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importante papel modulatério nas suas agfes antinociceptivas. O poligodial
causou ainda efeito [antiinflamatdrio] testado nos edemas de pata induzidos
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[antialérgicas] quando testado em animais sensibilizados & ovoalbumina.
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RESUMO

1- No presente trabalho, foram analisadas as ag¢des antinociceptivas,
antiinflamatérias e antialérgicas do poligodiai, um composto sesquiterpénico
extraido das cascas da Drymis winteri, em varios modelos de dor, de inflamagéao
e alergia; também, foram analisados os possiveis mecanismos envolvidos nas
acoes do composto.

2- O poligodial, administrado pelas vias oral, intraperitoneal,
intracerebroventricular, intratecal ou intraplantar, causou ag&do antinociceptiva
de maneira dose-dependente no modelo de dor induzido pela formalina em
relacdo a primeira (dor neurogénica) e segunda fase da dor (dor inflamatéria).
Nesse modelo, dependendo da via de administracédo, 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 capsaicina, o poligodial
também foi eficaz e causou antinocicepcdo de maneira dose-dependente,
quando administrado pelas vias oral, intraperitoneal, intratecal,
intracerebroventricular ou intraplantar. Dependendo da via de administragéo, 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 contor¢des abdominais
induzidas por acido acético, caolim e zimosan, sendo 14 a 27 vezes mais
potente que o extrato hidroalcodlico obtido das cascas da Drymis winteri.
Contudo, quando testado na placa quente, bem como no modelo de

hiperalgesia induzida pelo glutamato, o poligodial ndo causou analgesia. Além
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disso, o poligodial nao interferiu na atividade locomotora dos animais no modelo
do rota-rod, sugerindo que a atividade antinociceptiva desse composto parece
nao estar relacionada a depressdao do sistema nervoso central ou periférico,
sendo seletiva para alguns modelos de dor.

3- As agbes antinociceptivas causadas pelo poligodial nao foram
afetadas pelo pré-tratamento dos animais com glibenclamida (bloqueador de
canal de Katp), ioimbina (antagonista de adrenoceptor o), bicuculina e faclofen
(antagonistas de receptores GABA, e GABAg, respectivamente), L-arginina
(precursor do oéxido nitrico); no entanto, suas agdes antinociceptivas foram
afetadas pelo pré-tratamento com a toxina pertussis (inativador de proteina
Gi/G,), naioxona (antagonista de receptor opidide), prazosin (antagonista de
adrenoceptores o4) € PCPA (antagonista da sintese de serotonina). Além disso,
o poligodial ndo apresentou tolerdncia cruzada com a morfina, apds a
administracao crénica dessa substéncia, por sete dias consecutivos.

4- A adrenalectomia dos animais realizada uma semana antes n&o
interferiu significativamenté na atividade antinociceptiva do poligodial, quando
analisada em relagdo a ambas as fases da dor induzida pela formalina,
indicando que tais agbes independem da liberagdo dos glicocorticdides
enddgenos.

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 A, prostaglandina E; ou
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substéncia P. No modelo do edema de orelha em camundongos, o poligodial
inibiu os edemas induzidos por acido araquiddnico, capsaicina e 6leo de créton.

6- No modelo da pleurisia induzida pela carragenina (1%), que apresenta
padrédo bifasico da resposta inflamatéria, o poligodial inibiu significativamente a
migragao celular, mas ndo a exsudacao, quando analisado 4 h apés.

7- Camundongos que foram previamente sensibilizados a ovoalbumina,
ao receberem poligodial 48, 24, 12 e 6 horas antes da administracdo de
ovoalbumina (500 pug/kg, i.v.), apresentaram significativos indices de
sobrevivéncia ao choque anafilatico, chegando a 100% de prote¢do 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 agéo antinociceptiva quando administrado por
via sistémica, topica, espinhal e supra-espinhal, em relagéo a varios modelos de
nocicepcdo em camundongos. O mecanismo de agcdo antinociceptiva desse
composto nao esta completamente esclarecido, mas parece estar relacionado a
interagbes com o sistemas opidide e sistemas adrenérgico (o) e
serotoninérgico, além de estar relacionado as taquicininas. Por outro lado, suas
égées antinociceptivas independem de efeitos téxicos relacionados a depresséo
do sistema nervoso central ou periférico. Além disso, o poligodial apresentou
perfil antiinflamatério, inibindo os edemas de pata e de orelha induzidos por

varios agentes, além de inibir a migracdo celular na cavidade pleural.



Finalmente, o poligodial demonstrou significativa atividade antialérgica 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 antinocicep¢ao sistémica, local,
espinhal e supra-espinhal quando testado em modelos quimicos (dor induzida
pela formalina e pela capsaicina), contudo ndo em modelos térmicos (placa
quente) de nbcicepgéo em camundongos; mostra também amplo perfil de
atividade antiedematogénica e antialérgica. O mecanismo preciso pelo qual o
poligodial produz suas ag¢des antinociceptivas estd atualmente sob
investigacdo, mas uma interacdo com o sistema opidide, o envolvimento com
receptores de serotonina e adrenérgicos o4, bem como interacdo com
mecanismos dependentes de proteina G/G, sensiveis ao tratamento com toxina
pertussis, tém um importante papel modulatério nas suas agdes
antinociceptivas. Interessantes perspectivas para o aproveitamento do
poligodial ou de seus derivados no desenvolvimento de novas drogas ficam
estabelecidas, especialmente no tratamento da dor neurogénica, ainda sem
uma terapéutica eficaz, além de perspectivas do uso da substancia como
antiinflamatoério e antialérgico. No entanto, novos estudos far-se-ao necessarios,
visando especialmente dirimir duvidas quanto ao mecanismo de agéo e

| potencial toxicolégico 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 also 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 able, dose-dependently to inhibit the abdominal constrictions induced by
acetic acid, kaolin or zymosan, being 14-fold more potent than the
hydroalcoholic extract of D. winteri. Also, 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 Karp channel blocker), yohimbine (o-
adrenoreceptor antagonist), bicuculine and phaclofen (GABA, and GABAg
receptor antagonists), or L-arginine (a nitric oxide precursor). However, the
antinociceptive actions were affected by pre-treatment with pertussis toxin (an
inactivator of Gi/G, protein), naloxone (an antagonist of opioid receptor),
prazosin (o4-adrenoreceptor antagonist) or PCPA (an inhibitor of setonin
synthesis). Also, uniike the case of morphine, the animals did not develop
tolerance to the polygodial when they received it for seven days, in succession.

4- The bilateral adrenalectomy of animais 7 days befovre, dit not interfere
significantly with the analgesic activity of the polygodial, in relation to either
phase of the pain induced by formalin, indicating that such actions are not
modulated by endogenous glucorticoids.

5- The polygodial administered by intraperitoneal route was able to
inhibit, in a dose-dependent manner the paw-oedema induced by bradykinin,
carrageenan, dextran, phospholipase A, prostaglandin E; or substance P. In the
quel of ear-oedema, it was also 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 significantly inhibited
the ceiluiar migration, but not the exudation.

7- Animals that had been sensitized previousiy to ovoalbumine, when
they received polygodial 48, 24, 12 and 6 hours before the administration of
ovoalbumine (500 pg/kg, i.v.), presented significant survival indexes in relation
to anafilatic shock, reaching 100% when the compound was administered before
6 or 12 hours. Also, polygodial was able to inhibit, in a dose-dependent manner,
the paw-oedema induced by ovoélbumina in the animals sensitizeq.

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 (o4) and serotoninergic systems, besides being related to the
tachycinins. Moreover, its antinociceptive actions are unlikely 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 level. Finally, the polygodial demonstrated significant
anti-allergic activity, justifying at least partly, its folk-medicinal use in the

treatment of respiratory diseases.
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The results here presented, extending previously-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 éhemical 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
opivoid system, involvement with serotoninergic and adrenergic receptors (o) as
well as an interaction with mechanisms dependent of G/G, 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, still without én effective therapy. Also
perspectives now exist for the use of the substance as antiinflammatory and anti-
allergic drug. However, furtr}er ;studies are necessary, especially in relation to
the clearing up of doubtsv regarding the exact mechanism of action and

toxicological potential of this compound.



1 - INTRODUGAO

Nossos estudos avaliaram os efeitos antinociceptivos, éntiinflamatérios e
antialérgicos do poligodial, um sesquiterpeno obtido das cascas da Drymis
winteri. A D. winteri pertence a familia 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. E vuma planta
nativa do Sul do Brasil e de alguns outros paises da América do Sul. Suas flores
sao hermafroditas, com 2 a 3 cm de diametro, pétalas brancas, muitos estames
e fruto carnoso (Figura 1). A medicina popular recomenda a infusdo de suas
cascas ou folhas para o tratamento de diferentes doencas inflamatérias, tais
como asma, alergia e bronquite. Essa planta é também usada como
antiespasmodica, antipirética e cicatrizante (Morton, 1981; Simdes et al., 1986)
e no tratamento do cancer e Ulceras (Riccieri, 1981; Houghton e Mamby, 1985;
Gupta, 1995; Graves, 1996).

