents, besides inhibiting the cellular 

migration to the pleural levei. Finally, the polygodial demonstrated significant 

anti-allergic activity, justifying at least partiy, its folk-medicinal use in the 

treatment of respiratory diseases.
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The resuits here presented, extending previousiy-established data, show 

that polygodial, the main compound isolated from bark of the Brazilian medicinal 

plant Drymis winteri, produces systemic, local, spinal and supraspinal 

antinociception when tested in chemical models (formalin and capsaicin- 

induced) but not in nociception thermal (hot plate) models of pain in mice, 

besides demonstrating a wide profile of antioedematogenic and anti-allergic 

activities. The precise mechanism by which the polygodial produces its 

antinociceptive actions is now under investigation, but an interaction with the 

opioid system, involvement with serotoninergic and adrenergic receptors (ai) as 

well as an interaction with mechanisms dependent of G/Go proteins sensitive to 

the treatment with pertussis toxin, has an important modulatory role in its 

antinociceptive actions. Interesting perspectives for the use of the compound or 

its derivatives in the development of new drugs had been established, especially 

in the treatment of neurogenic pain, stili without an effective therapy. AIso 

perspectives now exist for the use of the substance as antiinflammatory and anti- 

allergic drug. However, further studies are necessary, especially in relation to 

the clearing up of doubts regarding the exact mechanism of action and 

toxicological potential of this compound.



1 - INTRODUÇÃO

Nossos estudos avaliaram os efeitos antinociceptivos, antiinflamatórios e 

antialérgicos do poligodial, um sesquiterpeno obtido das cascas da Drymis 

winteri. A D. winteri pertence à família das Winteraceae] tem até 5 metros de 

altura; folhas dispostas em ordem alternada, alongadas e de extremidades 

arredondadas, de aproximadamente 6 a 7 cm de comprimento e 6 cm de 

largura, apresentando ainda a face inferior branco-prateada. É uma planta 

nativa do Sul do Brasil e de alguns outros países da América do Sul. Suas flores 

são hermafroditas, com 2 a 3 cm de diâmetro, pétalas brancas, muitos estames 

e fruto carnoso (Figura 1). A medicina popular recomenda a infusão de suas 

cascas ou folhas para o tratamento de diferentes doenças inflamatórias, tais 

como asma, alergia e bronquite. Essa planta é também usada como 

antiespasmódica, antipirética e cicatrizante (Morton, 1981; Simões et a!., 1986) 

e no tratamento do câncer e úlceras (Riccieri, 1981; Houghton e Mamby, 1985; 

Gupta, 1995; Graves, 1996).

Estudos desenvolvidos em nossos laboratórios (El Sayah, 1996) 

mostraram que o extrato hidroalcoólico (EH) da D. winteri causou antagonismo 

do tipo não competitivo no íleo isolado de cobaia para as curvas concentração-

respostas induzidas pela acetilcolina, histamina e bradicinina (BK). Esse mesmo 

perfil foi observado no útero isolado de rata para a acetilcolina, BK, 

prostaglandina F2a(PGF2a), endotelina-1 (ET-1) e angiotensina II, além de ter



Figura 1 - Vista de um dos ramos laterais, com flores, da Drymis winteri.



causado deslocamento à direita da curva contrátil concentração-resposta ao 

CaCla. Por outro lado, na bexiga isolada de cobaia, o EH não interferiu na 

resposta contrátil induzida pelo carbacol, porém causou deslocamento parcial 

da curva concentração-resposta induzida pela histamina, e inibiu 

significativamente a resposta contrátil à BK e à substância P (SP) (El Sayah,

1996). Já, na traquéia isolada de cobaia, o extrato inibiu de forma significativa a 

resposta contrátil induzida pela BK e à prostaglandina E2 (PGE2) e antagonizou, 

de maneira aparentemente competitiva, a resposta contrátil induzida pelo 

análogo estável do tromboxano A2 (TXA2), 0 U 46619, pelo composto 48/80, 

pela substância P e pelo agonista seletivo do tipo NK2, o [p-ala®] neurocinina A 

(4-10). No entanto, o EH não interferiu na contração induzida pelo agonista 

seletivo do tipo NKi, a substância P - metil ester, porém causou inibição parcial 

á capsaicina. Ainda na traquéia de cobaia, o EH causou deslocamento parcial á 

direita para a histamina, sem afetar, contudo, a contração induzida pela 

acetilcolina. Por outro lado, na traquéia de animais sensibilizados á 

ovoalbumina (OVO), o EH causou significativa inibição de forma concentração e 

tempo-dependentes da resposta contrátil induzida pelo antígeno (El Sayah, et 

aí., 1997). Quando o EH foi testado na veia porta isolada de rato, observou-se 

inibição significativa da resposta contrátil induzida pelo agonista seletivo do 

receptor NK3, 0 senktide (El Sayah, 1996).

Um composto sesquiterpeno isolado da D. winteri, identificado como 

poligodial (Figura 2), também foi testado em nossos laboratórios (El Sayah, et 

ai, 1998). No íleo isolado de cobaia, o poligodial causou deslocamento à direita



da curva concentração-resposta à acetilcolina, histamina e à BK, associado com 

a inibição das respostas máximas. Já, na traquéia de cobaia, o poligodial 

causou inibição parcial da resposta contrátil à histamina e inibiu a curva 

concentração-resposta à BK. Por outro lado, o poligodial inibiu de forma 

significativa e concentração-dependente a resposta contrátil induzida pelo 

composto 48/80 e pelo análogo estável do TXA2 o U 46619. Além disso, o 

poligodial, como descrito para o extrato total da D. winteri, antagonizou de 

maneira aparentemente competitiva a resposta contrátil à SP, mas não interferiu 

na resposta contrátil ao agonista seletivo do receptor NKi, a substância P metil- 

éster; também inibiu significativamente a curva concentração-resposta induzida 

pelo agonista seletivo do receptor NK2, o [p-ala®] neurocinina A (4-10). Já, na 

traquéia obtida de cobaias ativamente sensibilizadas á OVO, 0 poligodial 

causou inibição significativa da resposta contrátil ao antígeno (El Sayah, et al., 

1998). O poligodial também foi testado na veia porta isolada de rato, tendo 

causado significativa inibição da curva concentração-resposta induzida pela BK, 

U 46619, ET-1, SP e ao senktide (El Sayah, 1996).

Outros estudos desenvolvidos em nossos laboratórios (Tratsk et al., 

1998), dessa vez in vivo, demonstraram que o extrato de D. winteri, administrado 

por via oral (30 a 100 mg/kg) uma hora antes, inibiu de maneira dose e tempo- 

dependentes o edema de pata em ratos, induzido por carragenina (300 

iag/pata). A inibição do edema persistiu mesmo quando o extrato foi 

administrado duas e quatro horas antes. O EH inibiu também o edema de pata 

induzido por dextrana (100|o,g/pata), entretanto esse efeito não foi dose-



dependente. Ao contrário, o edema de pata induzido pelo composto 48/80 (12 

iag/pata) não foi inibido pelo tratamento. Por outro lado, o tratamento dos 

animais com EH inibiu significativamente o edema de pata em ratos induzido por 

vários mediadores da inflamação, tais como a BK (3 nmol/pata), a SP (10 

nmol/pata) e pelo fator ativador de plaquetas (PAF) (10 nmol/pata).

Os mesmos autores (Tratsk, et a/., 1998) demonstraram ainda que, em 

animais adrenalectomizados bilateralmente uma semana antes, o edema de 

pata causado pela BK ( 3 nmol/pata) foi inibido pelo EH de D. winteri\ entretanto, 

a inibição causada pelo EH foi significativamente reduzida quando comparada 

com a resposta obtida nos animais controle. Além disso, em ratos ativamente 

sensibilizados com OVO, o edema de pata causado pela injeção intraplantar do 

antígeno foi significativamente inibido pelo EH (30 a 100 mg/kg, p.o), ao passo 

que camundongos sensibilizados por OVO, quando submetidos ao choque 

anafilático (OVO, 500 |ng/kg, i.v.), tiveram um aumento significativo na taxa de 

sobrevivência. O efeito protetor causado pelo extrato foi de longa duração e, 

mesmo quando administrado 15 h antes da indução do choque, mostrou uma 

proteção em torno de 70%.

Finalmente, Mendes et a/.(1998), utilizando o EH (10 a 60 mg/kg, i.p. e 

100 a 400 mg/kg, p. o.) administrado quatro horas antes, demonstraram que ele 

produz inibição significativa das contorções abdominais causadas pelas 

injeções de ácido acético (0,6%), de suspensão de zimosan (40 mg/kg) e de 

suspensão de caolim (50 mg/kg). Além disso, o extrato, nas mesmas doses e 

vias, produziu inibição dose-dependente de ambas as fases da dor induzida



pela formalina, bem como inibiu significativamente a dor neurogênica induzida 

pela capsaicina. O EH foi capaz também de reverter de maneira gradual a 

hiperalgesia induzida pela BK (3 nmol/pata), ou pela SP (10 nmol/pata), na pata 

de ratos; não afetou, porém, a hiperalgesia induzida pela carragenina ou pela 

PGE2. Quando o extrato foi analisado na placa quente, mostrou-se inativo. Ao 

contrário dos estudos realizados no edema de pata, 0 efeito antinociceptivo do 

extrato não foi modificado pela adrenalectomia prévia dos animais, indicando, 

nesse caso, que suas ações antinociceptivas não parecem depender de uma 

interação com glicocorticóides endógenos. Por último, o efeito antinociceptivo 

do EH foi significativamente revertido pelo tratamento prévio dos animais com a 

naioxona, quândo testado no modelo das contorções abdominais induzidas pelo 

ácido acético, evidenciando o envolvimento, pelo menos em parte, com o 

sistema opióide, através de um mecanismo sensível à naioxona (Mendes, et ai, 

1998).

Neutransmissão central da dor

As vias aferentes envolvidas na transmissão da informação nociceptiva, 

de uma área inflamada para os centros superiores, passam pela raiz medular 

dorsal, sistema de controle de dor por comporta {gate-control), tratos 

ascendentes e tálamo, sendo o componente sensorial da nocicepção projetado 

para o córtex somatosensorial onde é processado. O componente emocional 

afetivo e avaliativo da nocicepção compreende uma projeção difusa do tálamo



para o córtex, em particular o córtex pré-frontal e sistema límbico, que contêm 

receptores opióides (Walton et ai, 1994).

A via descendente inibitória da dor passa via funículo dorsolateral. Essa 

via inicia na área cinzenta periaquedutai e recebe impulsos do hipotálamo e do 

trato espinotalâmico ascendente; descende via núcleo da rafe, que dá origem a 

neurônios liberadores de serotonina (5-HT) e de norepinefrina (NE), cujos 

papéis inibitórios descendentes contribuem para a analgesia. Além disso, o 

sistema descendente do tronco cerebral para a raiz dorsal da medula espinhal 

tem sido implicado na produção de analgesia. As terminações dessas fibras 

fazem sinapse com neurônios encefalinérgicos na raiz dorsal, completando um 

longo feedback e uma parte essencial no sistema de controle de dor por 

comporta. A via descendente do córtex pré-frontal, via hipotálamo para a área 

cinzenta periaquedutai, permite que processos corticais sejam capazes de 

modificar a apreciação da dor (Walton et ai, 1994; Dickenson, 1995; Stamford, 

1995).

Os nociceptores são terminações nervosas livres que respondem a 

estimulações diretas ou, ainda, através de substâncias químicas liberadas 

localmente. Com base em critério funcional, os nociceptores podem ser 

classificados em: 1) Nociceptores mecanosensitivos e nociceptores 

mecanotérmicos com fibras Aô, com velocidade de condução de 5 - 10 m/s, 

ativados por estímulos tácteis, térmicos e sonoros; 2) Nociceptores polimodais 

com fibras C, com velocidade de condução de 0,5 - 2 m/s, ativados por



estímulos mecânicos, químicos, térmicos e substâncias liberadas durante a 

inflamação (Walton, et ai, 1994; Noback et al., 1996; Almeida, 1996).

Em determinadas circunstâncias, para um estímulo que é normalmente 

doloroso, existe uma resposta aumentada. O estado de sensibilização 

desenvolvido nessas circunstâncias é conhecido como hiperalgesia, que é 

caracterizada principalmente por uma redução no limiar nociceptivo e maior 

sensibilidade a estímulos supralimiares (Noback et al., 1996). A hiperalgesia 

envolve mediadores armazenados (SP e aminoácidos excitatórios) e induzidos 

(óxido nítrico e metabólitos derivados do ácido araquidônico), liberados de 

neurônios aferentes primários ou sintetizados na medula espinhal (Meller e 

Gebhart, 1994; Meller ef a/., 1994; Meller ef a/., 1996).

Distinta da hiperalgesia é a alodinia que, segundo a Associação 

Internacional para o Estudo da Dor, é conceituada como sendo dor devida a 

estímulo que normalmente não provoca dor. Minami et al. (1995) relataram 

recentemente que a administração intratecaí (i.t.) de PGE2 ou PGF2a em 

camundongos induz alodinia através da via que inclui os receptores 

glutamatérgicos, pois a alodinia induzida foi bloqueada por antagonistas de 

receptores N-metil-aspartato (NMDA) e de glutamato metabotrópicos (GlumR). 

Os autores demonstraram também que a alodinia induzida pela PGE2 é mediada 

através de sistema gerador de óxido nítrico (NO); ainda, que a alodinia induzida 

pela PGp2a pode ser mediada por interações com o sistema NO em sítios 

diferentes daqueles geradores de NO na medula espinhal. Por outro lado, a 

injeção espinhal de baclofen, um agonista de receptores gabaérgicos do tipo b



(GABAb), ou muscimol, um agonista de receptores gabaérgicos do tipo a 

(GABAa), resultaram em antagonismo dose-dependente da alodinia produzida 

em ratos por ligadura de raízes nervosas ou por cateterismo intratecal lombar 

crônico. Isso indica que o sistema espinhal de receptores GABAa/b modula os 

sistemas espinhais ativados por mecanoreceptores de baixo limiar que medeiam 

a alodinia observada, seguindo uma lesão nervosa periférica (Hwang e Yaksh,

1997).

No sistema nervoso central (SNC), várias substâncias estão envolvidas 

como neurotransmissores da dor, e entre essas, o glutamato. O glutamato é o 

principal aminoácido excitatório (AAE) do SNC, sendo sintetizado pela 

deaminação da glutamina, ou através do ciclo do ácido tricarboxílico e liberado 

para a fenda sináptica em resposta à despolarização do terminal nervoso pré- 

sináptico, num processo dependente de regulado por múltiplos tipos de 

canais de Câ *, dos quais, provavelmente, os mais importantes são os canais N 

e P. Os neurônios e sinapses para os AAE estão concentrados particularmente 

no hipocampo, nas camadas externas do córtex cerebral e na substância 

gelatinosa da medula espinhal. Nessas camadas os AAE desempenham papel 

importante nos processos fisiológicos, como, por exemplo, na aprendizagem e 

na memória, nos mecanismos de transdução dolorosa, em processos 

patológicos, tais como dano excitotóxico neuronal que se segue a trauma ou 

isquemia central e na sensibilização central e transdução espinhal da dor em 

resposta aos danos teciduais periféricos (para revisão ver Hudspith, 1997).



Dois principais grupos de receptores para AAE têm sido identificados: 

receptores de glutamato ionotrópicos (Glu/R) (canais iônicos operados por 

ligantes), cuja família de receptores pode ser classificada farmacologicamente, 

de acordo com a ativação por agonistas específicos, em três subtipos: 

receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA), receptores 

cainato (KA) e receptores NMDA (Hudspith, 1997; Kaczmarek et ai, 1997) e, 

ainda, os receptores de glutamato metabotrópicos (GlumR) (ligados à proteína 

G), que modulam segundos mensageiros intracelulares, tais como fosfatos de 

inositol e nucleotídeos cíclicos. Até o momento, oito subtipos de receptores 

GlumR foram identificados através de técnicas de biologia molecular (Conn e 

Pinn, 1997). Existem evidências de que os receptores NMDA estão envolvidos 

na ação atenuante da antinocicepção da morfina pela L-arginina (Btiargava et 

ai, 1998). Além disso, o uso de anticorpos anti-GlumR em ratos sugere a 

participação desses receptores no processamento nociceptivo da dor crônica, 

além da sinalização para estímulos nocivos agudos (Fundytus et ai, 1998).

Entre os aminoácidos inibitórios endógenos (AAI), importantes 

neurotransmissores no cérebro/tronco encefálico e medula espinhal, o GABA 

provavelmente atua como um importante inibidor pós-sináptico dos corpos 

celulares de neurônios de segunda ordem na substância gelatinosa, 

bloqueando a progressão da transmissão da informação nociceptiva para o 

cérebro (Duggan e Foong, 1985)

A classificação dos receptores GABA (GABAa/b), introduzida em 1981, 

define os receptores GABAa como sendo sensíveis ao antagonismo pela
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bicuculina e insensíveis à ativação pelo baclofen; os receptores GABAb, por sua 

vez, são insensíveis ao antagonismo pela bicuculina, sendo ativados pelo 

baclofen (HilI e Bowery, 1981; Bowery, 1993). Os receptores GABAa são 

receptores ionotrópicos e induzem aumento da condutância de íon Cl'. Além dos 

agonistas e antagonistas competitivos e não competitivos capazes de atuar nos 

receptores GABAa, esses podem ser modulados alostericamente por um número 

muito grande de substâncias, incluindo barbitúricos, benzodiazepínicos, etanol, 

corticosteróides, anestésicos e inseticidas (para revisão ver Johnston, 1996). 

Os receptores GABAb são receptores metabotrópicos acoplados à proteína G e 

ligados a sistemas de segundos mensageiros. Em muitas regiões do cérebro, a 

ativação de receptores GABAb resulta em aumento da condutância dos canais 

de com resultante hiperpolarização da membrana neuronal.