Estudos desenvolvidos em nossos Iaboratérios_ (El Sayah, 1996)
mostraram que o extrato hidroalcodlico (EH) da D. winteri causou antagonismo
do tipo nao competitivo no ileo isolado de cobaia para as curvas concentragao- -
resposta—sTnduzidas pela acetilcolina, histamina e bradicinina (BK). Esse mesmo

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

prostaglandina F,, (PGF,,), 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 a direita da curva contratil concentracao-resposta ao
CaCl,. Por outro lado, na bexiga isolada de cobaia, o EH n&o interferiu na
resposta contratil induzida pelo carbacol, porém causou deslocamento parcial
da curva concentracdo-resposta induzida pela histamina, e inibiu
significativamente a resposta contratil 8 BK e a substancia P (SP) (El Sayah,
1996). J4, na traquéia isolada de cobaia, o extrato inibiu de forma significativa a
resposta contratil induzida pela BK e a prostaglandina E, (PGE;) e antagonizou,
de maneira aparentemente competitiva, a resposta contratil induzida pelo
analogo estavel do tromboxano A; (TXA;), o U 46619, pelo composto 48/80,
pela substancia P e pelo agonista seletivo do tipo NK;, o [B-alas] neurocinina A
(4-10). No entanto, o EH n&o interferiu na contragdo induzida pelo agonista
seletivo do tipo NK;, a substancia P - metil ester, porém causou inibigdo parcial
& capsaicina. Ainda na traquéia de cobaia, o EH causou deslocamento parcial a
direita para a histamina, sem afetar, contudo, a contracdo induzida pela
acetilcolina. Por outro lado, na traquéia de animais sensibilizados a
ovoalbumina (OVO), o EH causou significativa inibicdo de forma concentracéo e
tempo-dependentes da resposta contratil induzida pelo antigeno (El Sayah, et
al., 1997). Quando o EH foi testédo na veia porta isolada de rato, observou-se
inibicao significativa da resposta contratil induzida pelo agonista seletivo do
receptor NKj, o senktide (El Sayah, 1996).

Um composto sesquiterpeno isolado da D. winteri, identificado como
poligodial (Figura 2), também foi testado em nossos laboratérios (El Sayah, et

al., 1998). No ileo isolado de cobaia, o poligodial causou deslocamento a direita
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da curva concentragao-resposta a acetilcolina, histamina e a BK,. associado com
a inibicdo das respostas maximas. Ja, na traquéia de cobaia, o poligodial
causou inibicdo parcial da resposta contratii a histamina e inibiu a curva
concentracao-resposta a BK. Por outro lado, o poligodial inibiu de vforma
significativa e concentracdo-dependente a resposta contratil induzida pelo
composto 48/80 e pelo analogo estavel do TXA; o U 46619. Além disso, o
poligodial, como descrito para o extrato total da D. winteri, antagonizou de
maneira aparentemente competitiva a resposta contratil 4 SP, mas nao i;xterferiu
na resposta contratil ao agonista seletivo do receptor NKj, a substéncia P metil-
éster; também inibiu significativamente a curva concentragao-resposta induzida
pelo agonista seletivo do receptor NK;, o [B-ala®] neurocinina A (4-10). Ja, na
traquéia obtida de cobaias ativamente sensibilizadas a4 OVO, o poligodial
causou inibicao significativa da resposta contratil ao antigeno (El Sayah, et al.,
1998). O poligodial também foi testado na veia porta isolada de rato, tendo
causado significativa inibigdo da curva concentragao-resposta induzida pela BK,
U 46619, ET-1, SP e ao senktide (El Sayah, 1996).

Outros estudos desenvolvidos em nossos laboratérios (Tratsk ef 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
ug/pata). A inibichdo 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 (100ug/pata), entretanto esse efeito néo foi dose-



dependente. Ao contrario, o edema de pata induzido pelo composto 48/80 (12
ug/pata) nao foi inibido pelo tratamento. Por outfo lado, o tratamento dos
animais com EH inibiu significativamente o edema de pata em ratos induzido por
varios mediadores da inflamagdo, 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 al,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, entretahto,
a inibicdo 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 inje¢ao intraplantar do
antigeno foi significativamente inibido pelo EH (30 a 100 mg/kg, p.o), ao passo
que camundongos sensibilizados por OVO, quando submetidos ao choque
anafilatico (OVO, 500 pg/kg, i.v.), tiveram um aumento significativo na taxa de
sobrevivéncia. O efeito protetor causado pelo extrato foi de longa duragéo e,
mesmo quando administrado 15 h antes da indugdo do choque, mostrou uma
protecao em torno de 70%.

Finalmente, Mendes et al.(1998), utilizando o EH (10 a 60 mg/kg, i.p. e
100 a 400 mg/kg, p. 0.) administrado quatro horas antes, demonstraram que ele
produz inibicdo signiﬁcativa das contor¢ées abdominais causadas pelas
injecoes de acido acético (0,6%), de suspensao de zimosan (40 mg/kg) e de
suspensao de caolim (60 mg/kg). Além disso, o extrato, nas mesmas doses e

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



pela formalina, bem como inibiu significativamente a dor neurogénica 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; nao afetou, porém, a hiperalgesia induzida pela carragenina ou pela
PGE;. Quando o extrato foi analisado na placa quente, mostrou-se inativo. Ao
contrario dos estudos realizados no edema de pata, o efeito antinociceptivo do
extrato nao foi modificado pela adrenalectomia prévia dos animais, indicando,
nesse caso, que suas a¢des antinociceptivas ndo parecem depender de uma
interagdo com glicocorticéides enddégenos. Por ultimo, o efeito antinociceptivo
do EH foi significativamente revertido pelo tratamento prévio dos animais com a
naloxona, quando testado no modelo das contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético, evidenciando o envolvimento, pelo menos em parte, com o
sistema opidide, através de um mecanismo sensivel a naioxona (Mendes, et al.;

1998).

Neutransmissao central da dor

As vias aferentes envolvidas na transmissdo da informagéo nociceptiva,
de uma area inflamada para os centros superiores, passam pela raiz medular
dorsal, sistema de controle de dor por comporta (gafe-control), tratos
ascendentes e talamo, sendo o componente sensorial da nocicepg¢ao prpjetado
para o cortex somatosensorial onde €& processado. O componente emocional

afetivo e avaliativo da nocicepgao compreende uma projecéo difusa do talamo



para o cortex, em particular o cértex pré-frontal e sistema limbico, que contém
receptores opidides (Walton et al., 1994).

A via descendente inibitéria da dor passa via funiculo dorsolateral. Essa
via inicia na area cinzenta periaquedutai e recebe impulsos do hipotadlamo e do
trato espinotaldmico ascendente; descende via nucleo da rafe, que da origem a
neurdnios liberadores de serotonina (5-HT) e de norepinefrina (NE), cujos
papéis inibitérios descendentes contribuem para a analgesia. Além disso, o
sistema descendente do tronco cerebral para a raiz dorsal da medula espinhal
tem sido implicado na produgdo de analgesia. As terminacdes dessas fibras
fazem sinapse com neurénios encefalinérgicos na raiz dorsal, completando um
longo feedback e uma parte essencial no sistema de controle de dor por
comporta. A via descendente do cértex pré-frontal, via hipotalamo para a area
cinzenta periaquedutai, permite que processos corticais sejam capazes de
modificar a apreciagéo da dor (Walton et al.,, 1994; Dickenson, 1995; Stamford,
1995).

Os nociceptores sao terminagcdes nervosas livres que respondem a
estimulagbes diretas ou, ainda, através de. substancias quimicas liberadas
locaimente. Com base em critério funcional, os nociceptores podem ser °
classificados em: 1) Nociceptores mecanosensitivos e nociceptores
mecanotérmicos com fibras A3, com velocidade de condugédo de 5 - 10 m/s,
ativados por estimulos tacteis, térmicos e sonoros; 2) Nociceptores polimodais

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



estimulos mecanicos, quimicos, térmicos e substancias liberadas durante a
inflamacgao (Walton, et al., 1994; Noback et al., 1996; Almeida, 1996).

Em determinadas circunstancias, para um estimulo que é normalmente
doloroso, existe uma resposta aumentada. O estado de sensibilizagdo
desenvolvido nessas "circunsténcias € conhecido como hiperélgesia, que é
caracterizada principalmente por uma redugdao no limiar nociceptivo € maior
sensibilidade a estimulos supralimiares (Noback ef al., 1996). A hiperalgesia
envolve mediadores armazenados (SP e aminoacidos excitatérios) e induzidos
(6xido nitrico e metabdlitos derivados do acido araquidénico), liberados de
neurdnios aferentes primarios ou sintetizados na medula espinhal (Meller e
Gebhart, 1994; Meller et al., 1994; Meller et al., 1996).

Distinta da hiperalgesia € a alodinia que, segundo a Associagdo
_Internacional para o Estudo da Dor, é conceituada como sendo dor devida a
estimulo que normalmente ndo provoca dor. Minami et al. (1995) relataram
recentemente que a administracdo intratecal (i.t.) de PGE, ou PGF,, em
camundongos induz alodinia atraves da via que inclui os receptores
glutamatérgicos, pois a alodinia induzida foi bloqueada por antagonistas de
receptores N-metil-aspartato (NMDA) e de glutamato metabotrépicos (GlumR).
Os autores demonstraram também que a alodinia induzida pela PGE; é mediada
através de sistema gerador de éxido nitrico (NO); ainda, que a alodinia induzida
pela PGF,, pode ser mediada por interagbes com o sistema NO em sitios
diferentes daqueles geradores de NO na medula espinhal. Por outro lado, a

injecdo espinhal de baclofen, um agonista de receptores gabaérgicos do tipo g



(GABAg), ou muscimol, um agonista de receptores gabaérgicos do tipo a
(GABA,), resultaram em antagonismo dose-dependente da alodinia produzida
em ratos por ligadura de raizes nervosas ou por cateterismo intratecal lombar
cronico. Isso indica que o sistema espinhal de receptores GABA,s modula os
sistemas espinhais ativados por mecanoreceptores de baixo limiar que medeiam
a alodinia observada, seguindo uma lesédo nervosa periférica (Hwang e Yaksh,
1997).

No sistema nervoso central (SNC), varias substancias estao envolvidas
como neurotransmissores da dor, e entre essas, o glutamato. O glutamato é o
principal aminoacido excitatério (AAE) do SNC, sendo sintetizado pela
deaminagdo da glutamina, ou através do ciclo do acido tricarboxilico e liberado
para a fenda sinaptica em resposta a despolarizagdo do terminal nervoso pré-
sinaptico, num processo dependente de Ca*" regulado por muiltiplos tipos de
canais de Ca®, dos quais, provavelmente, os mais importantes sdo os canais N
e P. Os neurdnios e sinapses para os AAE estdo concentrados particularmente
no hipocampo, nas camadas externas do cértex cerebral e na substancia
gelatinosa da medula espinhal. Nessas camadas os AAE desempenham papel
importante nos processos fisiolégicos, como, por exemplo, na aprendizagem e
na memoéria, nos mecanismos de transdugdo dolorosa, em processos
patologicos, tais como dano excitotoxico neuronal que se segue a trauma ou
isquemia central e na sensibilizagdo central e transdugao espinhal da dor em

resposta aos danos teciduais periféricos (para revisao ver Hudspith, 1997).
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Dois principais grupos de receptores para AAE tém sido identificados:
receptores de glutamato ionotrépicos (GluR) (canais idnicos operados por
ligantes), cuja farhilia de receptores pode ser classificada farmacologicamente,
de acordo com a ativagdo por agonistas especificos, em trés subtipos:
receptorles a~-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA), receptores
cainato (KA) e receptores NMDA (Hudspith, 1997; Kaczmarek et al., 1997) e,
ainda, os receptores de glutamato metabotrépicos (GlumR) (ligados a proteina
G), que modulam segundos mensageiros intracelulares, tais como fosfatos de
inositol e nucleotideos ciclicos. Até o momento, oito subtipos de receptores
GlumR foram identificados através de técnicas de biologia molecular (ann e
Pinn, 1997). Existem evidéncias de que os receptores NMDA estdao envolvidos
na acao atenuante da antinocicep¢dao da morfina pela L-arginina (Bhargava et
al., 1998). Além disso, 0 uso de anticorpos anti-GlumR em ratos sugere a
p}articipagéo desses receptores no processamento nociceptivo da dor crénica,
além da sinalizagao para estimulos nocivos agudos (Fundytus et al., 1998).

Entre os aminoacidos inibitérios endbégenos (AAl), importantes
neurotransmissores no cérebro/tronco encefalico e medula espinhal, o GABA
provavelmente atua como um importante inibidor pés-sinéptico dos corpos
celulares de neurbnios de segunda ordem na substancia gelatinosa,
bloqueando a progressdo da transmissdo da informagdo nociceptiva para o
cérebro (Duggan e Foong, 1985)

A classificacdo dos receptores GABA (GABAag), introduzida em 1981,

define os receptores GABA, como sendo sensiveis ao antagonismo pela
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bicuculina e insensiveis a ativagao pelo baclofen; os receptores GABAg, por sua
vez, sdo insensiveis ao antagonismo pela bicuculina, sendo ativados pelo
baclofen (Hill e Bowery, 1981; Bowery, 1993). Os receptores GABA, sado
receptores ionotrépicos e induzem aumento da condutéancia de ion CI. Além dos
agonistas e antagonistas competitivds e nao competitivos capazes de atuar nos
receptores GABA,, esses podem ser modulados alostericamente por um nimero
muito grande de substancias, incluindo barbitaricos, benzodiazepinicos, etanol,
corticosteroides, anestésicos e inseticidas (para revisdo ver Johnston, 1996).
Os receptores GABAg sdo receptores metabotropicos acoplados a proteina G e
ligados a sistemas de segundos mensageiros. Em muitas regidées do cérebro, a
ativacao de receptores GABAg resulta em aumento da condutancia dos canais
de K*, com resultante hiperpolarizagao da membrana neuronal.

A glicina é o principal neurotransmissor inibitério no tronco encefalico e
medula espinhal, onde participa de fungcdes motoras e sensoriais. Esta também
presente no prosencéfalo onde tem sido demonstrada sua fungdo como
coagonista do subtipo de receptor NMDA. A glicina € liberada das terminag¢des
nervosas de uma forma dependente de Ca®*, sendo posteriormente, recaptada
via transportadores de glicina (para revisdo ver Paul, 1995). Dois
transportadores de glicina foram clonados, tendo sido encontrados no SNC e
em varios tecidos periféricos, denomi'nados GLYT-1 e GLYT-2 (Borowsky et al.,
1993). A glicina ativa a condutancia do ion CI', resultando na hiperpolarizagao
da membrana neuronal e num antagonismo de outros estimulos despolarizantes

(Betz, 1992). O receptor de glicina é um pentamero de subunidades homélogas
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48 kDa (o) e 58 kDa (B), que forma um canal intrinseco de CI". Quatro isoformas
expressas diferentemente da subunidade-o (a1 - a4) € uma variedade da
subunidade-p (B1) tém sido identificadas através de clonagem. A subunidade-a
se comporta como sitio de ligagao, enquanto que a subunidade-p € o principal
determinante da condutancia do canal (para revisdes ver Paul, 1995; Kuhse ef
al., 1995).

Entre os neuropeptideos, os peptideos opiéidés atuam através de pelo
menos trés principais classes de receptores: u (mu), § (delta) e x (kappa), cada
um deles contendo possiveis subtipos de receptores (Connel et al., 1994; Chien
e Pasternack, 1994). Dentro da familia opidide, alguns receptores foram
clonados: o clone DOR-1 codifica receptores 3, enquanto os clones MOR-1 e
KOR-1 codificam receptores p e x4; um quarto membro da familia dos receptores
opidides, KOR-3 ou ORL-1, também foi clonado. A descoberta dos receptores
opidides levou a identificagdo, no cérebro, de uma ampla variedade de
peptideos com atividade opidide, incluindo encefalinas, endorfinas, dinorfinas,
endomorfinas e nociceptina (para revisao ver Standifer e Pasternak, 1997).

As encefélinas foram, originariamente, identificadas em extratos de
cérebro de porcos por Hughes et al. (1975). Dois peptideos estruturaimente
semelhantes foram encontrados - metionina encefaiina e ieucina encefalina -
cada qual derivado da clivagem do precursor pro-encefalina A. Esses peptideos
tém propriedades em comum com a morfina, tais como a produgao de
analgesia, dependéncia fisica e tolerancia e contragdo da musculatura lisa;

suas ages sao revertidas ou bloqueadas pelo antagonista opidide naioxona. As
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variacbes regionais nos niveis de encefalinas correspondem a distribuicao dos
receptores opidides (Akil ef al., 1984).

As endorfinas correspondem a pelo menos quatro peptideos, designados
o-, B-, v~ e d-endorfinas (a p-endorfina € a mais importante), todas derivadas da
clivagem enzimatica do precursor pré-opiomelanocortina. As endorfinas sao
encontradas principalmente na glandula pituitaria anterior, nas mesmas células
que contém corticotrofina e p-lipotropina.

A substancia P (SP) é um polipeptideo descoberto por Von Euler e
Gaddum (1931), sendo um importante neurotransmissor em ﬁbras nervosas de
pequeno diametro, particularmente nas fibras C. A SP é encontrada em varias
areas relacionadas a dor, como nos corpos celulares do génglio da raiz dorsal e
projecbes para a substancia gelatinosa espinhal, na divisdo caudal do nicleo
espinhal trigeminal, nos nucleos palido e magno da rafe e na area cinzenta
periaquedutal. A SP € liberada das terminagées nervosas e estocada em
granulos de neurdnios sensoriais. Os aminoacidos basicos da extremidade N-
terminal da molécula de SP estdao envolvidos na vasodilatagao causada por
essa substancia. A SP também desempenha seu papel pré-inflamatério através
da indugcéo do aumento da permeabilidade vascular, com o extravasamento de
plasma e conseqiiente formagao de edema. Este efeito é atribuido a porg¢éo C-
terminal da molécula. Estudos recentes (DeFelipe et al., 1998: Cao et al., 1998)
demonstraram que modificagdes genéticas que levem 3a falta, em camundongos,
de receptor para a substancia P (NK-1) alteram as respostas nociceptivas,

analgésicas e a agressividade desses animais. Por outro lado, modificacées no
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gene pré-prétaquicinina A (PPT-A), que chiﬁca a substancia P e a neurocinina
A, praticamente abolem a inflamac¢do neurogénica nos animais mutantes, além
de redugao significativa das respostas a dor. Oé nervos envolvidos nas agées
da SP sao aferentes, de pequeno diametro, polimodais nao-mielinizados, sendo
importantes para transmissdo central da informa¢do nociceptiva, quando a
substancia P é liberada do trato espinhal mediante estimulagcao ortodrémica em
resposta ao estimulo nocivo e para a liberagdo da substancia P e de outros
neuropeptideos de terminacdes nervosas colaterais e tecidos periféricos,
seguindo estimulacdo nociva antidrébmica e resultando em inflamagao
neurogénica (Geppetti et al., 1995).

O peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) esta localizado
juntamente com a SP em muitos neurdnios sensoriais em érgaos e tecidos
dentre os quais a pele (Gibbins ef al., 1987a, b). O CGRP é um potente
peptideo vasodilatador encontrado em varias espécies, inclusive no homem. Em
humanos e em animais, a inje¢do intradérmica de CGRP causa aumento
prolongado no fluxo sangiineo iocal (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 neurdnios sensiveis a

capsaiéina, que liberam também glutamato e somatostatina (Dray, 1992).
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A inflamagao

A primeira fase da resposfa inflamatéria é caracterizada por aumento do
fluxo sanglineo na area lesada, em consequéncia de dilatacdo e
engurgitamento dos capilares e arteriolas, bem como do recrutamento adicional
de outros vasos que normalmente estao hipofuncionantes, levando ao eritema
ou ao rubor da area comprometida; também pode haver elevagcdo da
temperatura local (Rocha e Silva, 1978; Sedgwick e Willoughby, 1985; 1989). A
vasodilatagao se deve a agdo de mediadores em nivel arteriolar e venular, entre
~eles, as cininas, histamina, 5-HT, leucotrienos (LTs), PAF-acéter, quinto
componente do sistema complemento (C5a), prostaglandinas (PGD,, PGE,,
PGF,,) e substancias liberadas localmente das terminagbes nervosas
(taquicininas e CGRP) (Hua, 1986; Haanen e Vermes, 1995; Saleh, 1996). O
exsudatb formado facilita a liberagao de outros. mediadores, o que amplifica a
resposté inflamatoéria. A segunda fase da resposta inflamatéria é caracterizada
_ pela migragao de leucécitos e de outras células fagociticas para o sitio da lesao
(quimiotaxia). Além da geracao plasmatica ou no sitio da lesdo de fatores
quimiotaticos, ocorrem mudangas na distribuicao dos componentes celulares em
felagéo ao fluxo sangiiineo (Cotran ef al, 1991). Os “leucécitos, que
normalmente circulam no centro da luz vascular, passam a ser detectados nas
proximidades da parede do vaso, processo que é denominado de marginacgao
leucocitaria. Além disso, a migragao celular é facilitada pelas moléculas de
adesao expressas em diferentes tipos de células por estimulos gerados no sitio

do processo inflamatério, as quais tém sido identificadas em leucécitos,
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macréfagos, fibroblastos, plaquetas, bem como em células endoteliais
(Bevilacqua, 1993). Os fatores quimiotaticos estimulam tanto os leucécitos como
as células endoteliais a expressarem moléculas de adesdo, facilitando a
adesividade entre essas células, processo conhecido como rolling. A adesao
posterior dos granulécitos a parede do endotélio facilita a sua migragao ao foco
da lesédo (Bevilacqua, 1993; Frenette e Wagner, 1996).

A resposta celular decorrente do dano tecidual depende do tipo, da
duragio e da severidade da lesado, bem como do modelo de interagéo celular e
do estado imunolégico do hospedeiro (Cotran et al, 1991). Os leucécitos
polimorfonucleares (neutréfilos) sdo ativamente fagociticos, e a energia para
esse processo € derivada da via glicolitica (Davies e Hagen, 1997). Os
leucécitos mononucleares podem migrar preferencialmente para o local da
lesdo (Sibille e Reynolds, 1990), onde sao ativados por produtos liberados
principalmente pelos macréfagos, passando a sintetizar e liberar um grande
nimero de agentes, incluindo citocinas e produtos da via do acido araquiddnico
(AA), além de outros mediadores. Os eosinéfilos também estdo envolvidos
nesse processo e, quando ativados pelo PAF-acéter, por. exemplo, liberam
mediadores lipidicos bioativos e derivados do AA, entre outros, bem como as
chamadas proteinas basicas (MBP-Proteina Basica Maior, ECP-Proteina
Eosinofilica Catibnica, EPO-Perdxidase Eosinofilica, EPX-Proteina X
Eosinofilica e EDN-Neurotoxina Derivada do Eosinéfilo). Estudos tém

demonstrado que a MBP, ECP e EPO induzem a uma liberagéo nao citolitica da
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histamina tanto em baséfilos como em mastécitos (Bainton, 1992; Ferguson et
al., 1995; Kita et al.,1995).

Também tem sido demonstrado que os macréfagos residentes ou
mondécitos (que se originam da mesma célula na medula 6ssea ou a partir de
outros tecidos) participam ativamente do processo inflamatério. Os macréfagos
exercem a funcdo de limpeza do organismo, removendo células sangiineas
defeituosas ou estimulando o sistema imunolégico na defesa contra agentes
estranhos. Os mondcitos séo recrutados para o sitio do processo inflamatério
através de fatores quimiotaticos gerados localmente e também por proteinas
catidnicas liberadas dos granulos de neutréfilos (Cramer, 1992; Galli, 1993). Na

terceira fase da resposta inflamatéria, ocorre regeneracgao tecidual ou fibrose.

Mediadores quimicos periféricos da dor e da inflamagao

No grupo das cininas, a BK, sua principal répresentante, é peptideo
composto de nove aminoacidos, formado no plasma a partir da degradacao do
cininogénio, por acao de enzimas proteoliticas conhecidas como calicreinas
(Hall, 1992; Dray e Perkins, 1993; Carretero e Scicli, 1991). O sistema das
calicreinas pode ser ativado por andxia, inflamacgéo, redugéq do pH ou trauma
tecidual (Bathon e Proud, 1991). As cininas formadas (BK e calidina) participam
de diversos processos fisiopatolégicos, como a regulagéo da presséo arterial,
controle de ténus de musculatura lisa no trato gastrintestinal e das vias aéreas,
bem como em varios estados relacionados com a inflamagéo e a produgao do

fendmeno doloroso (Hall, 1992; Hess , 1997; Griesbacher e Legat, 1997). Os
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niveis plasmaticos de BK e de seus principais metabélitos, a des-Arg®-BK e a
des-Arg'’-LBK, estio auméntados em varios processos inflamatérios (Regoli e
Barabé, 1980; Hargreaves et al., 1988, Damas et al., 1990). A injecdo de BK
produz dor pela ativagido e/ou sensibilizagido de fibras aferentes nociceptivas do
tipo A 6 e C (Collier e Lee, 1963; Szolcsanyi, 1987). Pode, ainda, modular a
neurotransmissao autondmica para alguns transmissores em varios musculos
lisos, atuando tanto através de receptores B, como B; (Acevedo ef al., 1990;
Llona et a[., 1991; Maas et aI.,. 1995).

Os receptores das cininas classificam-se em receptores B, e B, (Regoli e
Barabé, 1980: McErchern et al.,, 1991; MacNeil ef al., 1995; Hess, 1994;1997;
Hall, 1997). Os receptores B; mostram uma preferéncia pelo metabdlito ativo da
BK, a des-Arg’-BK (Regoli e Barabe, 1994; Bouthillier et al., 1987). Sua
expressdo pode ser induzida em certas ocasifes, como, por exemplo, apds
trauma tecidual ou durante processos inflamatérios crénicos (Marceau,
1995,1997; Donaldson ef al., 1997).

A maioria das a¢des da BK, incluindo a ativagao aguda de nociceptores e
a produg¢ao de dor, sdo mediadas através da ativagcdo de receptores B,. Esses
receptores sdo constitutivos, amplamente distribuidos no orgahismo, em varios
érgaos perifericamente, bem como no sistema nervoso éentral de varias
espécies (Hall, 1992). Ao contrario dos receptores B4, os do tipo B, apresentam
grande afinidade a BK e a L-BK.

As cininas aumentam a permeabilidade do endotélio vascular para fluidos

e proteinas plasmaticas, resultando em edema. Tais respostas envolvem
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recéptores B, (Whalley, 1987; Cirino ef al, 1991). As cininas sdo bem
conhecidas por estimularem aferentes primarios, o que resulta na liberagao de
mediadores pré-inflamatérios, incluindo as taquicininas (TKs) e o CGRP. Em
conjunfo, esses varios efeitos amplificam o processo inflamatério.

Outro grupo importante dentre os mediadores da inflamagéo pertence a
familia das citocinas e consiste em interleﬁcinas (IL) ou quimiocinas, fatores de
necrose tumoral (TNF), fatores estimuladores de colénias (CSF), interferons
(IFN), fatores de crescimento e fatores supressores (Luger e Schwarz, 1995).
Altos niVeis de citocinas pré-inflamatoérias, tais como a IL-1, o TNF-a e a IL-6,
- sdo produzidos em doengas inﬂamat()rias, principalmente a partir de
mondcitos/macréfagos.