A glicina é o principal neurotransmissor inibitório no tronco encefálico e 

medula espinhal, onde participa de funções motoras e sensoriais. Está também 

presente no prosencéfalo onde tem sido demonstrada sua função como 

coagonista do subtipo de receptor NMDA. A glicina é liberada das terminações 

nervosas de uma forma dependente de Câ "̂ , sendo posteriormente, recaptada 

via transportadores de glicina (para revisão ver Paul, 1995). Dois 

transportadores de glicina foram clonados, tendo sido encontrados no SNC e 

em vários tecidos periféricos, denominados GLYT-1 e GLYT-2 (Borowsky et ai,

1993). A glicina ativa a condutância do íon Cr, resultando na hiperpolarização 

da membrana neuronal e num antagonismo de outros estímulos despolarizantes 

(Betz, 1992). O receptor de glicina é um pentâmero de subunidades homólogas
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48 kDa (a) e 58 kDa (p), que forma um canal intrínseco de Cl'. Quatro isoformas 

expressas diferentemente da subunidade-a (a1 - a4) e uma variedade da 

subunidade-p (p1) têm sido identificadas através de clonagem. A subunidade-a 

se comporta como sítio de ligação, enquanto que a subunidade-p é o principal 

determinante da condutância do canal (para revisões ver Paul, 1995; Kuhse et 

a!., 1995).

Entre os neuropeptídeos, os peptídeos opióides atuam através de pelo 

menos três principais classes de receptores; (mu), ô (delta) e k  (kappa), cada 

um deles contendo possíveis subtipos de receptores (Connel et ai, 1994; Chien 

e Pasternack, 1994). Dentro da família opióide, alguns receptores foram 

clonados: o clone DOR-1 codifica receptores Ô, enquanto os clones MOR-1 e 

KOR-1 codificam receptores jo, e ki; um quarto membro da família dos receptores 

opióides, KOR-3 ou ORL-1, também foi clonado. A descoberta dos receptores 

opióides levou à identificação, no cérebro, de uma ampla variedade de 

peptídeos com atividade opióide, incluindo encefalinas, endorfinas, dinorfinas, 

endomorfinas e nociceptina (para revisão ver Standifer e Pasternak, 1997).

As encefalinas foram, originariamente, identificadas em extratos de 

cérebro de porcos por Hughes et ai (1975). Dois peptídeos estruturalmente 

semelhantes foram encontrados - metionina encefaiina e ieucina encefalina - 

cada qual derivado da clivagem do precursor pró-encefalina A. Esses peptídeos 

têm propriedades em comum com a morfina, tais como a produção de 

analgesia, dependência física e tolerância e contração da musculatura lisa; 

suas ações são revertidas ou bloqueadas pelo antagonista opióide naioxona. As
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variações regionais nos níveis de encefalinas correspondem à distribuição dos 

receptores opióides (Akil et ai, 1984).

As endorfinas correspondem a pelo menos quatro peptídeos, designados 

a-, p-, y-, e ô-endorfinas (a p-endorfina é a mais importante), todas derivadas da 

clivagem enzimática do precursor pró-opiomelanocortina. As endorfinas são 

encontradas principalmente na glândula pituitária anterior, nas mesmas células 

que contém corticotrofina e p-lipotropina.

A substância P (SP) é um polipeptídeo descoberto por Von Euler e 

Gaddum (1931), sendo um importante neurotransmissor em fibras nervosas de 

pequeno diâmetro, particularmente nas fibras C. A SP é encontrada em várias 

áreas relacionadas à dor, como nos corpos celulares do gânglio da raiz dorsal e 

projeções para a substância gelatinosa espinhal, na divisão caudal do núcleo 

espinhal trigeminal, nos núcleos pálido e magno da rafe e na área cinzenta 

periaquedutal. A SP é liberada das terminações nervosas e estocada em 

grânulos de neurônios sensoriais. Os aminoácidos básicos da extremidade N- 

terminal da molécula de SP estão envolvidos na vasodilatação causada por 

essa substância. A SP também desempenha seu papel pró-inflamatório através 

da indução do aumento da permeabilidade vascular, com o extravasamento de 

plasma e conseqüente formação de edema. Este efeito é atribuído à porção C- 

terminal da molécula. Estudos recentes (DeFelipe et al., 1998: Cao et al., 1998) 

demonstraram que modificações genéticas que levem á falta, em camundongos, 

de receptor para a substância P (NK-1) alteram as respostas nociceptivas, 

analgésicas e a agressividade desses animais. Por outro lado, modificações no
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gene pré-prótaquicinina A (PPT-A), que codifica a substância P e a neurocinina 

A, praticamente abolem a inflamação neurogênica nos animais mutantes, além 

de redução significativa das respostas à dor. Os nervos envolvidos nas ações 

da SP são aferentes, de pequeno diâmetro, polimodais não-mielinizados, sendo 

importantes para transmissão central da informação nociceptiva, quando a 

substância P é liberada do trato espinhal mediante estimulação ortodrômica em 

resposta ao estímulo nocivo e para a liberação da substância P e de outros 

neuropeptídeos de terminações nervosas colaterais e tecidos periféricos, 

seguindo estimulação nociva antidrômica e resultando em inflamação 

neurogênica (Geppetti etal., 1995).

O peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) está localizado 

juntamente com a SP em muitos neurônios sensoriais em órgãos e tecidos 

dentre os quais a pele (Gibbins et ai, 1987a, b). O CGRP é um potente 

peptídeo vasodilatador encontrado em várias espécies, inclusive no homem. Em 

humanos e em animais, a injeção intradérmica de CGRP causa aumento 

prolongado no fluxo sangüíneo local (Brain e Williams, 1985), potencializando o 

edema induzido por mediadores que promovem o aumento da permeabilidade 

microvascular, incluindo a SP e as neurocininas (Brain e Williams, 1985; 

Hughes e Brain, 1991). O CGRP é liberado por neurônios sensíveis à 

capsaicina, que liberam também glutamato e somatostatina (Dray, 1992).
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A inflamação

A primeira fase da resposta inflamatória é caracterizada por aumento do 

fluxo sangüíneo na área lesada, em conseqüência de dilatação e 

engurgitamento dos capilares e arteríolas, bem como do recrutamento adicional 

de outros vasos que normalmente estão hipofuncionantes, levando ao eritema 

ou ao rubor da área comprometida; também pode haver elevação da 

temperatura local (Rocha e Silva, 1978; Sedgwick e Willoughby, 1985; 1989). A 

vasodilatação se deve à ação de mediadores em nível arteriolar e venular, entre 

eles, as cininas, histamina, 5-HT, leucotrienos (LTs), PAF-acéter, quinto 

componente do sistema complemento (C5a), prostaglandinas (PGD2, PGE2, 

PGF2a) e substâncias liberadas localmente das terminações nervosas 

(taquiciriinas e CGRP) (Hua, 1986; Haanen e Vermes, 1995; Saleh, 1996). O 

exsudatb formado facilita a liberação de outros mediadores, 0 que amplifica a 

respostá inflamatória. A segunda fase da resposta inflamatória é caracterizada 

pela migração de leucócitos e de outras células fagocíticas para o sítio da lesão 

(quimiotaxia). Além da geração plasmática ou no sítio da lesão de fatores 

quimiotáticos, ocorrem mudanças na distribuição dos componentes celulares em 

relação ao fluxo sangüíneo (Cotran et ai, 1991). Os leucócitos, que 

normalmente circulam no centro da luz vascular, passam a ser detectados nas 

proximidades da parede do vaso, processo que é denominado de marginação 

leucocitária. Além disso, a migração celular é facilitada pelas moléculas de 

adesão expressas em diferentes tipos de células por estímulos gerados no sítio 

do processo inflamatório, as quais têm sido identificadas em leucócitos.
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macrófagos, fibroblastos, plaquetas, bem como em células endoteliais 

(Bevilacqua, 1993). Os fatores quimiotáticos estimulam tanto os leucócitos como 

as células endoteliais a expressarem moléculas de adesão, facilitando a 

adesividade entre essas células, processo conhecido como rolling. A adesão 

posterior dos granulócitos á parede do endotélio facilita a sua migração ao foco 

da lesão (Bevilacqua, 1993; Frenette e Wagner, 1996).

A resposta celular decorrente do dano tecidual depende do tipo, da 

duração e da severidade da lesão, bem como do modelo de interação celular e 

do estado imunológico do hospedeiro (Cotran et ai, 1991). Os leucócitos 

polimorfonucleares (neutrófilos) são ativamente fagocíticos, e a energia para 

esse processo é derivada da via glicolítica (Davies e Hagen, 1997). Os 

leucócitos mononucleares podem migrar preferencialmente para o local da 

lesão (Sibille e Reynolds, 1990), onde são ativados por produtos liberados 

principalmente pelos macrófagos, passando a sintetizar e liberar um grande 

número de agentes, incluindo citocinas e produtos da via do ácido araquidônico 

(AA), além de outros mediadores. Os eosinófilos também estão envolvidos 

nesse processo e, quando ativados pelo PAF-acéter, por exemplo, liberam 

mediadores lipídicos bioativos e derivados do AA, entre outros, bem como as 

chamadas proteínas básicas (MBP-Proteína Básica Maior, ECP-Proteína 

Eosinofílica Catiônica, EPO-Peroxidase Eosinofílica, EPX-Proteína X 

Eosinofílica e EDN-Neurotoxina Derivada do Eosinófilo). Estudos têm 

demonstrado que a MBP, ECP e EPO induzem a uma liberação não citolítica da
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histamina tanto em basófilos como em mastócitos (Bainton, 1992; Ferguson et 

ai, 1995; Kita eí a/.,1995).

Também tem sido demonstrado que os macrófagos residentes ou 

monócitos (que se originam da mesma célula na medula óssea ou a partir de 

outros tecidos) participam ativamente do processo inflamatório. Os macrófagos 

exercem a função de limpeza do organismo, removendo células sangüíneas 

defeituosas ou estimulando o sistema imunológico na defesa contra agentes 

estranhos. Os monócitos são recrutados para o sítio do processo inflamatório 

através de fatores quimiotáticos gerados localmente e também por proteínas 

catiônicas liberadas dos grânulos de neutrófilos (Cramer, 1992; Galli, 1993). Na 

terceira fase da resposta inflamatória, ocorre regeneração tecidual ou fibrose.

Mediadores químicos periféricos da dor e da inflamação

No grupo das cininas, a BK, sua principal representante, é peptídeo 

composto de nove aminoácidos, formado no plasma a partir da degradação do 

cininogênio, por ação de enzimas proteolíticas conhecidas como calicreínas 

(Hall, 1992; Dray e Perkins, 1993; Carretero e Scicli, 1991). O sistema das 

calicreínas pode ser ativado por anóxia, inflamação, redução do pH ou trauma 

tecidual (Bathon e Proud, 1991). As cininas formadas (BK e calidina) participam 

de diversos processos fisiopatológicos, como a regulação da pressão arterial, 

controle de tônus de musculatura lisa no trato gastrintestinal e das vias aéreas, 

bem como em vários estados relacionados com a inflamação e a produção do 

fenômeno doloroso (Hall, 1992; Hess , 1997; Griesbacher e Legat, 1997). Os
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níveis plasmáticos de BK e de seus principais metabólitos, a des-Arg^-BK e a 

des-Arg^°-LBK, estão aumentados em vários processos inflamatórios (Regoli e 

Barabé, 1980; Hargreaves et ai, 1988; Damas et ai, 1990). A injeção de BK 

produz dor pela ativação e/ou sensibilização de fibras aferentes nociceptivas do 

tipo A ô e C (Coilier e Lee, 1963; Szolcsányi, 1987). Pode, ainda, modular a 

neurotransmissão autonômica para alguns transmissores em vários músculos 

lisos, atuando tanto através de receptores B2 como Bi (Acevedo et ai, 1990; 

LIona et ai, 1991; Maas et ai, 1995).

Os receptores das cininas classificam-se em receptores Bi e B2 (Regoli e 

Barabé, 1980; McErchern et ai, 1991; MacNeil et ai, 1995; Hess, 1994;1997; 

Hall, 1997). Os receptores Bi mostram uma preferência pelo metabólito ativo da 

BK, a des-Arg®-BK (Regoli e Barabe, 1994; Bouthillier et ai, 1987). Sua 

expressão pode ser induzida em certas ocasiões, como, por exemplo, após 

trauma tecidual ou durante processos inflamatórios crônicos (Marceau, 

1995,1997; Donaldson et ai, 1997).

A maioria das ações da BK, incluindo a ativação aguda de nociceptores e 

a produção de dor, são mediadas através da ativação de receptores B2. Esses 

receptores são constitutivos, amplamente distribuídos no organismo, em vários 

órgãos perifericamente, bem como no sistema nervoso central de várias 

espécies (Hall, 1992). Ao contrário dos receptores Bi, os do tipo B2 apresentam 

grande afinidade á BK e á L-BK.

As cininas aumentam a permeabilidade do endotélio vascular para fluidos 

e proteínas plasmáticas, resultando em edema. Tais respostas envolvem
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receptores B2 (Whalley, 1987; Cirino et ai, 1991). As cininas são bem 

conhecidas por estimularem aferentes primários, o que resulta na liberação de 

mediadores pró-inflamatórios, incluindo as taquicininas (TKs) e o CGRP. Em 

conjunto, esses vários efeitos amplificam o processo inflamatório.

Outro grupo importante dentre os mediadores da inflamação pertence à 

família das citocinas e consiste em interleucinas (IL) ou quimiocinas, fatores de 

necrose tumoral (TNF), fatores estimuladores de colônias (CSF), interferons 

(IFN), fatores de crescimento e fatores supressores (Luger e Schwarz, 1995). 

Altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, tais como a IL-1, o TNF-a e a IL-6 , 

são produzidos em doenças inflamatórias, principalmente a partir de 

monócitos/macrófagos.

Dois diferentes tipos de lL-1, denominadas a e p, têm sido descritas, 

apresentando um amplo espectro de atividades biológicas, porém atuando 

através de receptores comuns. A IL-1 é um importante mediador inflamatório 

que induz a febre, a produção de proteínas de fase aguda; causa infiltrado 

inflamatório quando injetada na pele (Dinarello, 1989) e estimula as células 

endoteliais que produzem citocinas e expressam moléculas de superfície, tais 

como moléculas de adesão intercelular (ICAM-1), e moléculas de adesão 

endotelial (ELAM-1) (Cork e Duff, 1993). A IL-6 é uma citocina liberada por 

quase todas as células mediante estimulação apropriada. O TNF-a é secretado 

por várias células tendo um amplo espectro de atividades biológicas. As 

quimiocinas têm sido classificadas em quimiocinas CXC, responsáveis pela 

quimiotaxia de neutrófilos; quimiocinas CC, responsáveis pela atração de
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monócitos e linfócitos, e a linfotactina (quimiocina C), que recruta primariamente 

linfócitos (Schrõder et ai, 1993; Schiuger e Rom, 1997).

Entre os eicosanóides, os principais são as prostaglandinas, a 

prostaciclina (PGb), o TXA2 e os LTs. As prostaglandinas da série E estão 

particularmente associadas à produção de dor que acompanha trauma e 

infecção. O ácido araquidônico (AA) é parte integrante dos fosfolipídeos da 

membrana celular. Durante a estimulação celular, a liberação de AA é 

catalisada por várias vias enzimáticas diretas e indiretas; a via direta envolve a 

estimulação de fosfolipase A2 (PI-A2): nas vias indiretas, uma requer a ativação 

de fosfolipase C (PLC), que resulta na formação de segundos mensageiros da 

via do trifosfato de inositol (IP3) e do diacilgiicerol (DAG), e a outra libera AA, via 

uma lisofosfolipase precedida por PLA2 (Wolfe e Harrocks, 1994).

Na via da ciclooxigenase, o AA é convertido para prostanóides, incluindo 

PGs, PGI2 e TXA2. Tal conversão é catalisada pela enzima prostaglandina H 

sintase (PGHS). A PGHS é uma enzima bifuncional, que tem um sítio 

ciclooxigenase (COX), o qual cicliza o AA e adiciona o grupo 15-hidroperoxi 

para formar prostaglandina G2 (PGG2): também contém um sítio peroxidase que 

reduz o grupo hidroperoxi para um grupo hidroxi para formar PGH2, que é 

convertida para uma das várias prostaglandinas. Os prostanóides 

(principalmente PGE2) são importantes mediadores da inflamação (Pairet e 

Engelhardt, 1996). As PGs e PGIs sensibilizam as terminações nervosas para 

as ações da histamina e da BK (Walton e a/., 1994).
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Existem duas isoformas de PGHS, uma forma constitutiva (COX-1) e uma 

forma induzida (COX-2). Em condições fisiológicas, a atividade da COX-1 

predomina; a expressão de COX-2 pode ser induzida por estímulos 

inflamatórios e mitógenos em muitos tipos de células envolvidas na inflamação 

(LoII e Garavito, 1994; Insel, 1996; Pairet e Engelhardt, 1996). Tem sido 

proposto que a COX-2 é o alvo relevante para a terapêutica com 

antiinflamatórios, enquanto a inibição de COX-1 é responsável pelos efeitos 

colaterais gástricos, renais e sangüíneos desses agentes (Battistini, et ai, 1994; 

Vane e Botting, 1996; Pairet e Engelhardt, 1996).

A via da lipooxigenase é responsável pela conversão do AA em 

derivados hidroperóxidos (HPETE): 12-HPETE, nas plaquetas, e 5-HPETE e 15- 

HPETE, nos leucócitos. O 5-HPETE sofre peroxidação e transforma-se em 

HETE, conhecido como quimiotático para neutrófilos. Nos mamíferos, os 

principais produtos metabólitos formados por essa via, são: LTA4, LTB4, LTC4, 

LTD4 e LTE4. É reconhecido que o LTB4 é um agente quimiotático potente que 

promove agregação de leucócitos ao endotélio venular, enquanto o LTC4, o 

LTD4 e o LTE4 causam vasoconstrição, broncoespasmo e aumento da 

permeabilidade vascular (Wolfe e Harrocks, 1994).

O óxido nítrico vem sendo descrito cada vez mais como molécula 

importante na nocicepção. As funções biológicas conhecidas para o NO podem 

ser divididas em duas categorias: primeiro, ele atua como uma molécula 

mensageira intercelular, regulando o tono vascular, a ativação plaquetária e 

respostas imunes, servindo como um neurotransmissor no cérebro e na periferia
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de alguns dos chamados nervos NANC (não adrenérgicos, não colinérgicos); 

secundariamente, o NO sintetizado em grandes quantidades por macrófagos 

ativados é uma molécula citotóxica capaz de matar bactérias, vírus e 

protozoários, como também células tumorais (Moilanen e Vapaatalo, 1995).

Três tipos principais de óxido nítrico sintases (NOS), produtoras de NO, 

foram caracterizadas (Knowles e Moncada, 1994; Fõrstermann et a/., 1991): 

enzimas dependentes de cálcio-calmodulina constitutivas nas células 

endoteliais (NOSe) e neurônios (NOSn), e uma enzima induzida que independe 

de cálcio (NOSi) nos macrófagos e em muitas outras células. Os tecidos 

contendo isoformas constitutivas de NOS produzem pequenas quantidades de 

NO rápida e transitoriamente em resposta a agonistas, tais como acetilcolina ou 

BK (endotélio vascular), glutamato (cérebro) ou colágeno (plaquetas). Vários 

tipos de células, incluindo os macrófagos, condrócitos, neutrófilos, células 

endoteliais, hepatócitos e células musculares lisas, têm sido relacionadas por 

expressarem NOSi em resposta ao estímulo inflamatório. No entanto, é 

necessário considerar que existem diferenças entre as espécies. Dependendo 

dos tipos de células, endotoxinas e certas citocinas, tais como IL-1, TNF-a e 

INF-;k. induzem a expressão de NOSi. Algumas outras citocinas, como, por 

exemplo, as interleucinas 4, 8 , 10 e 13, o fator de crescimento beta (TGF-y9) e o 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), são inibidores da indução 

de NOSi em certos tipos de células (Moncada, 1992; Nussier e Billiar, 1993; 

Knowles e Moncada, 1994; Doyle et ai, 1994).
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Meller et al. (1992) sugeriram que uma produção sustentada de NO e a 

subseqüente ativação da guanilato ciclase solúvel na medula espinhal lombar 

tomam parte na hiperalgesia térmica no modelo de dor neuropática produzida 

por ligadura do nervo ciático. Por outro lado, a L-N°-nitro arginina metil ester (L- 

NAME), administrada por via intraperitoneal, produz antinocicepção de longa 

duração que independe do sistema opióide em camundongos, provavelmente 

por efeito direto no SNC (Moore et al., 1991). Ainda, Xin-Quan e Zing-Zu (1993) 

estudaram o envolvimento da produção de NO e a ativação da guanilato ciclase 

solúvel no mecanismo de analgesia induzido pela L-arginina. Finalmente, foi 

demonstrado que o NO espinhal desempenha significativo papel nos 

mecanismos de respostas comportamentais para a capsaicina, através da 

liberação de glutamato (Sakurada et al., 1996).

Além dos mediadores descritos, as TKs também constituem um grupo 

importante de substâncias com caráter pró-inflamatório. As TKs compreendem a 

SP, a neurocinina A (NKA) e a neurocinina B (NKB), sendo peptídeos cuja fonte 

neuronal principal, em território somático e visceral do sistema nervoso 

periférico, são as terminações periféricas de neurônios primários aferentes 

sensíveis á capsaicina. A síntese de TKs ocorre nos corpos celulares dos 

neurônios aferentes localizados no gânglio da raiz dorsal (GRD). Esses 

elementos expressam o gene pré-prótaquicinina-A (PPT-A), produzindo SP, 

NKA e outro peptídeo relacionado à NKA. O gene pré-prótaquicinina 8  (PPT-B) 

não é expresso no GRD e, em conseqüência, a NKB está ausente nos terminais 

nervosos centrais ou periféricos destes aferentes primários. A segunda principal
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fonte de TK neuronal são certos corpos celulares de neurônios nos plexos 

mioentérlco e submucoso Intestinais. Além dessas, outras fontes de SP são 

alguns neurônios simpáticos e parassimpáticos que inervam as glândulas 

salivares e as vias aéreas entre outras (Maggi et ai, 1993; Piedimonte, 1995; 

Sakurada et ai, 1997).

Uma vez liberadas, as TKs vão exercer uma variedade de ações 

mediadas por um ou mais dos três receptores conhecidos para esses peptídeos, 

denominados NKi, NK2 e NK3. A distribuição desses receptores tem sido 

investigada por técnicas farmacológicas, autoradiografia com radioligantes e, 

mais recentemente, pela investigação direta da expressão de RNAm nos tecidos 

(Maggi, 1995; Sakurada et ai, 1997).

Os receptores NKi participam das ações das TK, sendo a SP o seu mais 

potente agonista natural, e estão amplamente distribuídos no SNC e periférico 

em várias espécies animais (Otsuka e Yoshioka, 1993). No sistema nervoso 

periférico, o receptor NKi toma parte na vasodilatação, no aumento da 

permeabilidade vascular, na estimulação da secreção salivar e de vias aéreas e 

na contração de musculatura lisa (Maggi, 1995).

Os receptores NK2 são definidos como mediadores das ações das 

taquicininas e de NKA, que é seu agonista natural mais potente. Estão 

amplamente distribuídos no sistema nervoso periférico e especialmente na 

musculatura lisa do trato respiratório, gastrointestinal e urinário (Maggi, 1995). A 

presença e o papel funcional de receptores NK2 no SNC e na medula espinhal 

têm sido muito debatidos, contudo estudos mostram que eles estão presentes
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no SNC, especialmente em alguns núcleos talâmicos, nas lâminas III e VI do 

córtex frontal e no hipocampo (Hagan et ai, 1993).

O receptor NK3 é definido como sendo responsável pelas ações 

biológicas das taquicininas, para as quais a NKB é mais potente agonista que a 

NKA e a SP. Os receptores NK3 são abundantemente expressos no SNC (córtex 

cerebral, núcleo solitário, núcleo interpeduncular, habênula e área tegmental 

ventral) e na medula espinhal (raiz dorsal) (Buell et ai, 1992).

A estimulação de neurônios aferentes de pequeno diâmetro produz 

sintomas similares àqueles presentes durante a inflamação: vasodilatação, 

extravasamento de plasma, agregação de plaquetas e ativação dos mastócitos. 

Tais observações levaram ao termo inflamação neurogênica (IN), que sugere 

um papel modulatório do sistema nervoso periférico nas respostas inflamatórias 

(Jancsó et ai, 1967; Lembecke Holzer, 1979; Dimitriadou et al., 1992; Kowaiski 

e Kaiiner, 1988).

O tipo de fibras aferentes envolvido na inflamação neurogênica está bem 

definido: fibras C e, em menor grau, fibras A S, que são excitadas (e, em altas 

doses, destruídas) por capsaicina, um ingrediente da pimenta. As fibras 

sensíveis à capsaicina contêm um número de peptídeos bioativos, como a SP, a 

J^ l^  e o CGRP. Estudos funcionais e com auxílio de radioligantes têm 

estabelecido também para o CGRP que suas ações biológicas são mediadas 

por receptores específicos (CGRP1 e CGRP2, Dennis et a/., 1990). Os receptores 

CGRP têm sido encontrados na musculatura lisa e endotélio vasculares 

(Wimalawansa e Macintyre, 1988).
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Asma alérgica

A asma é uma doença caracterizada pela inflamação crônica das vias 

aéreas, na qual participam particularmente mastócitos, eosinófilos e linfócitos T.

Imediatamente após a inalação do alergeno, os mastócitos sensibilizados 

pela IgE são ativados pelo acoplamento do antígeno aos receptores IGE da 

superfície de sua membrana celular. A IgE está fixada à membrana do mastócito 

por um receptor de alta afinidade FcERI. Após a ativação dos mastócitos, são 

mobilizados os grânulos de seu cítoplasma que contêm mediadores (pelo 

menos 15 substâncias) e citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 ,TNFa). Mediadores 

lipídicos (LTC4, D4, E4 e PGD2) são também produzidos nos tecidos após a 

degranulação dos mastócitos pelo metabolismo do AA. O lavado 

broncoalveolar, na fase precoce da asma, demonstra aumento das 

concentrações principalmente de triptase, histamina, LTC4, PGD2 e PGp2a, 

potentes broncoconstritores, que determinam também aumento da 

permeabilidade vascular, aumento da produção de muco e estimulação nervosa 

aferente (Warner e Kroegel, 1994).

Outro evento importante no processo inflamatório das vias aéreas é a 

adesão de moléculas às células endoteliais e leucócitos. No recrutamento de 

leucócitos para o local da inflamação, várias moléculas de adesão celular 

(CAMs) e citocinas quimiotáticas participam ativamente (Manning et a!., 1994). 

As moléculas de adesão estão divididas em três famílias: integrinas, selectinas 

e a superfamília de imunoglobulinas (Kumar e Busse, 1995). No processo da 

inflamação, ocorre, inicialmente, a vasodilatação de vênulas pós-capilares e
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mudanças no fluxo sangüíneo, resultando na marginalização de leucócitos. 

Essas células são capturadas pelas selectinas-L através de uma ligação fraca e 

reversível que permite o seu “rolamento” nas paredes dos vasos (Kroegel et al.,

1994). As selectinas E e P das células endoteliais dos focos de inflamação 

servem como ligantes para selectinas-L específicas de leucócitos. As integrinas 

VLA-4 {very late antigen 4), LFA-1 {leucocyte function associated antigen ) e 

Mac-1 são responsáveis por um aumento de afinidade e expressão de adesão 

molecular na superfície dos leucócitos. Finalmente, um grupo de moléculas 

expressas no endotélio vascular liga-se às fiz integrinas da superfície dos 

leucócitos, facilitando a adesividade intercelular ao endotélio microvascular 

(Lamas et al., 1988; Wegner et al., 1990). Incluem-se nesse grupo (da 

superfamília das imunoglobulinas) a ICAM-1, ICAM-2 e a molécula de adesão 

de célula vascular-1 (VCAM-1).

Os leucócitos fixam-se à superfície endotelial, onde encontram altas 

concentrações de citocinas, agentes quimiotáxicos e mediadores lipídicos. 

Esses produtos dos linfócitos e macrófagos difundem-se do foco inflamatório do 

espaço perivascular, ou mesmo das células do próprio endotélio vascular, e 

ativam os leucócitos. Baixas concentrações de IL-8 (Huber et al., 1991), 

produzidas pelo endotélio vascular e secretadas nas regiões subendoteliais, 

aumentam a adesão leucocitária e induzem sua migração. Outras substâncias 

quimiotáticas, como IL-2, IL-5, RANTES {regulated upon activation In normal T- 

cells, expressed, and secreted) e PAF, favorecem a migração transendotelial 

para o espaço extravascular.
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Outra célula numericamente importante na inflamação inicial e tardia da 

asma é o eosinófilo. Este também produz citocinas IL-3, IL-5 e fator estimulante 

de colônias de granulócitos e de macrófagos (GM-CSF), as quais produzem 

maior diferenciação eosinofílica, quimiotaxia e ativação, determinando uma 

autoperpetuação da infiltração inflamatória eosinofílica. Como os mastócitos, os 

eosinófilos secretam mediadores lipídicos PAF, LTs, PGs e TXs. Os linfócitos T 

apresentam importante papel na inflamação, através da ativação de citocinas 

responsáveis pela interação entre as células. As citocinas produzidas pelos 

linfócitos T atuam transmitindo sinais para a regulação da proliferação celular e 

diferenciação. Os linfócitos possuem vida longa e memória imune e também 

podem ser ativados por alergenos; sua importância na doença é sugerida pelo 

aumento de linfócitos T CD4-positivos ativados encontrados no lavado 

broncoalveolar e em biópsias brónquicas (Kumar e Busse, 1995).
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2 - OBJETIVOS

0  presente trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

1 - Analisar, em camundongos, os possíveis efeitos antinociceptivos do 

poligodial, sesquiterpeno obtido das cascas da D. winteri, administrado por via 

sistêmica, intratecal, intracerebroventricular ou intraplantar nos modelos de dor 

induzida pela injeção intraperitoneal de ácido acético, caolim e zimosan, ou pela 

injeção intraplantar de formalina e capsaicina.

2 - Analisar, no modelo de dor induzida pela formalina em camundongos, 

os possíveis mecanismos envolvidos nas ações antinociceptivas do poligodial, 

empregando para tal agonistas e antagonistas específicos de vários receptores, 

bem como inibidores enzimáticos de substâncias que participam da gênese da 

dor.

3 - Analisar, no teste da placa quente, possível efeito do poligodial na 

hiperalgesia induzida pelo glutamato administrado por via intratecal em 

camundongos.

4 - Analisar, em camundongos, os possíveis efeitos antiinflamatórios do 

poligodial nos modelos de edema de pata induzidos por BK, por carragenina, 

por dextrana, PLA2, PGE2 e SP; nos edemas de orelha induzidos por AA, por 

capsaicina e óleo de cróton, e na pleurisia induzida por carragenina.

5 - Finalmente, analisar os possíveis efeitos antialérgicos do poligodial 

através de choque anafilático induzido em camundongos sensibilizados pela 

OVO e no edema alérgico causado pelo antígeno em ratos.

29



3 - MATERIAL E MÉTODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados camundongps suíços machos e fêmeas (18 a 35 g) e 

ratos machos Wistar (140 a 180 g), mantidos no Biotério Setorial do 

Departamento de Farmacologia, CCB-UFSC, em temperatura controlada de 22 

± 2 °C, em ciclo claro/ escuro de 12 h (luzes acesas às 7 h) e com acesso à 

água e ração ad libitum. Os animais foram mantidos no laboratório para 

adaptação por um período de pelo menos uma hora antes do início dos 

experimentos. Os experimentos foram realizados geralmente entre 8 e 17 horas, 

à temperatura ambiente de 20 ± 3 °C, sendo que cada animal foi usado apenas 

uma vez. Os camundongos fêmeas foram utilizados exclusivamente nos 

experimentos de pleurisia. Os experimentos desenvolvidos foram conduzidos de 

acordo com orientações para os cuidados com animais de laboratório e 

considerações éticas para investigações de dor experimental em animais 

conscientes (Zimmermann, 1983).

3.2 - Classificação botânica da Drymis winteri

As cascas da Drymis winteri (Winteraceae) foram coletadas no município 

de Bom Retiro-SC, e a classificação botânica da espécie foi realizada no 

Departamento de Botânica da UFSC pela professora Leila da Graça Amaral. Um 

exemplar da planta está depositado e registrado sob o número 26 313 no
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Herbário FLOR, do Horto Botânico da Universidade Federal de Santa Catarina, 

em Florianópolis-SC (Figura 1).

3.3 - Análise química e preparação do composto poligodial

O estudo fitoquímico para o isolamento e a caracterização química do 

poligodial, isolado das cascas da D. winteri, foi realizado no Laboratório de 

Produtos Naturais, do Departamento de Química da UFSC, pelos professores 

drs. Rosendo A. Yunes e Valdir Cechinel Filho. As cascas da D. winteri foram 

secas em estufa a uma temperatura de 45 - 50 °C. O material seco foi cortado 

em pequenas peças e macerado com metanol comercial à temperatura 

ambiente, durante dez dias. O extrato metanólico foi exaustivamente fracionado 

com diclorometano e, depois da remoção do solvente, a fração foi submetida á 

cromatografia (Merck 60), resultando no isolamento do composto poligodial, 

conforme descrito anteriormente (Cechinel Filho et al., 1998). O poligodial foi 

identificado através de comparação direta com amostra autêntica e através de 

dados espectroscópicos (ressonância nuclear magnética de próton e 

ressonância nuclear magnética carbono-13). Uma porção de material seco das 

cascas da planta, equivalente a 750 g, rendeu 240 mg de poligodial, 

correspondendo a um rendimento de 0,032% (Cechinel Filho et al., 1998). A 

estrutura molecular do composto poligodial isolado das cascas da D. winteri 

está apresentada na Figura 2.
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Figura 2 - Estrutura molecular do composto poligodial Isolado das cascas da 

Drymis winteri.

3.4 - Análise farmacológica

3.4.1- Atividade antinociceptiva

3.4.1.1 - Teste das contorções abdominais em camundongos

Inicialmente, foi avaliada a atividade antinociceptiva do poligodial, 

utilizando-se o teste das contorções abdominais induzidas por ácido acético, 

zimosan e caolim. As contorções abdominais são caracterizadas por contração 

da musculatura abdominal, juntamente com a extensão de uma das patas 

posteriores, (Coilier et ai, 1968; Bentiey et al., 1981). O teste das contorções 

abdominais, embora seja um modelo simples e pouco específico, permite avaliar 

a atividade antinociceptiva de várias substâncias que atuam tanto em nível 

central quanto no periférico. Grupos distintos de animais foram tratados com 

poligodial nas doses de 0,21 a 42,7 jxmol/kg (0,5 a 10 mg/kg), por via 

intraperitoneal (i.p.), 30 min antes da injeção de ácido acético (0,6%), da



suspensão de zimosan (40 mg/kg) ou da suspêhsao de caolim (50 mg/kg ). Os 

grupos-controle receberam o mesmo volume de veículo (10 ml/kg, i.p.) utilizado 

para diluir o composto. Após as injeções dos irritantes, os camundongos foram 

observados em pares, colocados individualmente sob funis de vidro invertidos, 

quantificando-se cumulativamente o número de contorções abdominais durante 

um período de 20 min, para o ácido acético e caolim, e de 15 min, para o 

zimosan. A atividade antinociceptiva foi determinada tomando-se como base a 

inibição do número das contorções abdominais dos animais tratados com o 

poligodial i.p. em relação ao número das contorções abdominais dos animais- 

controle tratados com salina.

3.4.1.2 - Dor induzida pela formalina em camundongos

A ação antinociceptiva do poligodial, bem como a duração do seu efeito 

também foram avaliadas através do teste da dor induzida pela injeção 

intraplantar (i.pl.) de formalina. Esse teste permite avaliar dois tipos de dor: uma 

de origem neurogênica, como resultado da estimulação direta dos neurônios 

nociceptivos, observada nos primeiros 5 min após a injeção da formalina, e 

outra de origem inflamatória, caracterizada pela liberação de mediadores 

inflamatórios, observada entre 15 e 30 min após a injeção de formalina e 

representando a resposta tônica à dor.