Dois diferentes tipos de IL-1, denominadas a e B, tém sido descritas,
apresentando um amplo espectro de atividades biolégicas, porém atuando
através de receptores comuns. A IL-1 é um importante mediador inflamatério
que induz a febre, a produgéo de proteinas de fase aguda; causa infiltrado
inflamatério quando injetada na pele (Dinérello, 1989) e estimula as células
endoteliais que produzem citocinas e expressam moléculas de superficie, tais
como moléculas de adesao intercelular (ICAM-1), e moléculas de adesao
endotelial (ELAM-1) (Cork e Duff, 1993). A IL-6 é uma citocina liberada por
quase todas as células mediante estimulagdo apropriada. O TNF-a é secretado
por varias células tendo um amplo espectro de atividades bioldgicas. As
quimiocinas tém sido classificadas em quimiocinas CXC, responsaveis pela

quimiotaxia de . neutréfilos; quimiocinas CC, responsaveis pela atragdo de
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monocitos e linfocitos, e a linfotactina (quimiocina C), que recruta primariamente
linfécitos (Schroder et al.,, 1993; Schiuger e Rom, 1997).

Entre os eicosandides, os principais sdo as prostaglandinas, a
prostaciclina (PGl,), o TXA; e os LTs. As prostaglandinas da série E estado
particularmente associadas a produgcao de dor que acompanha trauma e
infeccdo. O acido araquidénico (AA) & parte integrante dos fosfolipideos da
membrana celular. Durante a estimulagao celular, a liberagdo de AA é
catalisada por varias vias enzimaticas diretas e indiretas; a via direta envolve a
estimulagao de fosfolipase A, (PLA,); nas \)ias indiretas, uma requer a ativacao
de fosfolipase C (PLC), que resulta na formagao de segundos mensageiros da
via do trifosfato de inositol (IP3) e do diacilglicerol (DAG), e a outra libera AA, via
uma lisofosfolipase precedida por PLA; (Wolfe e Harrocks, 1994).

Na via da ciclooxigenase, o AA ¢ convertido para prostandides, incluindo
PGs, PGl, e TXA,. Tal conversao € catalisada pela enzima prostaglandina H
sintase (PGHS). A PGHS é uma enzima bifuncional, que tem um sitio
ciclooxigenase (COX), o qual cicliza o AA e adiciona o grupo 15-hidroperoxi
para formar prostaglandina G, (PGG;); também contém um sitio peroxidase que
reduz o grupo hidroperoxi para um grupo hidroxi para formar PGH,, que é
convertida para uma das varias prostaglandinas. Os prostandides
(principalmente PGE;) sdao importantes mediadores da inflamacao (Pairet e
Engelhardt, 1996). As PGs e PGls sensibilizam as terminagées nervosas para

‘as acdes da histamina e da BK (Walton e al., 1994).
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Existem duas isoformas de PGHS, uma forma constitutiva (COX-1) € uma
forma induzida (COX-2). Em condigdes fisiolégicas, a atividade da COX-1
predomina; a expressdao de COX-2 pode ser induzida por estimulos
inflamatérios e mitdbgenos em muitos tipos de células envolvidas na inflamagao
(Loll e Garavito, 1994; Insel, 1996; Pairet e Engelhardt, 1996). Tem sido
proposto que a COX-2 é o alvo relevante para a terapéutica com
antiinflamatoérios, enquanto a inibicdo de COX-1 é responsavel pelos efeitos
colaterais gastricos, renais e sangiiineos desses agentes (Battistini, ef al., 1994,
Vane e Botting, 1996; Pairet e Engelhardt, 1996).

A via da lipooxigenase é responsavel pela conversdo do AA em
derivados hidroperoxidos (HPETE): 12-HPETE, nas plaquetas, e 5-HPETE e 15-
HPETE, nos leucécitos. O 5-HPETE sofre peroxidagdo e transforma-se em
HETE, conhecido como quimiotatico para neutréfilos. Nos mamiferos, os
principais produtos metabélitos formados por essa via; sdo: LTA,, LTB,, LTC,,
LTD, e LTE.. E reconhecido que o LTB, é um agente quimiotatico potente que
promove agregagdo de leucdcitos ao endotélio venular, enquanto o LTC,, 0
LTD, e o LTE, causam vasoconstricdo, broncoespasmo e aumento da
permeabilidade vascular (Wolfe e Harrocks, 1994).

O o6xido nitrico vem sendo descrito cada vez mais como molécula
importante na nocicepgao. As fungées biolégicas conhecidas para o NO podem
ser divididas em duas categorias: primeiro, ele atua como uma molécula
rﬁensageira intercelular, regulando o tono vascular, a ativagado plaquetaria e .

respostas imunes, servindo como um neurotransmissor no cérebro e na periferia
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de alguns dos chamados nervos NANC (ndo adrenérgicos, nao colinérgicos);
secundariamente, o NO sintetizado em grandes quantidades por macréfagos
ativados é uma molécula citotoxica capaz de matar bactérias, virus e
protozoarios, como também células tumorais (Moilanen e Vapaatalo, 1995).

Trés tipos principais de 6xido nitrico sintases (NOS), produtoras de NO,
foram caracterizadas (Knowles e Moncada, 1994; Forstermann et al,1991):
enzimas dependentes de calcio-calmodulina constitutivas nas células
endoteliais (NOSe) e neurdnios (NOSn), € uma enzima induzida que independe
de calcio (NOSi) nos macréfagos e em muitas outras células. Os tecidos
contendo isoformas constitutivas de NOS produzem pequenas quantidades de
NO rapida e transitoriamente em resposta a agonistas, tais como acetilcolina ou
BK (endotélio vascular), glutamato (cérebro) ou colageno (plaquetas). Varios
tipos de células, incluindo os macréfagos, condrécitos, neutréfilos, células
endoteliais, hepatocitos e células musculares lisas, tém sido relacionadas por
expressarem NOSi em resposta ao estimulo inflamatério. No entanto, &
necessario considerar que existem diferengas entre as espécies. Dependendo
dos tipos de células, endotoxinas e certas citocinas, tais como IL-1, TNF-a e
INF-y, induzem a expressdo de NOSi. Algumas outras citocinas, como, pdr
exemplo, as interleucinas 4, 8, 10 e 13, o fator de crescimento beta (TGF-p) e o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), séo inibidores da indugéo
de NOSi em certos tipos de células (Moncada, 1992; Nussler e Billiar, 1993,

Knowles e Moncada, 1994; Doyle et al., 1994).
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Meller et al. (1992) sugeriram que uma produgao sustentada de NO e a
subsequiente ativacdo da guanilato ciclase solivel na medula espinhal lombar
tomam parte na hiperalgesia térmica .no modelo de dor neuropatica produzida
por ligadura do nervo ciatico. Por outro lado, a L-N®-nitro arginina metil ester (L-
NAME), administrada por via intraperitoneal, produz antinocicep¢ao de longa
duragcédo que independe do sistema opidide em camundongos, provavelmente
por efeito direto no SNC (Moore ef al., 1991). Ainda, Xin-Quan e Zing-Zu (1993)
estudaram o envolvimento da produgédo de NO e a ativagdo da guanilato ciclase
solivel 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
liberacdo de glutamato (Sakurada et al., 1996).

Além dos mediadores descritos, as TKs também constituem um grupo
importante de substancias com carater pré-inflamatério. As TKs compreendem a
SP, a neurocinina A (NKA) e a neurocinina B (NKB), sendo peptideos cuja fonte
neuronal principal, em. territério somatico e visceral do sistema nervoso
periférico, sdo as té}minagées periféricas de neurdnios primarios aferentes
sensiveis 4 capsaicina. A sintese de TKs ocorre nos corpos celulares dos
neurdnios aferentes localizados no ganglio da raiz dofsal (GRD). Esses
elementos expressam o gene pré-prétaquicinina-A (PPT-A), produzindo SP,
NKA e outro peptideo relacionado a NKA. O gene pré-prétaquicinina B (PPT-B)
nao é expresso no GRD e, em conseqﬁéncia, a NKB esta ausente nos terminais

nervosos centrais ou periféricos destes aferentes primarios. A segunda principal
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fonte de TK neuronal sdo certos corpos celulares de neurdnios nos plexos
mioentérico e submucoso intestinais. Além dessas, outras fontes de SP sao
alguns neurdnios simpaticos e parassimpaticos que inervam as gléhdulas
salivares e as vias aéreas entre outras (Maggi et al., 1993; Piedimonte, 1995;
Sakurada et al., 1997).

Uma vez liberadas, as TKs vao exercer uma variedade de agéés
mediadas por um ou mais dos trés receptores cbnhecidos para esses peptideos,
denominados NK;, NK, e NKi; A distribuicdo desses receptores tem sido
investigada por técnicas farmacolégicas, autoradiografia com radioligantes e,
mais recentemente, pela investigacéo direta da expressdo de RNAm nos tecidos
(Maggi, 1995; Sai(urada et al., 1997).

Os receptores NK; participam das a¢des das TK, sendo a SP o seu mais
potente agonista natural, e estdo amplamente distribuidos no SNC e periférico
em varias espécies animais (Otsuka e Yoshioka, 1993). No sistema nervoso
periférico, o receptor NK; toma parte na vasodilatacao, no aumento da
permeabilidade vascular, na estimulagdo da secregdo salivar e de vias aéreas e
na contracéo de musculatura lisa (Maggi, 1995).