Os procedimentos foram realizados como descrito anteriormente 

(Hunskaar et ai, 1985, 1986; Murray et al., 1988; Corrêa e Calixto, 1993). Nos 

animais, foram injetados 20 )il de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeído).
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preparada em uma solução tamponada com fosfato (PBS), na região plantar da 

pata posterior direita. Logo após a injeção de formalina, os animais foram 

colocados individualmente sob um funil de vidro invertido, com auxílio de um 

espelho para permitir melhor observação. A seguir, foi cronometrado por um 

período de 30 min o tempo em que o animal permaneceu lambendo ou 

mordendo a pata injetada com formalina, sendo esse período considerado como 

indicativo de dor (Hunskaar e Hole, 1987). Os animais foram tratados com 

poligodial pelas vias i.p. (12,8 - 128,2 |̂ mol/kg) (3 a 30 mg/kg), oral (21,3 - 427 

iamol/kg) (5 a 100 mg/kg), intracerebroventricular (i.c.v.) (10 - 300 nmol/sítio) 

(2,3 a 70,2 ^g/sítio), intratecal (i.t.) (30 - 300 nmol/sítio) (7 a 70,2 ^g/sítio) e i.pl. 

(30 - 300 nmol/sítio, em associação com a formalina) (7 a 70,2 ^g/sítio). Para as 

injeções i.c.v. e i.t., os animais foram levemente anestesiados com éter e um 

volume de 5 |̂ l de veículo, ou o veículo contendo poligodial (10 - 300 nmol/sítio) 

(2,3 a 70,2 |ag/sítio) foi injetado diretamente dentro do ventrículo lateral 

(coordenadas para a localização em relação ao bregma: 1 mm lateral; 1 mm 

rostral; -3 mm vertical), ou na medula espinhal (entre as vértebras L5 e L6), 

respectivamente, com o auxílio de uma microsseringa conectada a um tubo de 

polietileno, como descrito previamente (Hylden e Wilcox, 1980; Vaz et a/., 1996; 

Santos e Calixto, 1997). Os animais-controle receberam por vias i.c.v. e i.t. o 

mesmo volume de veículo e, 15 min depois, receberam a injeção i.pl. de 

formalina na pata traseira direita. No final do tempo de observação, os animais 

tratados com o composto poligodial foram sacrificados por deslocamento 

cervical; as patas posteriores foram cortadas na junção tíbio-tarsal e pesadas
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em balança analítica para quantificação do edema induzido pela formalina. A 

diferença entre o peso das patas direita e esquerda (em mg) foi considerada 

como índice de edema. Um outro grupo de animais recebeu poligodial (42,7 

)a,mol/kg, i.p.) e foi estabelecido um perfil temporal para a ação do composto, 

sendo que o poligodial foi administrado 0,5, 1 e 2 horas antes da injeção i.pl. de 

formalina.

3.4.1.3 - Dor induzida pela capsaicina em camundongos

Este modelo, proposto por Sakurada et ai (1992), é importante para o 

estudo de compostos que atuam sobre a dor de origem neurogênica. A injeção 

de capsaicina induz estimulação direta dos neurônios nociceptivos, causando a 

liberação de vários neuropeptldeos envolvidos na transmissão dolorosa das 

fibras C, em especial as TKs (SP, NKA e NKB) (Sakurada et a!., 1992; 1993). 

Este teste foi empregado visando evidenciar a possível interação do composto 

poligodial isolado das cascas da D. winteri com o sistema taquicinérgico.

Os animais foram colocados individualmente sob um funil de vidro 

transparente invertido por um período de adaptação de, no mínimo, 20 min. 

Posteriormente, cada animal recebeu 20 \i\ de solução de capsaicina (1,6 

ĝ/pata), injetada na região plantar da pata posterior direita. O tempo em que o 

animal permaneceu mordendo ou lambendo a pata injetada com capsaicina foi 

considerado como indicativo de dor (Sakurada et ai, 1992; 1993). A reação à 

dor induzida pela capsaicina foi observada durante 5 minutos. Os animais foram 

tratados com o composto poligodial por via oral (21,3 - 427 |j,mol/kg) (5 a 100
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mg/kg), i.p. (12,8 -128,2 ^mol/kg) (3 a 30 mg/kg), i.c.v. (10 - 300 nmol/sítio) (2,3 

a 70,2 ng/sítio), i.t. (30 - 300 nmol/sítio) (7 a 70,2 ^g/sítio) ou i.pl. (30 - 300 

nmol/sítio, em associação com a capsaicina) (7 a 70,2 ^g/sítio), conforme 

técnicas descritas no teste de dor induzida pela formalina. O grupo-controle 

recebeu, pelas mesmas vias, o veículo usado para diluir o composto.

3.4.1.4 - Teste da placa quente em camundongos

Os animais foram colocados dentro de um cilindro de acrílico, sobre a 

superfície de uma placa de metal previamente aquecida a 56 ± 1 °C, utilizando- 

se o aparelho de placa quente (Ugo Basile, Modelo- DS 37). O tempo (em 

segundos) que o animal levou para lamber, morder ou levantar as patas 

dianteiras sobre a placa previamente aquecida foi cronometrado e considerado 

como indicativo de efeito nociceptivo (Eddy e Leimback, 1953). Cada animal foi 

selecionado 24 horas antes dos experimentos, de acordo com sua reatividade 

ao modelo, sendo desprezados aqueles que permaneceram por um período 

superior a 8 s na placa aquecida sem reagir ao estímulo térmico. O tempo 

máximo de permanência dos animais no aparelho de placa quente foi de 30 s, 

sendo esse tempo considerado como índice máximo de analgesia. Os animais 

foram tratados com poligodial (42.7 }xmol/kg, i.p.) ou com morfina (13,3 |j,mol/kg, 

S .C ., utilizada como controle positivo). O grupo-controle recebeu o mesmo 

volume do veículo (10 ml/kg) utilizado para diluir o composto ou a morfina.
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3.4.1.5 - Efeito sobre a performance motora (rota-rod) em camundongos

O objetivo deste teste foi evidenciar o possível efeito depressor do 

composto poligodial sobre o sistema nervoso central ou periférico. Os animais 

foram analisados no teste do rota-rod, que permite avaliar o possível efeito do 

composto sobre a performance motora, independentemente de atuar em nível 

de sistema nervoso central ou periférico (Duham e l\/liya, 1957; Rosland et a!., 

1990). Cada animal foi selecionado 24 horas antes dos experimentos, sendo 

eliminados aqueles que não permaneceram sobre o aparelho por pelo menos 

dois períodos consecutivos de 60 s cada, conforme descrito por Duham e Miya 

(1957). O aparelho denominado rota-rod, é constituído de uma barra de 2,5 cm 

de diâmetro, subdividida em seis compartimentos que giram a 14 r.p.m., 

dispostos a 25 cm de altura. Os animais selecionados foram tratados com 

poligodial (42,7 ^mol/kg, i.p.) ou com o veículo usado para diluir o composto. A 

seguir, foram analisados no aparelho rota-rod (Ugo Basile, model-DS 37) por 

um período de 60 s, em vários intervalos de tempo (15, 30 e 60 min) após o 

tratamento com o composto ou com o veículo.

3.4.1.6 - Hiperalgesia induzida pelo glutamato em camundongos

Em uma outra série de experimentos, verificou-se o efeito do poligodial 

sobre a hiperalgesia induzida pela injeção i.t. de glutamato. Para tanto, foi 

utilizado o aparelho da placa quente, aquecido à temperatura de 50 ± 1 °C. Os 

animais receberam uma injeção i.t. de glutamato (100 nmol/sítio) e foram 

observados na placa quente 5, 15, 30 e 60 min após a injeção (Aanonsen e
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Wilcox, 1987; Beirith et al., 1998). Os animais foram tratados com o veículo 

(solução salina 0,9%) ou com poligodial (42,7 e 128,2 îmoi/kg, i.p.) 30 min 

antes da injeção i.t. de glutamato. A medida da atividade anti-hiperalgésica foi 

baseada no aumento do tempo (s) de permanência dos animais na placa quente 

após o tratamento com o composto. O tempo de permanência dos animais na 

placa quente foi convertido em dados percentuais, sendo utilizada a fórmula TF 

(tempo final) - TI (tempo inicial) / 30 - TI (tempo inicial) = efeito máximo (%) 

(adaptada de Aanonsen e Wilcox, 1987).

3.4.2- Estudo em camundongos do mecanismo de ação analgésica do 

poligodial

3.4.2.1 - Influência do pré-tratamento com naioxona

Com o objetivo de avaliar a participação do sistema opióide sobre o efeito 

antinociceptivo do poligodial, os animais foram pré-tratados com antagonista 

opióide não-seletivo, naioxona (13,7 îmol/kg, i.p.) (5 mg/kg) 15 min antes da 

administração do composto (42,7 |amol/kg, i.p.) (10 mg/kg), da injeção de 

morfina (13,3 |̂ mol/kg, s.c.) (5 mg/kg, utilizada como controle positivo) ou de 

salina (10 mg/kg, i.p.) (Santos et al., 1995; Vaz, et al., 1996). Decorridos 30 min 

da administração do poligodial, da morfina ou do veículo, os animais foram 

analisados no teste da formalina. Os grupos-controle foram tratados com 

poligodial (42,7 |j,mol/kg, i.p.), morfina, ou com o veículo utilizado para diluir o 

composto ou a morfina, 30 min antes da injeção de formalina.
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3.4.2.2 - Influência do pré-tratamento com ioimbina e prazosin

Com o objetivo de avaliar a participação dos alfa-adrenoceptores na ação 

antinociceptiva induzida pelo poligodial, os animais foram pré-tratados com os 

antagonistas de adrenoceptores ai (prazosin; 0,35 )amol/kg, i.p.) (0,15 mg/kg), 

ou tt2 (ioimbina; 0,38 |j,mol/kg, i.p.) (0,15 mg/kg) (Uhlén et ai, 1990; Tasker et 

al., 1992). Decorridos 15 min, os animais receberam poligodial (42,7 |xmol/kg, 

i.p.), ou os agonistas dos adrenoceptores ai (fenilefrina; 49,1 ^mol/kg, i.p.) (10 

mg/kg), U2 (clonidina; 3,7 îmol/kg, i.p.) (0,1 mg/kg) ou salina (10 mg/kg, i.p.). 

Trinta minutos após a administração do composto e/ou drogas padrão, o efeito 

dos tratamentos foi avaliado em relação a ambas as fases da dor induzida pela 

injeção de formalina em camundongos. Os grupos-controle receberam somente 

o composto poligodial, os agonistas adrenérgicos ou, ainda, o veículo usado 

para diluir o composto e as drogas 30 min antes da injeção de formalina.

3.4.2.3 - Influência do pré-tratamento com L-arginina

Para a avaliação de um possível envolvimento da via do óxido nítrico no 

efeito antinociceptivo causado pelo poligodial, os animais receberam o 

precursor do óxido nítrico, L-arginina (3,5 mmol/kg, i.p.) (600 mg/kg) e, 

decorridos 15 min, foram tratados com poligodial (42,7 |amol/kg, i.p.), com o 

inibidor da enzima óxido nítrico sintase N'"-nitro-L-arginina (L-NOARG, 342 

|o.mol/kg, i.p.) (75 mg/kg) ou com salina (10 mg/kg, i.p.) (Santos et al., 1995; Vaz 

et al., 1996). Decorridos 30 min do tratamento, os animais foram analisados em 

relação a ambas as fases da dor induzida pela injeção de formalina. Os
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animais-controle foram tratados com poligodial, L-NOARG ou com o veículo (10 

ml/kg, i.p.) 30 min antes da injeção da formalina.

5.4.2.4 - Influência do pré-tratamento com faclofen e bicuculina

Para verificar a participação do sistema GABAérgico no efeito 

antinociceptivo produzido pelo poligodial, os animais foram pré-tratados com 

bicuculina (1,9 îmol/kg, i.p.) (1 mg/kg) (antagonista seletivo de receptores 

GABAa), faclofen (40 |̂ mol/kg, i.p.) (10 mg/kg) (antagonista seletivo de 

receptores GABAb), (Shafizadeh et a/., 1997), ambos 15 min antes da 

administração de poligodial (42,7 |̂ mol/kg, i.p.), muscimol (8,7 |amol/kg, i.p.) (1 

mg/kg) (agonista seletivo de receptores GABAa), o u  baclofen (4,6 |amol/kg, i.p.) 

(1 mg/kg) (agonista seletivo de receptores GABAb,) (Rahman et ai, 1995) ou 

salina (10 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 min dos tratamentos, os animais foram 

analisados em relação a ambas as fases da dor induzida pela formalina. Òs 

grupos-controle receberam somente poligodial (42,7 )imol/kg, i.p.), os agonistas 

GABAérglcos (muscimol 8,7 /amol/kg, i.p. ou baclofen 4,6 ^mol/kg, i.p.), ou 

salina, 30 minutos antes da injeção intraplantar de formalina.

3.4.2.5 - Influência do pré-tratamento com PCPA

Considerando a possibilidade de que o sistema serotoninérgico possa 

participar da ação antinociceptiva do poligodial, outro grupo de animais foi pré- 

tratado com p-clorofenilalanina (PCPA), um inibidor da síntese de 5-HT, uma 

vez ao dia (399,8 ^mol/kg, i.p.) (100 mg/kg), durante quatro dias consecutivos
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(Taber e Latranyi, 1981; Vaz et ai, 1996; Beirith et a/., 1998). Transcorridos 

trinta minutos após o último tratamento com PCPA, os animais receberam 

poligodial (42,7 |amol/kg, i.p.), morfina (13,3 |amol/kg, s.c.) ou somente o veículo 

usado para diluir as substâncias. Depois de 30 min, os animais foram 

analisados em relação a ambas as fases da dor induzida pela formalina. Os 

animais-controle receberam somente poligodial, morfina ou veículo 30 min antes 

da injeção da formalina.

3.4.2.6 - Influência do pré-tratamento com toxina pertussis

Tem sido demonstrado que o pré-tratamento de animais com toxina 

pertussis pela via i.c.v. suprime o efeito analgésico causado por drogas que 

atuam ativando a proteína G|/Go, através da ribosilação do ATP da proteína 

Gj/Go (Sánchez-Blásquez & Garzón, 1991; Hernandez et a/., 1995; Beirith et ai, 

1998). Para investigar a possível participação da proteína Gj/Go (sensível à 

toxina pertussis) na ação antinociceptiva do poligodial, os animais foram pré- 

tratados com toxina pertussis (1 ng/sítio, i.c.v.) sete dias antes da administração 

de poligodial (42,7 )j,mol/kg, i.p.) ou morfina (13,3 |amol/kg, s.c.), usada como 

controle positivo, ou salina (10 mg/kg, i.p.). Outro grupo de animais foi pré- 

tratado com salina (NaCI 0,9%, 5 jai/sítio, i.c.v.) e, sete dias depois, recebeu 

poligodial (42,7 î mol/kg, i.p.), morfina (13,3 |̂ mol/kg, s.c.) ou o veículo 30 min 

antes da injeção de formalina. A seguir, os animais foram analisados no teste da 

formalina, conforme os procedimentos descritos anteriormente.
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3.4.2.7 - Influência do pré-tratamento com glibenclamida

Para investigar o possível papel dos canais de potássio sensíveis ao ATP 

( K a t p )  sobre o efeito antinociceptivo produzido pelo poligodial, os animais foram 

pré-tratados com glibenclamida (81 nmol/sítio, i.c.v.) (40 |j,g/sltio), um 

bloqueador de canal de Katp e, depois de 15 min, receberam poligodial (42,7 

^mol/kg, i.p.), morfina (13,3 iLimol/kg, s.c.) ou salina (10 ml/kg, i.p.) (Raffa e 

Martinez, 1995; Shewade e Ramaswamy, 1995). A seguir, os animais foram 

analisados no teste da formalina. Outro grupo de animais recebeu salina i.c.v. 

15 min antes da administração de poligodial, morfina ou salina; 30 min depois, 

esses receberam a injeção i.pl. de formalina, sendo também analisados 

conforme descrito acima.

3.4.2.8 - Efeito da adrenalectomia

Com a finalidade de verificar uma possível participação dos 

glicocorticóides endógenos na ação antinociceptiva causada pelo poligodial, os 

animais foram submetidos à adrenalectomia bilateral (Flower, et al., 1986). 

Através de incisão dorsal, sob anestesia com tribromoetanol (2,5%), os animais 

tiveram retiradas ambas as glândulas adrenais. Após a cirurgia, os animais 

retornaram para o biotério, com livre acesso à água e ração, sendo a água 

substituída por solução de salina (a fim de manter as concentrações fisiológicas 

plasmáticas de sódio). Decorridos sete dias da cirurgia, os animais receberam 

poligodial (42,7 |amol/kg, i.p.) ou somente o veículo (10 ml/kg, i.p.). Após 30 min 

do tratamento, foram analisados em relação a ambas as fases da dor induzida
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pela formalina. Os animais-controle foram submetidos ao mesmo procedimento 

cirúrgico, sem que fossem retiradas as adrenais (falso-operados); depois de 

sete dias, foram submetidos ao mesmo protocolo dos animais operados. Os 

animais falso-operados receberam água normal durante o período de 

recuperação da cirurgia.

3.4.2.9 - Desenvolvimento de tolerância cruzada entre morfina e poligodial

Tem sido demonstrado que o tratamento crônico com a morfina pode 

induzir tolerância no teste da formalina. Com base nesse modelo, verificou-se a 

possibilidade de desenvolvimento de tolerância cruzada entre a morfina e o 

poligodial nos animais tratados por sete dias com morfina. Grupos de animais 

foram pré-tratados com morfina (13,3 |xmol/kg, s.c.), ou com salina (10 ml/kg), 

durante sete dias antes da realização do teste de dor induzido pela formalina. 