Os receptores NK, sdo definidos como mediadores das ag¢des das
taquicininas e de NKA, que é seu agonista natural mais potente. Estado
‘amplar.nente distribuidos no siétema nervoso periférico e especialmente na
musculatura lisa do trato respiratério, gastrointestinal e urinario (Maggi, 1995). A
presen¢a e o papel funcional de receptores NK; no SNC e na medula espinhal

tém sido muito debatidos, contudo estudos mostram que eles estao presentes
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no SNC, especialmente em alguns ntcleos taldmicos, nas laminas Hil e VI do
cértex frontal e no hipocampo (Hagan et al., 1993). |

O receptor NK; é definido como sendo responsavel pelas )agées
biolégicas das taquicininas, para as quais a NKB € mais potente agonista que a
NKA e a SP. Os receptores NK; sdo abundantemente expressos no SNC (cértex
cerebral., nucleo éolitério, nlcleo interpeduncular, habénula e area tegmental
ventral) e na medula espinhal (raiz dorsal) (Buell et al., 1992).

A estimulagdo de neurbnios aferentes de pequeno diametro produz
sintomas similares aqueles presentes durante a inflamagdo: vasodilatacao,
extravasamento de plasma, agregag¢ao de plaquetas e ativagdo dos mastécitos.
Tais observagdes levaram ao termo inflamagao neurogénica (IN), que sugere
um pépel modulatério do sistema nervoso periférico nas respostas inflamatoérias
(Jancso et al., 1967; Lembeck e Holzer, 1979; Dimitriadou ef al., 1992; Kowalski
e Kaiiner, 1988).

O tipo de fibras aferentes envolvido na inflamagéao neurogénica esta bem
definido: fibras C é, em menor grau, fibras A §, que séo excitadas.(e, em altas

- doses, destruidas) por capsaici_na, um ingrediente da pimenta. As fibras
sensiveis & capsaicina contém um numero de peptideos bioativos, como a SP, a
—__NKA e o CGRP. Estudos funcionais e com auxilio de radioligantes tém
estabelecido também para o CGRP que suas agdes biolégicas sdo mediadas

por receptores especificos (CGRP, e CGRP,, Dennis et al.,1990). Os receptores
CGRP tém sido encontrados na musculatura lisa e endotélio vasculares

(Wimalawansa e Maclintyre, 1988).
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Asma alérgica

A asma é uma doenca caracterizada pela inflamagédo cronica das vias
\aéreas, na qual participam paﬁicularmente mastocitos, eosinéfilos e linfocitos T.

Imediatamente apéds a inalagao do alergeno, os mastécitos sensibilizados
pela IgE sado ativados pelo acoplamento do antigeno aos receptores IGE da
superficie de sua membrana celular. A IgE esta fixada a membrana do mastécito
por um receptor de alta afinidade FCcERI. Apés a ativacdo dos mastdcitos, sédo
mobilizados os granulos de seu citoplasma que contém mediadores (pelo
menos 15 substancias) e citocinas (IL-3, IL-4, -IL-5, IL-6, TNF,). Mediadores
lipidicos (LTC,, D,s, E;, € PGD;) sdo também produzidos nos tecidos apés a
degranulagéo dos mastécitos pelo metabolismo do AA. O lavado
broncoalveolar, na fase precoce da asma, demonstra aumento das
concentragdes principalmente de triptase, histamina, LTC,, PGD, e PGF,,
potentes broncoconstritores, que determinam também aumento da
permeabilidade vascular, aumento da produgéo de muco e estimulagéo nervosa -
aferenté (Warner e Kroegel, 1994).

Outro evento importante no processo inflamatério das vias aéreas € a
adesdo de moléculas as células-endoteliais e leucécitos. 7No recrutamento de
leucécitos para o local da inflamagdo, varias moléculas de adesdo celular
(CAMs) e citocinas quimiotaticas participam ativamente (Manning et al., 1994).
As moléculas de adeséo estao divididas em trés familiaé: integrinas, selectinas -
e a superfamilia de imunoglobulinas (Kumar e Busse, 1995). No processo da

inflamacao, ocorre, iniciaimente, a vasodilatacdo de vénulas pés-capilares e
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mudangas no fluxo sanguiheo, resultando na marginalizagdo de leucécitos.
Essas células sdo capturadas pelas selectinas-L através de uma ligag¢ao fraca e
reversivel que permite o seu “rolamento” nas paredes dos vasos (Kroegel ef al.,
1994). As selectinas E e P das células endoteliais dos focos de inflamagao
servem como ligantes para selectinas-L especificas de leucécitos. As integrinas
VLA-4 (very late antigen 4), LFA-1 (leucocyte function associated antigen ) e
Mac-1 sao responsaveis por um aumento de afinidade e expressao de adesao
molecular na superficie dos leucécitos. Finalmente, um grupo de moléculas
expressas no endotélio vascular liga-se as f, integrinas da superficie dos
leucécitos, facilitando a adesividade intercelular ao endotélio microvascular
(Lamas et al, 1988; Wegner et al.,’ 1990). Incluem-se nesse grupo (da
superfamilia das imunoglobulinas) a ICAM-1, ICAM-2 e a molécula de adesao
de célula vascular-1 (VCAM-1).

Os leucécitos fixam-se a superficie endotelial, onde encontram altas
concentragbes de citocinas, agentes quimiotaxicos e mediadores lipidicos.
Esses produtos dos linfécitos e macréfagos difundem-se do foco inflamatério do
espacgo perivascular, ou mesmo das. células do préprio endotélio vascular, e
ativam os leucécitos. Baixas concentragoes de IL-8 (Huber et al, 1991),
produzidas pelo endotélio vascular e sécretadas nas regiées subendoteliais,
aumentam a adesdo leucocitaria e induzem sua migragdo. Outras substancias
quimiotaticas, como IL-2, IL-5, RANTES (regulated upon activation in normal T-
cells, expressed, and secreted) e PAF, favorecem a migracéo transendotelial

para o espago extravascular.
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Outra célula numericamente importante na inflamagéo inicial e tardia da
asma é o eosindfilo. Este também produz citocinas IL-3, IL-5 e fator estimulante
de colénias de granulécitos e de macréfagos (GM-CSF), as quais produzem
maior diferenciagdo eosinofilica, quimiotaxia e ativagdo, determinando uma
autoperpetuacao da infiltragao inflamatéria eosinofilica. Como os mastécitos, os
eosinodfilos secretam mediadores lipidicos PAF, LTs, PGs e TXs. Os linfécitos T
apresentam importante papel na inflamagéo, através da ativagéo de citocinas
responsaveis bela interacdo entre as células. As citocinas produzidas pelos
linfécitos T atuam transmitindo sinais para a regulacao da proliferagao celular e
diferenciagdo. Os linfocitos possuem vida longa e meméria imune e também
podem ser ativados por alergenos; sua importancia na doencga é sugerida pelo
aumento de linfécitos T CD4-positivos ativados encontrados no lavado

broncoalveolar e em biopsias bronquicas (Kumar e Busse, 1995).
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2 - OBJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

1 - Analisar, em camundongos, os possiveis efeitos antinociceptivos do
poligodial, sesquiterpeno obtido das cascas da D. winteri, administrado por via
sistémica, intratecal, intracerebroventricular ou intraplantar nos modelos de dor
induzida.pela injecao intraperitoneal de acido acético, caolim e zimosan, ou pela
injecao intraplantar de formalina e capsaicina.

2 - Analisar, no modelo de dor induzida pela formalina em camundongos,
os possiveis mecanismos envolvidos nas aéées antinociceptivas do poligodial,
empregando para tal agonistas e antagonistas especificos de varios receptores,
bem como inibidores enzimaticos de substancias que participam da génese da
dor.

3 - Analisar, no teste da placa quente, possivel efeito do poligodial na
hiperalgesia induzida pelo glutamato administrado por via intratecal em
camundongos.

4 - Analisar, em camundongos, os possiveis efeitos antiinflamatérios do
poligodial nos modelos de edema de pata induzidos por BK, por carragenina,
pbr dextrana, PLA,, PGE; e SP; nos edemas de orelha induzidos por AA, por
capséicina e 6leo de créton, e na pleurisia induzida por carragenina.

5 - Finalmente, analisaf os possiveis efeitos antialérgicos do poligodial
através de choque anafilatico induzido em camundongos sensibilizados pela

OVO e no edema alérgico causado pelo antigeno em ratos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados camundongos suigcos machos e fémeas (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 as 7 h) e com acesso a
agua e ragdo ad libitum. Os animais foram mantidos no laboratério para
adaptacdo por um periodo de pelo menos uma hora antes do inicio dos
experimentos. Os experimentos foram realizados geralmente entre 8 e 17 horas,
a temperatura ambiente de 20 + 3 °C, sendo que cada animal foi usado apenas
uma vez. Os camundongos fémeas foram utilizados exclusivamente nos
experimentos de pleurisia. Os experimentos desenvolvidos foram conduzidos de
acordo com orientagcdes para os cuidados com animais de laboratério e
consideragbes éticas para investigagbes de dor experimental em animais

conscientes (Zimmermann, 1983).

3.2 - Classificagao botanica da Drymis winteri

As cascas da Drymis winteri (Winteraceae) foram coletadas no municipio
de Bom Retiro-SC, e a classificagdo botanica da espécie foi realizada no
Departamento de Botanica da UFSC pela professora Leila da Graga Amaral. Um

exemplar da planta esta depositado e registrado sob o numero 26 313 no
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Herbario FLOR, do Horto Botanico da Universidade Federal de Santa Catarina,

em Florianépolis-SC (Figura 1).

‘3.3 - Analise quimica e preparacao do composto poligodial

O estudo fitoquimico para o isolamento e a caracterizagdo quimica do
poligodial, isolado das cascas da D. winteri, foi realizado no Laboratério de
Produtos Naturais, do Departamento de Quimica 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 rﬁaterial seco foi cortado
em pequenas .pegas e macerado com metanol comercial a temperatura
ambiente, durante dez dias. O extrato metanélico foi exaustivamente fracionado
com diclorometano e, depois da remogéo do solvente, a fragdo foi submetida a
cromatograﬁa. (Merck 60), resultando no isolamento do composto poligodial,
conforme descrito anteriormente (Cechinel Filho et al., 1998). O poligodial foi
identificado através de comparagdo direta com amostra auténtica e através de
dados espectroscopicos (ressonancia nuclear magnética de préton e
ressonancia nuclear magnética carbono-13). Uma porcdo 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 ef al, 1998). A
estrutura molecular do composto poligodial isolado das cascas da D. winteri

esta apresentada na Figura 2.
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CHO

CHO

Figura 2 - Estrutura molecular do composto poligodial isolado das cascas da

Drymis winteri.

3.4 - Analise farmacolégica
3.4.1- Atividade antinociceptiva
3.4.1.1 - Teste das contor¢gées abdominais em camundongos

Inicialmente, foi avaliada a atividade antinociceptiva do poligodial,
utilizando-se o teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético,
zimosan e caolim. As contor¢cdes abdominais sao caracterizadas por contracao
da musculatura abdominal, juntamente com a extensdao de uma das patas
posteriores, (Collier et al., 1968; Bentley ef al., 1981). O teste das contor¢des
abdominais, embora seja um modelo simples e pouco especifico, permite avaliar
a atividade antinociceptiva de varias substancias que atuam tanto em nivel
central quanto no periférico. Grupos distintos de animais foram tratados com
poligodial nas doses de 0,21 a 42,7 umol/kg (0,5 a 10 mg/kg), por via

intraperitoneal (i.p.), 30 min antes da injecdo de acido acético (0,6%), da
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suspénséo de zimosan (40 mg/kg) ou da suspensao de caolim (50 mg/kg ). Os
grupos-controle receberam o mesmo volume de veiculo (10 ml/kg, i.p.) utilizado
para diluir o composto. Apds as inje¢des dos irritantes, os camundongos foram
observados em pares, colocados individualmente sob funis de vidro invertidos,
quantificando-se cumulativamente o numero de contor¢ées abdominais durante
um periodo de 20 min, para o acido acético e caolim, e de 15 min, para o
zimosan. A atividade antinociceptiva foi determinada tomando-se como base a
inibicdo do numero das contor¢gbes abdominais dos animais tratados com o
poligodial i.p. em relagdo ao numero das contor¢gdes abdominais dos animais-

controle tratados com salina.

3.4.1.2 - Dor induzida pela formalina em camundongos
A A agao antinociceptiva do poligodial, bem como a duragao do seu efeito
também foram avaliadas através do teste da dor induzida pela injegao
intraplantar (i.pl.) de formalina. Esse teste permite avaliar dois tipos de dor: uma
de origem neurogénica, como resultado da estimulagao direta dos neurdnios
nociceptivos, observada nos primeiros 5 min apés a inje¢ao da formalina, e'
outra de origem inflamatéria, caracterizada pela liberagéo de mediadores
inflamatérios, observada entre 15 e 30 min apés a inje¢do de formalina e
representando a resposta ténica a dor. |
Os procedimentos foram realizados como descrito anteriormente
(Hunskaar et al., 1985, 1986; Murray et al., 1988; Corréa e Calixto, 1993). Nos

animais, foram injetados 20 pl de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido),
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preparada em uma solugdo tamponada com fosfato (PBS), na regido plantar da
pata posterior direita. Logo apés a inje¢do de formalina, os animais foram
colocados individualmente sob um funil de vidro invertido, com auxilio de um
espelho para permitir melhor observagéo. A seguir, foi cronometrado por um
periodo de 30 min o tempo em que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada com formalina, sendo esse periodo considerado como
indicativo de dor (Hunskaar e Hole, 1987). Os animais foram tratados com
poligodial pelas vias i.p. (12,8 - 128,2 umol/kg) (3 a 30 mg/kg), oral (21,3 - 427
umol/kg) (6 a 100 mg/kg), intracerebroventricular (i.c.v.) (10 - 300 nmol/sitio)
(2,3 a 70,2 pg/sitio), intratecal (i.t.) (30 - 300 nmol/sitio) (7 a 70,2 ug/sitio) e i.pl.
(30 - 300 nmol/sitio, em associagdo com a formalina) (7 a 70,2 ug/sitio). Para as
injecdes i.c.v. e i.t., os animais foram levemente anestesiados com éter e um
volume de 5 pl de veiculo, ou o veiculo contendo poligodial (10 - 300 nmol/sitio)
(2,3 a 70,2 pg/sitio) foi injetado diretamente dentro do ventriculo lateral
(coordenadas para a localizagdo em relagcédo ao bregma: 1 mm Iateral; 1 mm
rostral; -3 mm vertical), ou na medula espinhal (entre as vértebras L5 e L6),
respectivamente, com o auxilio de uma microsseringa conectada a um tubo de
polietileno, como descrito previamente (Hylden e Wilcox, 1980; Vaz et al.,1996;
Santos e Calixto, 1997). Os animais-controle receberam por vias i.c.v. e it. o
mesmo volume de veiculo e, 15 min depois, receberam a inje¢do i.pl. de
formalina na pata traseira direita. No final do tempo de observagéo, os animais
tratados com o composto poligodial foram sacrificados por deslocamento

cervical; as patas posteriores foram cortadas na jungao tibio-tarsal e pesadas
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em balanga analitica para quantificagdo do edema induzido pela formalina. A
diferenca entre o peso das patas direita e esquerda (em mg) foi considerada
como indice de edema. Um outro grupo de animais recebeu poligodial (42,7
umol/kg, i.p.) e foi estabelecido um perfil temporal para a agdo do composto,
sendo que o poligodial foi administrado 0,5, 1 e 2 horas antes da inje¢ao i.pl. de

formalina.

3.4.1.3 - Dor induzida pela capsaicina em camundongos

Este modelo, proposto por Sakurada et al. (1992), é importante para o .
estudo de compostos que atuam sobre a dor de origem neurogénica. A injegao
de capsaicina induz estimulagao direta dos neurdnios nociceptivos, causando a
liberacdao de varios neuropeptideos envolvidos na transmissdo dolorosa das
fibras C, em especial as TKs (SP, NKA e NKB) (Sakurada et al., 1992; 1993).
Este teste foi empregado visando evidenciar a possivel interagcdo 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 periodo de adaptagao de, no minimo, 20 min.
Posteriormente, cada animal recebeu 20 ul de solugdo de capsaicina (1,6
ug/pata), injetada na regido 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 al., 1992; 1993). A reagao a
dor induzida pela capsaicina foi observada durante 5 minutos. Os animais foram

tratados com o composto poligodial por via oral (21,3 - 427 umol/kg) (5 a 100
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mg/kg), i.p. (12,8 - 128,2 umol/kg) (3 a 30 mg/kg), i.c.v. (10 - 300 nmol/sitio) (2,3
a 70,2 ng/sitio), i.t. (30 - 300 nmol/sitio) (7 a 70,2 ng/sitio) ou i.pl. (30 - 300
nmol/sitio, em associagdo com a capsaicina) (7 a 70,2 png/sitio), conforme
técnicas descritas no teste de dor induzida pela formalina. O grupo-controle

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

3.4.1.4 - Teste da placa quente em camundongos

Os animais foram colocados dentro de um cilindro de acrilico, sobre a
superficie 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 perrrianeceram por um periodo
superior a 8 s na placa aquecida sem reagir ao estimulo térmico. O tempo
maximo de permanéncia dos animais no aparelho de placa quente foi de 30 s,
sendo esse tempo considerado como indice maximo de analgesia. Os animais
foram tratados com poligodial (42.7 pmol/kg, i.p.) ou com morfina (13,3 pmol/kg,
s.c., utilizada como controle positivo). O grupo-controle recebeu o mesmo

volume do veiculo (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 possivel 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 possivel efeito do
composto sobre a performance motora, independentemente de atuar em nivel
de sistema nervoso central ou periférico (Duham e Miya, 1957; Rosland et al.,
1990). Cada animal foi selecionado 24 horas antes dos experimentos, sendo
eliminados aqueles que nao permaneceram sobre o aparelho por pelo menos
dois periodos consecutivos de 60 s cada, conforme descrito por Duham e Miya
(1957). O aparelho denominado rofa-rod, é constituido de uma barra de 2,5 cm
de diametro, 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 umol/kg, i.p.) ou com o veiculo usado para diluir o composto. A
seguir, foram analisados no aparelho rota-rod (Ugo Basile, model-DS 37) por
um periodo de 60 s, em varios intervalos de tempo (15, 30 e 60 min) apds o

tratamento com o composto ou com o veiculo.