Os animais receberam uma injeção diária administrada por via s.c. às 9h, 

durante seis dias, e uma última injeção no sétimo dia, às 8h, com morfina ou 

com veículo. Após 30 min da última injeção de morfina, o composto poligodial foi 

administrado (42,7 |̂ mol/kg, i.p.) em camundongos tolerantes e não tolerantes 

ao opióide, e os efeitos antinociceptivos foram avaliados 30 min depois no teste 

da formalina. A tolerância cruzada foi definida como uma significativa redução 

nos efeitos antinociceptivos da morfina e do poligodial em camundongos 

tolerantes à morfina e em relação a ambas as fases da dor induzida pela 

formalina (Connel et al., 1994).
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3.4.3 - Atividade antiinflamatória

3.4.3.1 - Edema de pata em camundongos

Para a indução do edema, os animais foram ligeiramente anestesiados 

com éter e receberam, por via i.pl. e na pata direita, 50 |j.l de PBS, contendo BK 

(3 nmol/pata), carragenina (300 |ag/pata), dextrana (100 .̂g/pata), PLAz, (5 

U/pata), PGE2 (30 nmol/pata) ou SP (20 nmol/pata). A pata esquerda recebeu o 

mesmo volume (50 |al) de PBS e foi utilizada como controle. O aumento do 

volume da pata foi medido (exceto para a PLA2) pletismometricamente 

(Pletismômetro, Ugo Basile, Itália) em vários intervalos de tempo (10, 20, 30, 60 

e 120 min após a injeção de BK; 30, 60, 120 e 240 min após as injeções de 

carragenina, dextrana e PGE2: 15, 30, 45, 60, 120 e 180 min após a injeção de 

SP). A diferença entre os volumes das patas direita e esquerda foi quantificada 

(em |al) e tomada como índice de edema. O aumento do volume das patas 

induzido por PLA2 foi medido no pico do edema (30 min após a injeção de 

PLA2), considerando-se a diferença entre o seu peso (mg) com índice de 

edema. No experimento em que se utilizou a BK, os animais foram pré-tratados 

com o inibidor da cininase II, o captopril (5 mg/kg, 1 h, s.c.), a fim de prevenir a 

degradação do peptídeo (Corrêa e Calixto, 1993). Os animais foram tratados 

com poligodial (12,8 - 128,1 (amol/kg, i.p.) 30 minutos antes das injeções dos 

indutores de edema.
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3.4.3.2 - Edema de orelha em camundongos

Para estudar a atividade antiedematogênica do composto poligodial, foi 

utilizado o modelo do edema de orelha em camundongos. O edema foi induzido 

pela aplicação tópica de 20 |al de cada uma das seguintes substâncias irritantes: 

capsaicina (250 .̂g/orelha), óleo de cróton (1 mg/orelha) ou AA (2 mg/orelha). 

Todos os agentes flogísticos foram dissolvidos em acetona. As substâncias 

foram aplicadas diretamente nas superfícies interna e externa da orelha direita 

(20 nl). A orelha esquerda recebeu o mesmo volume de acetona e foi usada 

como controle. No período apropriado de tempo (30 min para a capsaicina; 6 

horas para o óleo de cróton; 1 hora para o AA), os animais foram sacrificados 

por deslocamento cervical, sendo removido um disco de 6 mm de diâmetro de 

cada orelha com o auxílio de um aparelho metálico. A resposta edematogênica 

foi avaliada através da diferença de peso (em mg) entre a orelha direita e a 

orelha esquerda (Calixto e Medeiros, 1991; Neves et ai, 1993). O poligodial foi 

administrado 30 min antes das substâncias irritantes (42,7 - 427,0 îmol/kg, i.p.).

3.4.3.3 - Modelo da pleurisia em camundongos

Vinte e quatro horas antes dos experimentos, cada animal foi tratado com 

solução de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 ml, i.v.) para posterior determinação 

indireta do grau de exsudação na cavidade pleural (Henriques et a/., 1990; 

Henriques, 1993; Saleh et ai, 1996). No dia da indução da pleurisia, os animais 

foram levemente anestesiados com éter etílico e 0,1 ml de solução fisiológica 

estéril (salina 0,9%) ou de carragenina (1%, diluída em salina), injetados na
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cavidade pleural direita através do espaço intercostal. De acordo com o 

protocolo experimental, após a administração do agente flogístico, os animais 

foram sacrificados em diferentes intervalos de tempo com uma overdose de éter 

etllico. A seguir, os animais foram fixados em mesa cirúrgica, em declive de 45°, 

sendo feita uma incisão transversal na pele e nos músculos abdominais. Em 

seguida, o apêndice xifóide foi pinçado e, através de duas incisões paralelas ao 

longo do esterno, os pulmões e ambas as cavidades pleurais foram expostos. 

Imediatamente, a cavidade pleural foi lavada com 1 ml de PBS (pH 7,6) 

heparinizado (20 Ul/ml). A seguir, o volume líquido na cavidade pleural foi 

coletado com o auxílio de pipetas automáticas. Após a lavagem da cavidade 

pleural com solução salina tamponada e heparinizada, uma alíquota (500 |̂ l) do 

volume recolhido foi separada para determinação dos níveis de azul de Evans 

(exsudato). Os níveis de azul de Evans foram determinados por 

espectrofotometria (Hitachi, U-2001), por leitura de densidade ótica, em 

comprimento de onda de 600 nm. Para tal, curvas-padrão com concentrações 

previamente conhecidas do corante também tiveram suas densidades óticas 

determinadas, permitindo a quantificação dos valores experimentais em |ag/ml 

com auxílio da equação da reta.

No dia dos experimentos, uma alíquota do lavado foi reservada para a 

contagem total celular. A leitura do número total de células foi feita com o auxílio 

de um contador de células (Coulter F-980). Outra alíquota (100 a 150 |al) do 

volume coletado foi destinada à realização de esfregaços celulares. Após a 

preparação dos esfregaços, que foram feitos com o auxílio de centrífuga
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(Cytospin 3, Shandon), esses foram corados pelo método de May-Grunwald- 

Giemsa, sendo a contagem diferencial celular (neutrófilos, eosinófilos e 

mononucleares) feita em microscopia ótica comum com auxílio de objetiva de 

imersão (aumento de oitocentas vezes), contando-se cem células por lâmina. 

Os animais foram tratados com poligodial (12,8 - 128,1 |j,mol/kg, i.p.) ou salina 

(10 ml/kg) 30 min antes da indução da pleurisia induzida pela carragenina, e os 

parâmetros inflamatórios foram analisados 4 h após.

3.4.4 - Atividade antialérgica

3.4.4.1 - Choque anafilático em camundongos

Visando analisar a possível atividade antialérgica do poligodial, 

camundongos foram ativamente sensibilizados através de injeção subcutânea 

de 0,2 ml de salina (0,9%), contendo 20 |j,g de OVO dispersa em 1 mg de 

hidróxido de alumínio (Amorim et a/., 1993; Tratsk et al., 1998). Decorridos 14 

dias, os animais receberam uma nova injeção de OVO em salina, sem hidróxido 

de alumínio . Passados mais sete dias, os animais foram tratados com poligodial

42,7 î mol/kg, i.p., ou com solução salina 1, 3, 6 , 12, 24 e 48 h antes da injeção 

de OVO (500 ng/kg, i.v.). Para efeito de comparação, outro grupo de animais foi 

tratado com dexametasona (2 mg/kg, s.c.) 6 , 12, 24 e 48 h antes da injeção de 

OVO. A morte dos animais decorrente da injeção endovenosa de OVO foi 

definida pela cessação dos movimentos respiratórios. O número de animais 

sobreviventes em cada grupo foi quantificado num período de 60 min após a 

injeção do antígeno.
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3.4.4.2 - Edema alérgico em ratos

Para o edema alérgico, os experimentos foram conduzidos usando ratos 

ativamente sensibilizados através de injeção subcutânea de 50 )ig de OVO 

dispersa em 5 mg de hidróxido de alumínio (AI(0 H)3), dissolvido em 0,1 ml de 

solução salina (Amorim et a/., 1993). Após 14 dias, o edema foi induzido pela 

injeção de 6 ĝ de OVO na pata traseira esquerda do animal. A pata 

contralateral recebeu o mesmo volume em PBS e serviu como controle. Os 

animais foram tratados com poligodial (4,2 - 42,7 .̂mói/kg, i.p.) 30 min antes. O 

edema foi medido com o uso de um pletismômetro (Ugo Basile) nos tempos de 

30, 60, 120 e 240 minutos após a injeção de OVO, sendo expresso como a 

diferença (em ml) entre ambas as patas.

3.5 - Drogas e soluções

Os experimentos realizados utilizaram as seguintes drogas e soluções: 

formalina, hidrocloreto de clonidina, hidrocloreto de fenilefrina, hidrocloreto de 

ioimbina, hidrocloreto de morfina, indometacina, L-arginina, N'"-nitro-L-arginina, 

toxina pertussis, 2 ,2 ,2-tribromoetanol, bradicinina, prostaglandina E2, substância 

P, carragenina lambda (grau IV), caolim, zimosan A, dextrana, óleo de cróton, 

ácido araquidônico, fosfolipase A2, bicuculina, dexametasona, glutamato, 

ovoalbumina, hidrocloreto de p-clorofenilalanina-metil-ester, azul de Evans 

(Sigma Chemical CO., St Luis, MO, EUA), capsaicina (Calbiochem, San Diego, 

Califórnia, EUA), hidrocloreto de prazosin (Pfizer, Nova Iorque, EUA), 

hidrocloreto de naioxona (Dupont, Garden City, EUA), glibenclamida, baclofen,
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faclofen (Research Biochemicals International, Natick, MA, USA), PBS, ácido 

acético glacial (Merck, Brasil), muscimol (Tocris, Baiwin, USA), solução salina 

(0,9%) de diferentes fontes comerciais e hidróxido de alumínio (Vetec). A 

maioria das drogas foram dissolvidas em salina (NaCI 0,9%). As soluções- 

estoque de BK, prostaglandina E2 e substância P foram preparadas em PBS (1 - 

10 mM) em tubos siliconizados, mantidos a -18 °C, e diluídas na concentração 

desejada no dia dos experimentos. A dexametasona foi diluída em 5% de 

etanol, e a capsaicina foi diluída em etanol absoluto. A capsaicina (para teste no 

edema de orelha) foi diluída em acetona. O poligodial foi isolado das cascas da 

D. winteri pelo Departamento de Química da Universidade Federal de Santa 

Catarina, Brasil, como descrito previamente (El Sayah et a/., 1998; Cechinel 

Filho et a/., 1998). O grau de pureza da substância obtida foi igual a 98%. O 

poligodial foi dissolvido em tween 80 ou etanol absoluto, sendo que suas 

concentrações finais não excederam a 5%, de modo a não influenciar os efeitos 

causados pelo composto.

3.6 - Análise estatística

Os resultados foram apresentados como a média ± erro padrão da média, 

exceto as DI50S (doses do composto que reduziram a resposta para 50% em 

relação ao grupo-controle), que são apresentadas como as médias geométricas 

acompanhadas de seus respectivos limites de confiança em nível de 95% 

(Fleming et a/., 1972). As análises estatísticas dos resultados foram realizadas 

por meio de análise de variância seguida pelos testes post-hoc de Dunnet,
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Newman Keuls ou Tukey-Kramer. O teste de qui-quadrado foi usado para 

comparação da taxa de sobrevivência após a administração de ovoalbumina, 

em animais previamente sensibilizados. Valores de P  < 0,05 ou menos foram 

considerados como indicativos de significância. As DUoS foram estimadas a 

partir de experimentos individuais por interpolação gráfica em papel 

semilogarítmico.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Efeito do poligodial no teste das contorções abdominais

Os resultados apresentados na Figura 3 demonstram que o poligodial 

(0,21 a 42,7 ^mol/kg, i.p.) (1 a 10 mg/kg), administrado 30 minutos antes, 

produziu inibição significativa e de forma dose-dependente das contorções 

abdominais induzidas pelas injeções de ácido acético, zimosan ou caolim. Os 

valores médios calculados para as DIsqS e seus respectivos limites de confiança 

foram de 0,6 (0,5 - 1,0), 1,7 (1,1 - 2,6) e 2,1 (1,5 - 2,8) |j,mol/kg, com inibições 

máximas (média ± EPM) de 90,0 ± 3,0, 97,0 ± 2,0 e 98,0 ± 1,0%, em relação ao 

ácido acético, zimosan e caolim, respectivamente.

4.2 - Dor induzida pela formalina

Os resultados iniciais apresentados neste modelo, primeiramente, 

estabelecem um perfil temporal para o efeito do poligodial na dose de 42,7 

iamol/kg, administrado intraperitonealmente, bem como o seu efeito no edema 

de pata induzido pela formalina. Como pode ser observado na figura 4, a 

resposta antinociceptiva máxima do poligodial ocorreu quando o composto foi 

administrado 0,5 e 1 h antes da injeção plantar de formalina, mostrando-se 

reduzida em 2 horas (Figura 4 A e B). Por outro lado, o poligodial (12,8 - 128,2 

iamol/kg, i.p.) não foi capaz de inibir o edema de pata associado à segunda fase 

da dor desse modelo, medido 30 min após a injeção de formalina (Figura 4 C).
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Os resultados apresentados na Figura 5 (painéis superior e inferior) 

mostram que o poligodial administrado pelas vias i.p. ou oral (12,8 - 420,7 

^mol/kg) (3 a 100 mg/kg), 30 min antes do teste, respectivamente, causou 

inibição de forma dose-dependente e significativa sobre a primeira (0 a 5 min) e 

a segunda fase (15 a 30 min) da dor induzida pela formaíina. Quando 

administrado por via intraperitoneal, as médias dos valores das DI50 para ambas 

as fases da dor foram: 32,0 (28,0 - 36,0) e 28,0 (27,0 - 29,0) |xmol/kg, com 

inibições máximas (%) de 62,0 ± 2,0 e 82,0 ± 4,0. Para a via oral, as médias 

dos valores das DI50 para ambas as fases da dor foram 58,0 (45,0 - 75,0) e

234,0 (199,0 - 276,0) ^mol/kg, e as inibições máximas de 81,0 ± 2,0 e 95,0 ± 

5,0%, respectivamente. Administrado oralmente, o poligodial foi 

aproximadamente duas a dez vezes menos potente que quando administrado 

intraperitonealmente (Tabela 1).

As injeções i.c.v. e i.t. de poligodial (10 a 300 nmol/sítio) (2,3 a 70,2 

|ig/sítio) produziram inibição de forma dose-dependente de ambas as fases da 

dor induzida pela formaíina (Figura 6). Com base nas DUoS, o poligodial foi 7 a 

150 vezes menos potente que a morfina (Tabela 1). Os valores médios 

calculados para as DI50S do poligodial, para a primeira fase, foram: 50,0 (36,0-

68,0) e 88,0 (83,0-94,0) nmol/sítio, e inibições máximas (%) de 88,0 ± 5,0 e 50,0 

± 7,0; para a segunda fase de 28,0 (21,0-36,0) e 154,0 (102,0-233,0) nmol/sítio, 

e inibições máximas de 97,1 ± 1,0 e 70,0 ± 8,0, respectivamente, para o 

poligodial administrado pelas vias i.c.v. e i.t., quando testado contra ambas as 

fases do teste da formaíina. A injeção intraplantar de poligodial (30 - 300
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Tabela 1- Comparação entre os valores médios das DI50S para as ações antinociceptivas 

do poligodial, morfina, aspirina e dipirona no teste da formalina em camundongos.

Drogas Formalina

Primeira fase Segunda fase

DI50 DÍ50

Poligodial

Intraperitoneal (ia,mol/kg) 

Oral (|xmol/kg) 

Subplantar (nmol/pata) 

l.c.v. (nmol/sítio) 

Intratecal (nmol/sítio)

32.0 (28,0 - 36,0) 

58,4(45,3-75,3)

-100

50.1 (36,5-68,5) 

88,9 (83,2 - 94,9)

28.0 (27,0 - 29,0) 

234,6 (199,0-276,6)

93.0 (90,0 - 95,0)

28.1 (21,5-36,9) 

154,0 (102,0-233,0)

Morfinâ

Subcutânea (|j,mol/kg) 

l.c.v. (nmol/sítio) 

Intratecal (nmol/sítio)

3,7 (2,4 - 5,4) 

4,2 (3,5-5,0) 

2,4 (1,8-5,0)

4,7 (3,3 - 7,0) 

4,1 (3,1-5,0) 

1,0 (0,4-2,6)

Aspirinâ

Intraperitoneal (|omol/kg) 

Oral (^mol/kg)

>1110,0

>3330,6

1565,0 (1348,0-1820,0) 

1565,0(1348,0-1820,0)

Dipirona’’

Intraperitoneal (^mol/kg) 

l.c.v. (nmol/sítio) 

Intratecal (|imol/sítio)

154,5(99,9-238,8) 

0,4 (0,3-0,7)

1,3 (0,9-1,8)

263,7 (234,3 - 296,9) 

0,4 (0,3 - 0,5)

0,9 (0,6-1,4)

^Dados de Vaz et ai. (1996). “̂ Dados de Beirith et a i (1998).
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FIGURA 5. Efeitos dos tratamentos por via oral (painéis A e C) ou intraperitoneal 

(painéis B e D) com poligodial (12,8 - 427 )imoi/kg, i.p.) analisados em relação à 

primeira (A) e à segunda fase (B) da dor induzida pela injeção intraplantar de 

formalina. O tempo total de reação à dor foi medido na primeira fase entre 0 e 5 min e 

na segunda fase entre 15 e 30 min após a injeção de formalina. Cada ponto 

representa a média de seis a oito animais e as barras verticais os EPM. Difere 

significativamente dos grupos-controle, ** P  < 0,01.
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FIGURA 6. Efeitos dos tratamentos pelas vias intracerebroventricular (painéis A  e D), 

intratecal (painéis B e E) e intraplantar ( painéis C e F), com poligodial (10 - 300 

nmol/sítio), analisados em relação à primeira (painel superior) e à segunda fase (painel 

inferior) da dor induzida pela injeção intraplantar de formalina. O tempo total de reação 

à dor foi medido na primeira fase entre 0 e 5 min e na segunda fase entre 15 e 30 min 

após a injeção de formalina. Cada ponto representa a média de seis a dez animais, e 

as barras verticais, os EPM. Difere significativamente dos grupos-controle, ** P  < 0,01.



nmol/sítio) (7 a 70,2|j.g/sítio) produziu inibição de forma dose-dependente de 

ambas as fases da resposta induzida pela formalina (Figura 6). Os valores das 

DI50S foram, para a primeira fase, ~ 100,0 nmol/sítio, e inibição máxima (%) de

47.0 ± 8,0; para a segunda fase, de 93,0 (90,0 -95,0) nmol/sítio, com inibição 

máxima de 53,0 ± 6,0.

4.3 - Dor induzida pela capsaicina

Os resultados da Figura 7 (A e B) mostram que o poligodial administrado 

pelas vias i.p. e oral (2,1 a 128,1 |j,mol/kg) (0,5 a 30 mg/kg) 30 min antes do 

teste causou inibição significativa e de forma dose-dependente da dor induzida 

pela capsaicina. Os valores médios das DI50S e as inibições máximas para 

esses efeitos foram: 3,9 (3,6 - 4,0) e 56,9 (49,0 - 66,0) ^mol/kg, 54,0 ± 3,0% e

95.0 ± 1,0%, respectivamente.

As injeções i.c.v. e i.t. de poligodial (10 a 300 nmol/sítio) (2,3 a 70,2 

ng/sítio) produziram inibição de forma dose-dependente da dor induzida pela 

capsaicina (Figura 7 C e D). Entretanto, considerando os valores das DUoS para 

o poligodial, esse foi menos potente que a morfina (Tabela 2). Os valores 

médios das DUoS calculadas (nmol/sítio) foram 32,0 (17,0 - 58,0) e 16,9 (10,6 -

27,0) para o poligodial administrado pelas referidas vias. A injeção intraplantar 

de poligodial (100 - 500 nmol/sítio) produziu inibição de forma dose-dependente 

da resposta dolorosa induzida pela capsaicina (Figura 7 E). O valor médio da 

DI50 calculada (nmol/sítio) para o poligodial foi de 316,0 (292,0 - 341,0), e a 

inibição máxima foi de 57,0 ± 6,0%.
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Tabela 2- Comparação entre os valores médios das DUqS para as ações 

antinociceptivas do poligodial, morfina e dipirona no teste da capsaicina em 

camundongos.

Drogas DIso

Poligodial

Intraperitoneal (|a,mol/kg) 3,9 (3,6-4,0)

Oral (|omol/kg) 56,9 (49,0 - 66,0)

Subplantar (nmol/pata) 316,0(292,0-341,0)

l.c.v. (nmol/sítio) 32,0(17,0-58,0)

Intratecal (nmol/sítio) 16,9(10,6-27,0)

Morfinâ

Subcutânea (|omol/kg) 2,6 (2,0 - 3,4)

Dipirona’’

Intraperitoneal ()nmol/kg) 207,6(179,5-240,0)

i.c.v. (p,mol/sítio) 0,14(0,11-0,19)

Intratecal (famol/sltio) 0.4 (0,3 - 0,6)



4.4 - Efeito do poligodial no teste da placa quente

Conforme os resultados mostrados na Tabela 3, o tratamento dos animais 

com poligodial (42,7 |amol/kg, i.p. 30 min) não causou mudanças significativas 

no tempo de latência da resposta dos animais no teste da placa quente. Já, o 

tratamento dos animais com morfina (13.3 îmol/kg, s.c.) (5 mg/kg) 30 min antes 

causou potente efeito analgésico neste teste.

4.5 - Efeito do poligodial na performance motora (rota-rod)

Conforme os resultados mostrados na Tabela 4, o tratamento de 

camundongos com poligodial (42,7 |amol/kg, i.p. 30 min) não causou nenhum 

efeito significativo sobre o desempenho ou sobre o tempo de permanência dos 

animais no aparelho (rota-rod), quando analisado em diferentes intervalos de 

tempo e comparado com o grupo-controle (salina).

4.6 - Efeito do poligodial na hiperalgesia induzida pelo glutamato

O poligodial (42,7 e 128,1 jimol/kg), administrado pela via intraperitoneal 

30 min antes, não afetou a hiperalgesia induzida pela administração de 

glutamato por via i.t. em camundongos avaliados no teste da placa quente. As 

respostas-controle no teste da placa, nos tempos de 5 a 60 min, não foram 

diferentes daquelas em presença do poligodial (Figura 8).
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Figura 7. Efeitos dos tratamentos por via oral (A), intraperitoneal (B), 

intracerebroventricular (C), intratecal (D) e intraplantar (E), com poligodial analisados 

em relação à dor induzida pela injeção intraplantar de capsaicina. O tempo total de 

reação à dor foi medido durante 5 min após a injeção de capsaicina. Cada ponto 

representa a média de seis a oito animais e as barras verticais os EPM. Difere 

significativamente dos grupos-controle ,** P < 0,01 e * P < 0,05.
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Tabela 3 - Efeito do tratamento com morfina (s.c.) ou com poligodial (42,7 ^mol/kg, i.p.) no 

teste da placa quente em camundongos.

Drogas Dose Latência

()amol/kg) Placa quente

Controle 0 6,6 ±0,6

Morfina 13,3 24,0 ±1,5"

Poligodial 42,7 9.7 ±0,9

Cada gmpo representa a média ± EPM de seis a dez animais. Difere significativamente do

valor-controle. (Análise de Variância) > < 0 ,01 .

Tabela 4 - Efeito do tratamento com poligodial (42,7 |amol/kg, i.p.) em relação à

performance motora dos camundongos no teste do rota rod.

Tratamento Dose Perfonnance no rota rod (s)

(|.imol/kg) Tempo após o tratamento (min)

15 30 60

Controle 0 54,8 ±5,1 52,5 ±7,5 60,0 ±0,0

Poligodial 42,7 60,0 ±0,0 60,0 ±0,0 54,6 ±3,3

Cada grupo representa a média ± EPM de oito animais.
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O - Veículo

^  Glutamato (100 nmol, i.t.) 

+P oligodial (42,7 fim ol/kg, i.p.)

Tempo (min)

Figura 8. Efeito do tratamento com poligodial (42,7 ou 128,1 ^mol/kg,) administrado por 

via intraperitoneai na hiperalgesia induzida pela injeção intratecal de glutamato 

avaliado no teste da placa quente. Cada ponto representa a média de oito animais e 

as barras verticais os EPM. Difere significativamente do grupo-controle, ** P  < 0,01.



4.7- Mecanismo de ação analgésica do poligodial

4.7.1 - Influência do pré-tratamento com naioxona

Os resultados apresentados na Figura 9, demonstram que o pré- 

tratamento dos animais com naioxona (13,7 îmol/kg, i.p.) (5 mg/kg), um 

antagonista opióide não-seletivo, causou reversão quase que completa da 

resposta antinociceptiva induzida pela morfina (13,3 )j,mol/kg, s.c.) e pelo 

poligodial (42,7 |amol/kg, i.p.), quando analisado no modelo da dor induzido pela 

formalina.

4.7.2 - Influência do pré-tratamento com ioimbina e prazosin

Conforme ilustrado na Figura 10, o pré-tratamento dos animais com os 

antagonistas dos adrenoceptores ai ( prazosin, 0,35 |j,mol/kg, i.p.) (0,15 mg/kg)e 

tt2 (ioimbina, 0,38 |j,mol/kg, i.p.) (0,15 mg/kg) causou reversão da atividade 

antinociceptiva induzida pelo agonista seletivo (feniiefrina, 49,1 î mol/kg, i.p.) 

(10 mg/kg) ou seletivo a2 (clonidina, 3,7 )j,mol/kg, i.p.) (0,1 mg/kg), quando 

analisado em relação a ambas as fases da dor induzida pela formalina. Da 

mesma forma, o efeito analgésico do poligodial (42,7 p,mol/kg, i.p.) foi 

antagonizado de forma significativa apenas pelo antagonista adrenérgico â , 

quando analisado na nocicepção induzida pela formalina.
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4.7.3 - Influência do pré-tratamento com L-argInina

Conforme mostrado na Figura 11, o pré-tratamento dos animais com L- 

arginina (3,5 mmol/kg, i.p.) (10 mg/kg) reverteu completamente a ação 

antinociceptiva causada pela administração de L-NOARG (342 |amol/kg, i.p.) (75 

mg/kg). O mesmo tratamento com L-arginina, por outro lado, não interferiu na 

ação antinociceptiva causada pelo poligodial (42,7 }j,mol/kg, i.p.), analisado em 

relação a ambas as fases da dor induzida pela injeção intraplantar de formalina.

4.7.4 - Influência do pré-tratamento com bicuculina e faclofen

Os resultados da Figura 12 mostram que o pré-tratamento dos animais 

com bicuculina (1,9 |amol/kg, i.p.) (1 mg/kg) ou com faclofen (40 |imol/kg, i.p.) 

(10 mg/kg), antagonistas, respectivamente, de receptores GABAa e GABAb, 

reverteu significativamente o efeito antinociceptivo causado pelo baclofen 

(agonista de receptores GABAb , 4,6 |amol/kg, i.p.) (1 mg/kg) e pelo muscimol 

(agonista de receptores GABAa, 8,7 .̂mol/kg, i.p.) (1 mg/kg). No entanto, o 

mesmo tratamento dos animais com bicuculina e o faclofen não alterou 

significativamente o efeito antinociceptivo causado pelo composto poligodial 

(42,7 ^mol/kg, i.p.), quando analisado em relação à nocicepção causada pela 

formalina.
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4.7.5 - Influência do pré-tratamento com PCPA

O pré-tratamento dos camundongos com p-clorofenilalanina (399,8 

lamol/kg, i.p) (100 mg/kg), administrado uma vez ao dia durante quatro dias 

consecutivos e, no último dia, 30 min antes do composto poligodial (42,7 

l̂ mol/kg, i.p.), alterou significativamente a ação antinociceptiva do composto na 

segunda, mas não na primeira fase da dor induzida pela formalina (Figura 13).

4.7.6 - Influência do pré-tratamento com toxina pertussis

O pré-tratamento dos animais com a toxina pertussis (inativador de 

proteína G|,1 |o,g/sítio,i.c.v. sete dias antes) causou uma inibição significativa da 

antinocicepção causada pela morfina (13,3 |j,mol/kg, s.c.), bem como aquela 

causada pelo poligodial (42,7 |amol/kg, i.p.), quando analisado em relação a 

ambas as fases da dor induzida pela formalina (Figura 14).

4.7.7 - Influência do pré-tratamento com glibenclamida

De acordo com a Figura 1 5 ,  a glibenclamida (bloqueador de canal de 

K a t p , 8 1  nmol/sítio, i.c.v.,) não modificou significativamente o efeito 

antinociceptivo causado pelo poligodial (42,7 (j,mol/kg, i.p.), quando analisado 

em relação a ambas as fases da nocicepção induzida pela formalina. Nas 

mesmas condições a glibenclamida antagonizou significativamente a 

antinocicepção causada pela morfina ( 1 3 , 3  jimol/kg, s.c.).
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4.7.8 - Influência da adrenalectomia

Conforme mostram os resultados da Tabela 5 os animais 

adrenalectomizados bilateralmente, tratados com poligodial (42,7 ^mol/kg, i.p. 

30 min), não apresentaram nenhuma alteração da atividade antinociceptiva para 

esse composto, quando comparados com os animais-controle (falso operados) e 

testados em relação a ambas as fases da dor induzida pela formalina.

74

Tabela 5 - Efeito antinociceptivo do composto poligodial em camundongos-controle 

(falso operados) ou adrenalectomizados (ADX) em relação a ambas as fases da dor 

induzida pela formalina.

Droga Dose Temoo de reacão (s)

(fj,mol/kg) Primeira fase Segunda fase

0-5 min 15-30 min

ADX Controles ADX Controles

Controle 0 51,5 ±1,1 56,3 + 3,1 145 ±15,0 149 ±22,8

Poligodial 42,7 18,7 ±1,8** 28,0 ±1,8** 4,7 ±1,0** 2,7 ±2,7**

Cada grupo representa a média ± EPM de quatro a seis animais. 

** P  < 0,1 comparado com o grupo-controle.



4.7.9 - Tolerância cruzada entre as ações antinociceptivas da morfina e do 

poligodial no teste da formalina

Os resultados mostrados na Figura 16 indicam que a morfina (13,3 

)imol/i<g, s.c.) e o poligodial (42,7 p,mol/kg, i.p.) foram eficazes em produzir 

antinocicepção no teste da formalina em animais não tolerantes à morfina. Por 

outro lado, os animais que receberam morfina durante sete dias consecutivos 

desenvolveram tolerância aos efeitos da mesma, mas não apresentaram 

tolerância cruzada ao poligodial, quando testado em relação a ambas as fases 

da dor no modelo da formalina.

4.8 - Edema de pata em camundongos

Os resultados apresentados na Fig 17 mostram que o tratamento com 

poligodial (12,8 a 128,1 )j,mol/kg, i.p.) foi capaz de inibir de forma dose- 

dependente os edemas de pata induzidos pela BK (3 nmol/pata), carragenina 

(300 ng/pata) ou dextrana (100 ^g/pata). As doses inibitórias médias 

observadas (DI50 ̂ mol/kg, juntamente com o limite de confiança para 95%) para 

o poligodial foram: BK (86,3; 55,6 - 133,9), carragenina (31,6; 24,8 - 37,7) e 

dextrana (16,9; 12,6 - 22,6). As inibições máximas obtidas foram: BK (69,0 ± 

9,9%), carragenina (64,7 + 6 ,6%) e dextrana (92,0 ± 3,8%).
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De acordo com a Figura 18, a injeção intraplantar de PLA2 causou edema 

de pata em camundongos, cujo pico máximo ocorreu em torno de 30 minutos. O 

tratamento dos animais com poligodial administrado intraperitoneaimente, nas 

doses de 42,7 e 128,1 |amol/kg, produziu inibição significativa e dose- 

dependente do edema com DÍ50 estabelecida de 73,1 (54,8 - 97,6) p,mol/kg e 

inibição máxima de 65,4 ± 3,8%.

75n

78

OS
S 50-

a.
íS
73
O 25-CQüPLh

C 42,7 128,1
POLIGODIAL (nmol/kg, i.p.)

Figura 18. Efeitos do tratamento com poligodial (42,7 ou 128,1 fimoi/kg,) por via 

intraperitoneal sobre 0  edema de pata induzido pela PLA 2, 5 U/pata.em camundongos. 

O edema de pata resultante da utilização de PLA 2 foi medido pelo peso das patas no 

tempo de 30 min após a injeção intraplantar da substância. Cada coluna representa a 

média de cinco a sete animais, e as barras verticais, os EPM. Difere significativamente 

do grupo-controle, * P  < 0,05 e ** P  < 0,01.

Os resultados mostrados na Figura 19 indicam que o tratamento com 

poligodial (12,8 a 128,1 |j.mol/kg, i.p. 30 min) foi capaz de inibir de forma dose- 

dependente edemas de pata induzidos pela PGE2 (30 nmol/pata) e SP (20 

nmol/pata). As doses inibitórias médias observadas (DI50, iimol/kg, juntamente 

com o limite de confiança 95%) foram: PGE2 107,2 (86,8 - 132,4) e SP 82,8



(68,7 - 100,3). As inibições máximas obtidas foram: PGEa (62,4 ± 6,2%) e SP 

(75,7 ± 6 ,6%).

4.9 - Edema de orelha em camundongos

Os resultados apresentados na Figura 20 demostram que o tratamento 

com poligodial (42,7 a 427,0 ^mol/kg, i.p. 30 min) inibiu de maneira dose- 

dependente edemas de orelha induzidos pelo AA (2 mg/orelha), capsaicina (250 

p,g/orelha) ou óleo de cróton (1 mg/orelha). As doses inibitórias médias 

observadas (DI50, |j,mol/kg, juntamente com o limite de confiança 95%) foram: AA

141,3 (101,0 - 197,7) e capsaicina 169,0 (153,0 - 187,0). As inibições máximas 

obtidas foram: AA (73,4 ± 4,8%); capsaicina (58,0 ± 10,0%) e óleo de cróton 

(44,0 ± 5,0%).

4.10 - Efeito do poligodial na pleurisia induzida por carragenina

A Figura 21 demonstra os efeitos do poligodial (12,8 a 128,1 î mol/kg) 

administrado por via i.p. 30 min antes do agente flogístico (carragenina, 1 

mg/cavidade), na primeira fase do processo inflamatório (4 h). Foi possível 

observar que o poligodial causou inibição significativa no influxo celular de 

leucócitos para a cavidade pleural, representado principalmente por neutrófilos, 

tendo maior atividade quando utilizado na dose de 42,7 )o,mol/kg. O

79'
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tratamento prévio (30 min) dos animais com poligodial causou efeito inibitório na 

migração celular, mas não na exsudação, em relação à primeira fase da reação 

inflamatória.
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Figura 21.Efeitos do tratamento com poligodial (12,8 -128,1 îmol/kg.) administrado por 

via intraperitoneal na pleurisia induzida em camundongos pela carragenina (1%), 1 

mg/cavidade pleural. A migração celular e o extravasamento de azul de Evans foram 

medidos 4 horas após a administração de carragenina. Cada coluna representa a 

média de quatro a seis animais, e as barras verticais, os EPM. Difere significativamente 

dos grupos-controle, * P  < 0,05 e ** P  < 0,01.



4.11 - Efeito do poligodial no choque anafiiático em camundongos 

sensibilizados pela ovoalbumina

Os resultados apresentados na Figura 22 (A) demonstram o perfil 

temporal do poligodial (42,7 }amol/kg) administrado 48, 24, 12, 6 , 3 e 1 hora 

antes da administração de ovoalbumina (500 |j,g/kg, i.v.) em animais que foram 

ativamente sensibilizados ao antígeno. Nos animais previamente tratados com 

poligodial, observou-se, entre 6 e 12 horas, proteção total de morte, efeito esse 

que atingiu 50% quando o composto foi administrado 48 horas antes. Com 

relação à dexametasona, houve cerca de 100% de proteção dos animais 

quando a mesma for administrada na dose de 2 mg/kg, s.c., 6 ou 12 horas antes 

da indução do choque anafiiático (Figura 22 B). No grupo dos animais-controle, 

houve 30% de sobreviventes à administração do antígeno.

4.12 - Efeito do poligodial no edema alérgico em ratos sensibilizados pela 

ovoalbumina.

Os resultados mostrados na Figura 23 evidenciam que a injeção 

intraplantar de ovoalbumina (6 |o,g/pata) causou edema de pata em ratos 

sensibilizados ao antígeno. O tratamento dos animais com poligodial (4,2 - 42,7 

lamol/k, i.p.) produziu inibição significativa e de maneira dose-dependente do 

edema, com DI50 calculada de 26,0 (18,3 - 36,9) |amol/kg e inibição máxima 

(média ± EPM.) de 61,6 ± 4,8%.
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-■ -P o lig o d ia l 4,2 p,mol/kg, i.p.

P oligodial 12,8|xmoi/kg, i.p. 
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Figura 23. Efeito do tratamento com poligodial (4,2 - 42,7 jxmol/kg,) administrado 

intraperitoneaimente sobre o edema alérgico de pata em ratos, induzido por 6 ĝ de 

ovoalbumina em animais sensibilizados. O edema de pata resultante foi medido 

pletismometricamente entre 30 e 240 minutos após a injeção do antígeno. Cada ponto 

representa a média de três a cinco animais, e as barras verticais, os EPM. Difere 

significativamente do grupo-controle, * P < 0,05 e ** P < 0,01.



5 - DISCUSSÃO

O presente estudo analisou as propriedades antinociceptivas, 

antiinflamatórias e antialérgicas do composto poligodial, além de investigar o 

possível mecanismo de ação antinociceptiva do referido composto.

O modelo das contorções abdominais é um modelo considerado 

relativamente com pouca especificidade, de observação inequívoca, 

relativamente simples, rápido e sensível a fármacos analgésicos e 

antiinflamatórios não-esteroidais, bem como a drogas semelhantes à morfina e 

outros analgésicos de ação central. Os resultados obtidos nesse modelo 

apresentam boa correlação com a potência das drogas analgésicas em outros 

modelos pré-clínicos (Blane, 1967; Blumberg éf ai, 1965; Siegmund et al., 

1957a, b; Taber et al., 1964). Nesse modelo, demonstramos que o poligodial, 

quando administrado por via i.p. 30 min antés, produziu uma inibição quase 

completa e de forma dose-dependente das contorções abdominais provocadas 

por três irritantes químicos, o ácido acético, o caolim e o zimosan. O poligodial 

foi 14 a 27 vezes mais potente que o EH de D. winteri também testado nesses 

modelos e condições (Mendes et al., 1998). Foi postulado por Whittie (1964) 

que o ácido acético atua indiretamente causando a liberação de mediadores 

endógenos da dor, incluindo a BK, 5-HT, histamina e as PGs. Por outro lado, 

tem sido postulado que a nocicepção induzida pelo caolim está estritamente 

relacionada à liberação de cininas, e que a dor derivada é altamente sensível ás 

drogas que interagem com a liberação e/ou ações dessas substâncias 

(Fujiyoshi et ãl., 1989; De Campos et al., 1996; Corrêa et al., 1996). Ao
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contrário, o zimosan, um produto celular do Saccharomyces cerevisae, é uma 

potente substância pró-inflamatória que atua através da ativação do sistema 

complemento, além da liberação de citocinas, tais como IL-1 e TNFa (Czop, 

1986; Beutier e Cerami, 1986). Portanto, a dor abdominal induzida pelo 

zimosan, usualmente, não é sensível aos antagonistas das cininas (Corrêa et 

ai, 1996; De Campos et al., 1996;), ao passo que as respostas induzidas pelo 

ácido acético podem ser prevenidas por drogas antiinflamatórias não esteroidais 

(Whittie, 1964).

No teste da formalina, descrito por Dubuisson e Denis (1977) em ratos e 

gatos, e que vem sendo sistematicamente empregado para o estudo de drogas 

analgésicas em roedores, especialmente em camundongos (Tj(|)lsen et al., 1992; 

Rosland, 1991), o animal recebe uma injeção i.p. de formalina na pata posterior, 

o que desencadeia um processo doloroso caracterizado por batidas, lambidas 

e/ou mordidas. Observam-se duas fases distintas: nos primeiros 5 minutos, uma 

fase inicial (fase neurogênica), caracterizada pela estimulação de nociceptores 

por fibras aferentes do tipo C (Hunskaar et al., 1985; Dubuisson e Dennis, 

1977), associada à liberação de adenosina, BK, glutamato e SP; uma fase 

tardia (fase inflamatória) com duração de 15 a 30 minutos (Hunskaar e Hole, 

1987; Maimberg e Yaksh, 1992; Maimberg et a/.,1994; Hong e Abbott, 1995), 

quando mediadores, tais como adenosina, BK, histamina, PGs e 5-HT, estão 

presentes (Hunskaar e Hole, 1987; Shibata etal., 1989; Corrêa e Calixto, 1993; 

Reeve e Dickenson, 1995).
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No teste da formalina, o poligodial apresentou significativa ação 

antinociceptiva, quando administrado pelas vias oral, i.p., i.pl., i.t, e i.c.v. em 

relação a ambas as fases da dor, à formalina. Nossos resultados mostraram que 

dependendo da via de administração, o poligodial foi cerca de 4 a 57 vezes 

mais potente que a aspirina e a dipirona; porém, foi cerca de 5 a 155 vezes 

menos potente que a morfina (Vaz et ai, 1996; Beirith et ai, 1998). O poligodial 

produz antinocicepção local e sistêmica, além de antinocicepção espinhal e 

supra-espinhal. Conforme resultados obtidos em relação ao edema de pata 

associado com a segunda fase da dor induzida pela formalina, o composto nas 

mesmas doses, as quais revelaram ações antinociceptivas, não foi capaz de 

interferir no edema de pata associado à injeção i.pl. de formalina, embora tenha 

inibido o edema de pata induzido por outros mediadores. As evidências 

experimentais demonstram que o edema de pata, associado com a segunda 

fase da dor à formalina, resulta da liberação de vários mediadores químicos, 

como as cininas, AAE, NO e PGE2 (Yamamoto e Yaksh, 1992; Coderre e 

Melzack, 1992; Corrêa e Calixto, 1993; Mamiberg e Yaksh, 1994, 1995; Corrêa 

et ai, 1996), mas não de TKs (Santos e Calixto, 1997).

Utilizamos também 0 poligodial no teste da capsaicina, no qual composto 

demonstrou atividade antinociceptiva pelas vias oral, i.p., i.t., i.c.v. e i.pl. A 

capsaicina é uma amida neurotóxica isolada de plantas do gênero Capsicum, 

que, quando injetada na região plantar da pata posterior de camundongos, 

causa dor intensa, caracterizada por mordidas e lambidas na pata injetada, 

efeito que está relacionado com a dor de origem neurogênica (Sakurada et
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a/., 1993; Santos e Calixto, 1997). Assim, a capsaicina representa um modelo 

experimental interessante para o estudo de drogas antinociceptivas, porque 

permite estudar dor de origem neurogênica (Sakurada et a!., 1992; 1993) e 

evidenciar a participação de vários mediadores químicos, como AAE, cininas, 

NKs e NO, no processo doloroso (Sakurada et al., 1992; Wiertelak et ai, 1994; 

Corrêa et al., 1996; Wu et al., 1998). A capsaicina ativa uma distinta 

subpopulação de neurônios primários sensoriais, com corpos celulares na raiz 

dorsal, gânglios nodoso e trigeminal. Esses neurônios transmitem informação 

nociceptiva para o sistema nervoso central (função aferente), ao passo que 

suas terminações periféricas são sítios de liberação de neuropeptídeos pró- 

inflamatórios (função eferente). A susceptibilidade à capsaicina distingue estes 

neurônios de outros neurônios aferentes primários (Holzer, 1991; Szallasi e 

Blumberg, 1996).

Recentemente, o receptor para a capsaicina foi clonado tratando-se de 

um canal catiônico não-seletivo estruturalmente relacionado aos canais iônicos 

da família TRP {Tyrosinase-related protein). A clonagem do receptor (VR1) 

demonstra que o alvo molecular da ação da capsaicina nos neurônios 

sensoriais é um canal iônico protéico. O receptor VR1 parece mediar influxos de 

cálcio extracelular em resposta á depleção de estoques de cálcio intracelular. O 

receptor da capsaicina clonado é ativado não somente por compostos 

vanilóides, mas também por estímulos térmicos, o que não exclui a 

possibilidade de pequenas moléculas ou outros fatores endôgenos também 

modularem a função do receptor vanilóide. Existem comprovações de que
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prótons podem potenciar as respostas evocadas por vanilóides em oócitos que 

expressam VR1 (Caterina et ai, 1997).

No teste da capsaicina, dependendo da via de administração, o poligodial 

foi cerca de 4 a 53 vezes mais potente que a dipirona (Beirith et al., 1998), mas 

em torno de duas vezes menos potente que a morfina. Considerando o presente 

estudo com o poligodial, tanto no modelo da formalina quanto no modelo da 

capsaicina, é possível considerar esse composto com potencialidade 

terapêutica para o tratamento da dor de origem neurogênica, cuja complexidade 

não tem permitido alternativas terapêuticas satisfatórias (Wall, 1995).

Inúmeros estudos disponíveis na literatura indicam a participação de 

vários sistemas no mecanismo de regulação da informação nociceptiva no 

sistema nervoso central. Assim, foi verificada a participação do sistema opióide 

na antinocicepção causada pelo poligodial. O tratamento prévio dos animais 

com naioxona, um antagonista não-seletivo do receptor opióide, reverteu quase 

que completamente não apenas a antinocicepção produzida pela morfina, mas 

também a antinocicepção causada pelo poligodial, quando analisado em 

relação a ambas as fases da dor induzida pela formalina. Tais resultados 

mostram, portanto, que suas ações antinociceptivas provavelmente envolvem 

interação com o sistema opióide sensível à naioxona.

Ao lado da evidência que sugere o envolvimento de peptídeos opióides 

na antinocicepção produzida pelo poligodial, o sesquiterpeno foi completamente 

destituído de efeito antinociceptivo, quando testado num modelo térmico agudo
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de dor - o teste da placa quente nem apresentou qualquer evidência de 

tolerância cruzada com a morfina, quando administrado em animais que 

receberam uma Injeção subcutânea desse opióide durante sete dias 

consecutivos. Quando testado no modelo de dor da placa quente (Woolfe e 

MacDonald, 1944; Eddy e Leimback, 1953), o poligodial não apresentou efeito 

antinociceptivo mesmo quando usado em doses três vezes maiores que as 

necessárias para produzir analgesia em modelos de dor de origem neurogênica 

e/ou Inflamatória e em condições experimentais em que a morfina apresentou 

potente efeito analgésico. O modelo de nocicepção da placa quente é 

geralmente utilizado para o estudo de drogas analgésicas do tipo da morfina 

(Carter, 1991; 0 ’Callaghan e Holtzmam, 1975; Woolfe e MacDonald, 1994: 

ZImer et ai., 1986). Não se tem, no momento, explicação para tal discrepância; 

por Isso, novos estudos comportamentais e bioquímicos deverão ser dirigidos 

para o entendimento dessa questão.

A ativação da via noradrenérgica através da ativação de 

adrenoreceptores a2, localizados pré-sinapticamente em terminais 

noradrenérgicos, originando-se no tronco encefállco e mesencéfalo, produz não 

somente Inibição nociceptiva, mas sinergismo de efeito com agonistas opióides 

em receptores A possibilidade do uso de agonistas de receptores aa como 

analgésicos depende de avaliações relativas ao aparecimento de efeitos 

adversos, tais como sedação, hipotensão e efeitos motores (Dray et al., 1994). 

O papel dos receptores ai adrenérgicos na antinocicepção foi investigado por 

Tasker et al. (1992) no teste da formalina. A fenilefrina e a clonidina (agonistas
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seletivos dos receptores ai e a2, respectivamente), injetados sistemicamente, 

produzem antinocícepção, ação essa revertida por antagonistas seletivos dos 

mesmos receptores (Butelman e Woods, 1993; Kawabata et al., 1994; Kayser et 

ai, 1992; Laneuville et al., 1989; Tasker et al., 1992; Uhlén et al., 1990). Em 

nossos experimentos, observamos que o prazosin (antagonista seletivo ai 

adrenérgico), mas não a ioimbina (antagonista seletivo a2 adrenérgico), foi 

capaz de reverter a ação antinociceptiva do poligodial em relação a ambas as 

fases da dor induzida pela formalina, sugerindo estarem os receptores â  (mas 

não az) adrenérgicos de alguma forma envolvidos no efeito antinociceptivo 

causado pelo poligodial.

A via da L-arginina-óxido nítrico desempenha um papel modulador nos 

processos nociceptivos sensíveis à morfina, avaliado em vários modelos 

experimentais incluindo as contorções abdominais induzidas pelo ácido acético, 

placa quente e tail-flick (Brignola et al., 1994). A administração sistêmica ou 

central de L-NOARG (inibidor da óxido nítrico sintase) causa significativo efeito 

analgésico em relação a ambas as fases da dor induzida pela formalina, bem 

como inibição da hiperalgesia induzida por agonistas de receptores de NMDA 

(Kitto et a/.,1992). Além disso, o inibidor do NO deprime a facilitação do reflexo 

nociceptivo (Verge et al., 1992) e reduz a resposta em neurônios dorsais da 

medula após estimulação mecânica e térmica (Coderre e Yashpal, 1994; Moore 

et a/., 1991; Yaksh e Rudy, 1977; Yamamoto et al., 1993). Os nossos 

experimentos demonstraram que a L-arginina (precursor do óxido nítrico) 

(Moncada et al., 1991) não foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo do
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poligodial. Por outro lado, a administração sistêmica de L-arginina reverteu 

quase que completamente o efeito antinociceptivo da L-NOARG (inibidor da 

enzima óxido nitrico sintase) em relação a ambas as fases da dor induzida pela 

formalina. A manutenção do efeito antinociceptivo do poligodial, mesmo após o 

tratamento sistêmico dos animais com L-arginina, demonstra que não parece 

haver a participação da via L-arginina - óxido nitrico na ação antinociceptiva do 

composto.

O GABA participa de uma variedade de eventos farmacológicos, 

incluindo a analgesia (Sawynok, 1984; Sivam e Ho, 1983). A injeção sistêmica 

do agonista GABAb baclofen produz analgesia nos testes do tail-flick, na placa 

quente, no teste das contorções abdominais e na dor induzida na artrite 

(Bartolini et a/., 1981; Cutting e Jordan, 1975; HilI e Bowery.,1981; Levy e 

Proudfit, 1977; Sawynok e Labella, 1982).

Nossos resultados demonstraram também que o efeito antinociceptivo do 

poligodial provavelmente não envolve a interação com os receptores GABAa ou 

GABAb. o  baclofen e o muscimol (agonistas seletivos dos receptores GABAa e 

GABAb, respectivamente) promovem ação antinociceptiva quando 

administrados em camundongos durante o teste da dor induzida pela formalina, 

ação essa que é revertida pelo faclofen ou pela bicuculina. Esse efeito 

analgésico, segundo LIoyd e Morselli (1987) e Malcangio et ai, (1991), parece 

envolver, pelo menos em parte, a redução da transmissão nervosa pelas fibras 

C ou pela ação nas próprias fibras nervosas junto ao corno dorsal na medula 

espinhal, bem como pela abertura de canais neuronais de potássio (Ocana e
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Bae-Yens, 1993). Em nossos experimentos, os antagonistas seletivos de 

receptores GABAérgicos bicuculina (GABAa), bem como o faclofen (GABAb), 

quando administrados sistemicamente, não foram capazes de modificar 

significativamente a antinocicepção causada pelo poligodial, em doses 

suficientes para reverter o efeito analgésico causado pelos agonistas seletivos 

muscimol (GABAa) e baclofen (GABAb).

O sistema serotoninérgico pode estar envolvido na modulação da 

nocicepção (Barber et al., 1989; Fisher e Bodnar, 1992; Sandrini et ai, 1995). 

Vários estudos sugerem que o PCPA, inibidor da biosslntese de 5-HT, é capaz 

de antagonizar a antinocicepção causada por substâncias analgésicas, 

incluindo a morfina e alguns antiinflamatórios não-esteroidais (Taber e Latranyi, 

1981; VonVoigtlander et al., 1984; Pini et al., 1996). A 5-HT produz leve e 

transitória nocicepção por ativação direta de neurônios sensoriais via 

receptores 5-HT3, induzindo também uma sensibilização direta dos nociceptores 

via receptores 5-HTi e receptores 5-HT2. Tem sido postulado que uma possível 

base para essa sensibilização induzida por 5-HT, como também pela BK e 

prostanóides, é a redução do potencial inibitório que segue o potencial de ação 

em alguns neurônios sensoriais. A inibição é mediada pelo AMPc e pela 

redução de correntes inibitórias de (Dray et al., 1994; Bjõrkman, 1995). O 

pré-tratamento dos animais durante quatro dias consecutivos com PCPA 

reverteu o efeito analgésico da morfina (Taber e Latranyi, 1981 e presente 

estudo) e foi capaz de interferir parcialmente na ação antinociceptiva do 

poligodial, indicando que a ação antinociceptiva desse sesquiterpeno parece

94



envolver pelo menos em parte, a interação com os neurônios serotoninérgicos 

centrais, sabidamente envolvidos na modulação da transmissão da dor.

O mecanismo pelo qual o poligodial produz antinocicepção não foi até o 

momento completamente compreendido. Entretanto, nossos resultados mostram 

que o efeito antinociceptivo do poligodial foi significativamente inibido nos 

animais tratados com a toxina pertussis (1|̂ g/sítio, administrada sete dias antes 

do experimento), protocolo esse que demonstrou em estudos anteriores e 

confirmou no presente estudo, suprimir o efeito analgésico causado pela 

morfina através da ribosilação do ATP (Sánchez-Blásquez e Gárzon, 1991; 

Hernandez et al., 1995; Beirith et ai, 1998). Portanto, tais resultados indicam 

que a antinocicepção causada pelo poligodial, tal como a da morfina, parece 

envolver o acoplamento à proteína Gj/Go, cujos mecanismos são sensíveis à 

toxina pertussis.

Flower etal. (1986) induziram pleurisia em animais adrenalectomizados e 

falso-operados, tendo observado que a intensidade e a duração da inflamação, 

avaliadas pela exsudação e migração celular, foram aumentadas 

aproximadamente em duas vezes em ratos adrenalectomizados quando 

comparados aos animais-controle. Tais estudos sugerem que os 

glicocorticóides endógenos exercem uma ação inibitória tônica sobre a atividade 

da fosfolipase em animais normais e que o aumento da secreção desses 

hormônios durante a resposta inflamatória modula o desenvolvimento do 

processo inflamatório. Nossos experimentos, realizados em animais que foram 

submetidos à adrenalectomia bilateral uma semana antes do teste (teste da
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formalina), demonstraram que a antinocicepção causada pelo poligodial não foi 

afetada pela adrenalectomia prévia dos animais, sugerindo que os hormônios 

glicocorticóides endógenos não participam na atividade antinociceptiva 

apresentada pelo composto.

No teste do rota-rod avaliamos a atividade motora dos camundongos e, 

conseqüentemente, se as ações antinociceptivas causadas pelo poligodial 

poderiam estar relacionadas a efeitos inespecíficos da substância no sistema 

nervoso central ou periférico. Descartamos tal possibilidade visto que o 

poligodial, na dose que produziu antinocicepção em vários modelos de dor, não 

afetou significativamente a performance desses animais.

Além das ações antinociceptivas do poligodial, nossos resultados 

mostram que esse sesquiterpeno apresenta propriedades antiedematogênicas 

marcantes. No presente estudo, o edema de pata em camundongos foi utilizado 

para avaliar o efeito antiedematogênico do poligodial. A inibição dos edemas 

resultantes da injeção i.pl. de BK, carragenina, dextrana, PLA2, PGE2 e SP 

oferece um importante suporte para a discussão a respeito das propriedades 

antiinflamatórias do poligodial e de seu espectro de ação.

O poligodial, quando testado no edema de pata induzido pela bradicinina, 

apresentou significante efeito inibitório sobre o mesmo. As cininas são 

peptídeos vasoativos que desempenham importantes funções como mediadores 

inflamatórios, os quais são normalmente liberados em decorrência de trauma 

tecidual ou infecção. Os resultados obtidos com o poligodial confirmam e 

estendem estudos anteriores, sendo, além disso, compatíveis com os
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experimentos realizados em órgãos isolados e experimentos in vivo nos quais 

extrato de D. winteri e o composto foram capazes de inibir as ações da 

bradicinina.

O poligodial inibiu, também de maneira dose-dependente, os edemas de 

pata induzidos pela carragenina e pela dextrana, em doses menores que 

aquelas necessárias para inibir o edema induzido por BK. Está bem 

documentado que vários mediadores inflamatórios, entre os quais as cininas, 

PGs, histamina e PAF-acéter, estão envolvidos nas respostas edematogênicas 

provocadas pela carragenina e dextrana (Vinegar et ai, 1987; De Brito, 1989; 

Landucci et aí., 1995). A injeção i.pl de carragenina produz edema de pata em 

camundongos o qual apresenta duas fases distintas: a primeira entre 0 e 24 h, e 

a segunda 24 h após a injeção de carragenina. Durante a primeira fase, os 

neutrófilos foram as células predominantes, enquanto que, durante a segunda, 

houve acúmulo de células mononucleares e eosinófilos. Todas essas células 

são potencialmente capazes de liberar mediadores inflamatórios, tais como 

aminas vasoativas, PGs, fatores quimiotáticos, LTs, PAF e componentes 

lisossomais, além de radicais derivados do oxigênio (Henriques et a/., 1987). A 

dextrana pertence a uma variedade de compostos que são capazes de ativar o 

sistema multifuncional de proteases, controlar a vasoregulação e amplificar a 

resposta humoral inflamatória. É uma macromolécula carregada negativamente, 

capaz de ativar a pré-calicreína (Kluft, 1978), que é rapidamente convertida em 

calicreína, num processo dependente da ativação do fator XII da coagulação 

sangüínea (Fator Hagemann). A ação da calicreína plasmática sobre o
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cininogênio resulta na formação da BK (Bathon e Proud, 1991; Bhoola et al., 

1992). A dextrana libera BK no plasma de cobaias e causa extravasamento 

plasmático traqueal via ativação de receptores 62- A injeção venosa de dextrana 

em animais tratados com azul de Evans promove a formação de edema, que é 

predominantemente mediado por 5-HT, acompanhada provavelmente por 

metabólitos do AA na via da lipooxigenase (Van Wauve e Goossens, 1986). 

Resultados anteriores (Tratsk, et al., 1998) demonstraram que o EH de D. 

winteri, administrado oralmente em ratos, foi capaz de inibir a resposta 

edematogênica induzida pela carragenina, pela dextrana, pela BK, pela SP e 

pelo RAF. Analisados em conjunto, nossos resultados mostraram que a inibição 

da formação do edema pelo poligodial é dependente da mobilização de 

neutrófilos, visto estarem essas células predominantes nas respostas 

edematogênicas descritas e serem hábeis para liberar vários agentes 

inflamatórios.

O poligodial inibiu também o edema de pata em camundongos induzido 

por PLA2. As enzimas PLA2 têm importante papel na produção de potentes 

mediadores inflamatórios, tais como as PGs, LTs e PAF (Dennis, 1983). A PLA2 

secretória, uma PLA2 extracelular, é a mais estudada e está envolvida na 

patogênese em estágios inflamatórios no campo experimental e clínico 

(Pruzanski e Vadas, 1991; Vadas e Pruzanski, 1993). Altos níveis de PLA2 

secretória podem ser encontrados no exsudato pleural induzido por carragenina 

em ratos (Tanaka et al., 1993). Além disso, existem evidências sugerindo que a 

ação pró-inflamatória da PLA2 envolve, entre outras, a degranulação de
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mastócitos e a conseqüente liberação de histamina e 5-HT (Cirino et ai, 1989; 

Tocker et a/., 1990). Considerando os resultados obtidos com o poligodial no 

edema de pata induzido por PLA2, é possível postular que a atividade 

antiedematogênica do poligodial esteja relacionada, pelo menos em parte, com 

a inibição da liberação de mediadores lipldicos pró-inflamatórios ou, ainda, à 

sua atividade antagonista da 5-HT. É importante lembrar que o poligodial inibiu 

também o edema de pata induzido por dextrana, que tem importante 

participação de 5-HT e de histamina (Van Wauwe e Goossens, 1986).

Os efeitos produzidos pelas injeções intradérmica, intravenosa ou intra- 

arterial de pequenas quantidades de PGs correspondem àqueles observados na 

inflamação. O poligodial administrado por via i.p. inibiu de maneira dose- 

dependente o edema de pata em camundongos induzido por PGE2. Esses 

resultados estão de acordo com experimentos prévios que demonstraram ser o 

EH da D. winteri capaz de inibir o edema de pata induzido por PGE2 em ratos, 

bem como deslocar para a direita e de maneira concentração-dependente a 

curva concentração-resposta à PGE2 na traquéia isolada de cobaia (El Sayah,

1996). A PGE2 causa eritema e aumento no fluxo sangüíneo local 

persistentemente e antagoniza os efeitos vasoconstritores de substâncias, tais 

como NE e angiotensina. Contrariamente a seus efeitos nos vasos cutâneos e 

veias superficiais, a vasodilatação induzida pela prostaglandina em outros leitos 

vasculares desaparece em poucos minutos. Embora a PGE2 cause edema 

quando injetada por via i.p., não está claro se ela pode aumentar a
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permeabilidade vascular (extravasamento) sem a participação de outros 

mediadores inflamatórios (BK, histamina, LTC4) (Insel, 1996).

A substância P injetada por via i.pl. causa edema de pata atingindo pico 

em 15 min. O poligodial administrado por via i.p. causou inibição do edema 

induzido pela SP, sugerindo que suas ações resultam de um mecanismo 

adicional de interação com receptores taquicinérgicos ou com suas ações. Na 

parte introdutória deste trabalho, foi descrito que o extrato de D. winterí e 

também o próprio poligodial antagonizaram, de maneira aparentemente seletiva, 

a contração provocada por agonistas NK2 (mas não NKi) na traquéia isolada de 

cobaia (El Sayah et al, 1997, 1998). Além disso, foi também relatado que o EH 

reverteu de maneira dose-dependente a hiperalgesia induzida por SP e pela BK 

no modelo do edema de pata em ratos (Mendes, et al., 1998). Os dados do 

presente estudo mostraram também que o poligodial, administrado 

sistemicamente, foi capaz de inibir o edema de orelha em camundongos, 

induzido por três diferentes agentes, ou seja, o AA, a capsaicina e o óleo de 

cróton, sugerindo, assim, um perfil antiinflamatório de amplo espectro.

O presente estudo mostrou que a aplicação tópica do AA na orelha de 

camundongos produziu uma resposta edematogênica aguda que atingiu seu 

efeito máximo em uma hora, tendo sido inibida pela administração de poligodial 

por via i.p.. O AA produz uma reação inflamatória transitória aguda com 

imediato eritema, edema e elevada concentração tecidual de PGs e LTs (Opas 

et al., 1985). Embora não seletivo, esse teste tem sido usado para estudar in 

vivo inibidores da 5-lipooxigenase; o uso de camundongos faltando a 5-lipo-
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oxigenase tem confirmado a dependência desse modelo na produção de LTs 

(Chen, et al, 1994). Com base nesses resultados, podemos especular que a 

ação antiedematogênica do poligodial em relação ao edema de orelha induzido 

por AA pode resultar da sua ação em inibir os produtos da via da lipo- 

oxigenase.

Os nossos experimentos demonstraram também que o poligodial inibiu o 

edema de orelha induzido pelo óleo de cróton, que é dependente principalmente 

da geração de produtos do metabolismo do AA, sendo o mesmo muito sensível 

à ação dos glicocorticóides e, em menor grau, às drogas inibidoras da 

ciclooxigenase (Tubaro et al., 1986; Carison et al., 1985; Young et al., 1989; 

Zanini et ai, 1992). Vários estudos demonstraram ainda que o princípio ativo do 

óleo de cróton (o diterpeno 12-0-tetradecanoil forbol-13-acetato), um conhecido 

promotor tumoral, induz resposta inflamatória na orelha de camundongos pela 

ativação da proteína cinase C (Kuchera et al., 1993). A ativação da proteína 

cinase C está associada com várias vias de transdução de sinais intracelulares 

implicadas na patogênese da inflamação, incluindo a liberação de AA 

dependente da PLAa, a produção de eicosanóides, a formação de metabólitos 

reativos de oxigênio, a síntese de citocinas inflamatórias e a expressão de 

moléculas de adesão necessárias para o recrutamento de leucócitos nos vasos 

(Bakouche et al., 1992; Mattila et al., 1992). O poligodial utilizado no edema de 

orelha induzido por óleo de cróton demonstrou atividade inibitória que pode 

resultar da inibição da PLA2 e da atividade da ciclooxigenase.
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Estudos mostram que a capsaicina aplicada topicamente na orelha de 

camundongos produz inflamação neurogênica (Mantione e Rodriguez, 1990; 

Inoue et ai, 1993). Nossos resultados demonstraram também que o poligodial 

inibiu de maneira dose-dependente o edema de orelha induzido pela 

capsaicina. Estudos anteriores têm demonstrado que o edema de orelha em 

camundongos induzido pela capsaicina é inibido por antagonistas de receptores 

NKi, antagonistas de histamina e/ou 5-HT, mas não por inibidores de 

metabólitos do AA (Inoue et a/., 1993). Isso implica dizer que o edema de orelha 

induzido pela capsaicina é primariamente mediado pela histamina (e 5-HT), 

liberada dos mastócitos, e pelos neuropeptídeos, liberados através da ativação 

de nervos sensoriais na pele do camundongo.

Outro teste utilizado para avaliar a atividade antiinflamatória do poligodial 

foi o modelo da pleurisia. Com o desenvolvimento desse modelo, foi possível 

fazer a avaliação não só do extravasamento de líquido como também da 

migração de células induzidas por diversos agentes flogísticos (De Brito, 1989). 

A técnica da pleurisia possui vantagens em relação à do edema de pata, pois, a 

partir da coleta do lavado da cavidade pleural, é possível analisar e quantificar 

os componentes celulares e humorais da inflamação. Uma outra vantagem 

adicional da pleurisia é a sua fácil execução, além de responder a diferentes 

agentes flogísticos (específicos e não-específicos). O poligodial testado nesse 

modelo inibiu significativamente a migração celular induzida pela carragenina 4 

h após. No entanto, a exsudação resultante da primeira fase dessa resposta 

inflamatória não foi alterada.
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Finalmente, nossos estudos avaliaram a atividade antialérgica do 

poligodial através da indução de choque anafilático em camundongos 

sensibilizados por OVO e indução de edema de pata pela injeção de OVO em 

ratos sensibilizados pelo antígeno. Tais estudos demostraram que o poligodial 

tem propriedades antialérgicas pronunciadas quando testado em animais 

sensibilizados ao antígeno. Esses resultados confirmaram e estenderam dados 

obtidos com o extrato da D.winteri e com o próprio poligodial, os quais, quando 

testados na traquéia de cobaias sensibilizados à OVO, causaram inibição 

significativa da resposta contrátil induzida pelo antígeno (El Sayah, et a!., 1997; 

1998). Além disso, o EH havia inibido o edema de pata em ratos ativamente 

sensibilizados com OVO e aumentado a taxa de sobrevivência ao choque 

anafilático induzido por OVO em camundongos sensibilizados (Tratsk, et a!.,

1997).

Concluindo, os resultados do presente estudo, em conjunto com outros 

descritos recentemente (El Sayah 1996; El Sayah et a/., 1997; 1998; Tratsk et 

a/., 1998; Mendes et al., 1998), indicam que o poligodial apresenta efeito 

antinociceptivo significativo, quando testado em vários modelos de nocicepção, 

como no teste de contorções abdominais induzidas por vários irritantes e nos 

modelos da formalina e da capsaicina em camundongos. O poligodial 

apresentou significativa ação antinociceptiva quando administrado por via i.p, 

oral, i.t., i.c.v. e i.pl. nos modelos da formalina e da capsaicina, o que sugere 

que possui ações local, sistêmica, espinhal ou supra-espinhal. Por outro lado.
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quando testado no modelo de dor da placa quente e da hiperalgesia Induzida 

pelo glutamato, o pollgodlal não apresentou efeito antinociceptivo.

As ações antinociceptivas do pollgodlal parecem envolver interação com 

mecanismos dependentes da proteína G|/Go sensíveis ao tratamento com a 

toxina pertussis, bem como o sistema opióide através de um mecanismo 

sensível à naioxona. Além disso, parecem envolver, pelo menos em parte, o 

sistema serotoninérgico e os receptores adrenérgicos ai. Um mecanismo 

adicional que poderia também contribuir para explicar a ação antinociceptiva do 

poligodial, particularmente em relação à dor neurogênica, é sua possível 

interação com os receptores e/ou ação das taquicininas. Ao contrário, a via do 

NO, os receptores GABAa e GABAb, e a ativação de canais de potássio 

sensíveis ao ATP não parecem estar envolvidos na ação antinociceptiva do 

poligodial. Além disso, a ação antinociceptiva do poligodial não é modulada 

pelos hormônios glicocorticóides e não parece depender de possíveis efeitos 

depressores inespecíficos exercidos por esse composto central ou 

perifericamente.

Nossos resultados indicaram ainda um pronunciado efeito 

antiinflamatório para o poligodial, quando testado em modelos de inflamação 

como edema de pata, edema de orelha e na pleurisia induzida por carragenina. 

Administrado por via i.p., o poligodial apresentou significante efeito inibitório nos 

edemas de pata induzidos por BK, carragenina, dextrana, PI-A2, PGE2 e SP e 

nos edemas de orelha induzidos por AA, capsaicina e óleo de cróton. Além
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disso, o poligodial inibiu a migração celular para a cavidade pleural na pleurisia 

induzida pela carragenina, indicando um amplo perfil antiinflamatório.

Os resultados observados com o poligodial permitem, portanto, sugerir 

que a sua ação antiedematogênica e antiinflamatória pode estar relacionada 

com a inibição da geração de ambos os produtos da lipooxigenase e da 

ciclooxigenase, na cascata da via do ácido AA. É possível que outros 

mecanismos estejam também envolvidos nas atividades antiinflamatórias e 

antialérgicas do poligodial, resultantes da interação do composto com 

receptores e/ou segundos mensageiros relacionados a outros mediadores pró- 

inflamatórios (El Sayah, et al., 1997), além de outros parâmetros, incluindo a 

geração de metabólitos reativos de oxigênio, a inibição da ativação de células 

do tipo mastócitos mediadas por neuropeptídeos e a interação com citocinas.

Também relevantes no presente estudo foram os resultados que 

demonstraram a ação antialérgica do poligodial tanto em ratos como em 

camundongos sensibilizados à OVO. A taxa de sobrevivência de animais 

submetidos a choque anafilático induzido por OVO foi significativamente 

aumentada, assim como o edema de pata alérgico induzido pelo antígeno foi 

significativamente inibido.

Isso posto, acreditamos que o poligodial pode ser de interesse para o 

desenvolvimento de novas drogas analgésicas destinadas ao manejo da dor e 

da inflamação neurogênica. Com base neste estudo, sugere-se que o poligodial 

poderia ser útil também para o desenvolvimento de drogas para o tratamento de 

processos inflamatórios neurogênicos, na asma e na alergia. Estudos adicionais
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utilizando técnicas bioquímicas e estudos farmacológicos in vivo e in vitro serão 

necessários para esclarecer os mecanismos envolvidos nas ações 

antinociceptivas, antiinflamatórias e antialérgicas do poligodial. Além disso, 

modificações estruturais no composto poderão melhorar sua eficácia e/ou 

reduzir possíveis efeitos tóxicos que a droga venha a revelar.

Parte dos resultados apresentados foi aceita ou encaminhada para 

publicação, quais sejam;
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