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 inje¢do i.t. de glutamato. Para tanto, foi
utilizado o aparelho da placa quente, aquecido & temperatura de 50 + 1 °C. Os
animais receberam uma injegdo i.t. de glutamato (100 nmol/sitio) e foram

observados na placa quente 5, 15, 30 e 60 min apés a injegcao (Aanonsen e
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Wilcox, 1987; Beirith et al., 1998). Os animais foram tratados com o veiculo
(solugdo salina 0,9%) ou com poligodial (42,7 e 128,2 umoi/kg, i.p.) 30 min
antes da injecdo i.t. de glutamato. A medida da atividade anti-hiperalgésica foi
baseada no aumento do tempo (s) de permanéncia dos animais na placa quente
apos o tratamento com o composto. O tempo de permanéncia dos animais na
placa quente foi convertido em dados percentuais, sendo utilizada a férmula TF
(tempo final) - Tl (tempo inicial) / 30 - Tl (tempo inicial) = efeito maximo (%)

(adaptada de Aanonsen e Wilcox, 1987).

3.4.2 - Estudo em camundongos do mecanismo de ag¢do analgésica do
poligodial

-3.4.2.1 - Influéncia do pré-tratamento com naioxona

Com o objetivo de avaliar a participagédo do sistema opidide sobre o efeito
antinociceptivo do poligodial, os animais foram pré-tratados com antagonista
opidide nao-seletivo, naioxona (13,7 umol/kg, i.p.) (5 mg/kg) 15 min antes da
administracdo do composto (42,7 umol/kg, i.p.) (10 mg/kg), da injecdo de
morfina (13,3 pmol/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 administragido do poligodial, da morfina ou do veiculo, os animais foram
analisados no teste da formalina. Os grupos-controle foram tratados com
poligodial (42,7 umol/kg, i.p.), morfina, ou com o veiculo utilizado para diluir o

composto ou a morfina, 30 min antes da inje¢do de formalina.



39

3.4.2.2 - Influéncia do pré-tratamento com ioimbina e prazosin

Com o objetivo de avaliar a participagao dos alfa-adrenoceptores na agao
antinociceptiva induzida pelo poligodial, os animais foram pré-tratados com os
antagonistas de adrenoceptores o4 (prazosin; 0,35 umol/kg, i.p.) (0,15 mg/kg),
ou «; (ioimbina; 0,38 umol/kg, i.p.) (0,15 mg/kg) (Uhlén et al., 1990; Tasker et
al., 1992). Decorridos 15 min, os animais receberam poligodial (42,7 umol/kg,
i.p.), ou os agonistas dos adrenoceptores a4 (fenilefrina; 49,1 umol/kg, i.p.) (10
mg/kg), a2 (clonidina; 3,7 umol/kg, i.p.) (0,1 mg/kg) ou salina (10 mg/kg, i.p.).
Trinta minutos apds a administracdo do composto e/ou drogas padrao, o efeito
dos tratamentos foi avaliado em relagao a ambas as fases da dor induzida pela
injecdo de formalina em camundongos. Os grupos-controle receberam somente
o composto poligodial, os agonistas adrenérgicos ou, ainda, o veiculo usado

para diluir o composto e as drogas 30 min antes da inje¢cao de formalina.

3.4.2.3 - Influéncia do pré-tratamento com L-arginina

Para a avaliagao de um possivel envolvimento da via do 6xido nitrico no
efeito antinociceptivo causado pelo poligodial, os animais receberam o
precursor do o6xido nitrico, L-arginina (3,5 mmol/kg, i.p.) (600 mg/kg) e,
decorridos 15 min, foram tratados com poligodial (42,7 pumol/kg, i.p.), com o
inibidor da enzima Oxido nitrico sintase N"-nitro-L-arginina (L-NOARG, 342
umol/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

relacao a afnbas as fases da dor induzida pela injecdo de formalina. Os
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animais-controle foram tratados com poligodial, L-NOARG ou com o veiculo (10

mi/kg, i.p.) 30 min antes da inje¢do da formalina.

3.4.2.4 - Influéncia do pré-tratamento com faclofen e bicuculina

Para verificar a participagdo do sistema GABAérgico no efeito
antinociceptivo produzido pelo poligodial, os animais foram pré-tratados com
bicuculina (1,9 umol/kg, i.p.) (1 mg/kg) (antagonista seletivo de receptores
GABA,), faclofen (40 pmol/kg, i.p.) (10 mg/kg) (antagonista seletivo de
- receptores  GABAg), (Shafizadeh et al,1997), ambos 15 min antes da
administragdo de poligodial (42,7 umol/kg, i.p.), muscimol (8,7 umol/kg, i.p.) (1
mg/kg) (agonista seletivo de receptores GABA,), ou baclofen (4,6 umol/kg, i.p.)
(1 mg/kg) (agonista seletivo de receptores GABAg,) (Rahman et al., 1995) ou
salina (10 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 min dos tratamentos, os animais foram
analisados em relagdo a ambas as fases da dor induzida pela formalina. Os
grupos-controle receberam somente poligodial (42,7 pmol/kg, i.p.), os agonistas
GABAérgicos (muscimol 8,7 umol/kg, i.p. ou baclofen 4,6 umol/kg, i.p.), ou

salina, 30 minutos antes da injecéo intraplantar de formalina.

3.4.2.5 - Influéncia do pré-tratamento com PCPA

Considerando a possibilidade de que o sistema serotoninérgico possa
participar da agdo antinociceptiva do poligodial, outro grupo de animais foi pré-
tratado com p-clorofenilalanina (PCPA), um inibidor da sintese de 5-HT, uma

vez ao dia (399,8 umol/kg, i.p.) (100 mg/kg), durante quatro dias consecutivos



41

(Taber e Latranyi, 1981; Vaz et al., 1996; Beirith et al, 1998). Transcorridos
trinta minutos apés o ultimo tratamento com PCPA, os animais receberam
poligodial (42,7 umol/kg, i.p.), morfina (13,3 umol/kg, s.c.) ou somente o veiculo
usado para diluir as substancias. Depois de 30 min, os animais foram
analisédos em relagdo a ambas as fases da dor induzida pela formalina. Os
animais-controle receberam somente poligodial, morfina ou veiculo 30 min antes

da injecao da formalina.

3.4.2.6 - Influéncia 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 proteina Gi/Go, através da ribosilacao do ATP da proteina
Gi/G, (Sanchez-Blasquez & Garzén, 1991; Hernandez et al.,1995; Beirith ef al.,
1998). Para investigar a possivel participagdo da proteina Gi/G, (sensivel a
toxina pertussis) na agdo antinociceptiva do poligodial, os animais foram pré-
tratados com toxina pertussis (1 pg/sitio, i.c.v.) sete dias antes da administragado
de poligodial (42,7 umol/kg, i.p;) ou morfina (13,3 umol/kg, s.c.), usada como
controle positivo, ou salina (10 mg/kg, i.p.). Outro grupo de animais foi pré-
tratado com salina (NaCl 0,9%, 5 pl/sitio, i.c.v.) e, sete dias depois, recebeu
poligodial (42,7 umol/kg, i.p.), morfina (13,3 umol/kg, s.c.) ou o veiculo 30 min
antes da injecao 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 - Influéncia do pré-tratamento com glibenclamida

Para investigar o possivel papel dos canais de potassio sensiveis ao ATP
(Katp) sobre o efeito antinociceptivo produzido pelo poligodial, os animais foram
pré-tratados com gllibenclamida (81 nmol/sitio, i.c.v.) (40 pug/sitio), um
bloqueador de canal de Karr e, depois de 15 min, receberam poligodial (42,7
umol/kg, i.p.), morfina (13,3 umol/kg, s.c.) ou salina (10 mi/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 administragdo de poligodial, morfina ou salina; 30 min depois,
esses receberam a injecdo i.pl. de formalina, sendo também analisados

conforme descrito acima.

3.4.2.8 - Efeito da adrenalectomia

Com a finalidade de verificar uma possivel participagdo dos
glicocorticoides endégenos na agdo antinociceptiva causada pelo poligodial, os
animais foram submetidos a adrenalectomia bilateral (Flower, et al, 1986).
Através de incisdo dorsal, sob anestesia com tribromoetanol (2,5%), os animais
tiveram retiradas ambas as glandulas adrenais. Apés a cirurgia, os animais
retornaram para o biotério, com livre acesso a agua e ragao, sendo a agua
substituida por solugéo de salina (a fim de manter as concentragée.s fisiologicas
plasmaticas de sédio). Decorridos sete dias da cirurgia, os animais receberam
poligodial (42,7 umol/kg, i.p.) ou somente o veiculo (10 mi/kg, i.p.). Apds 30 min

do tratamento, foram analisados em relagdo a ambas as fases da dor induzida
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pela formalina. Os animais-controle foram submetidos ao mesmo procedimento
cirargico, sem que fossem retiradas as adrenais (falso-operados); depois de
sete dias, foram submetidos a0 mesmo protocolo dos animais operados. Os
animais falso-operados receberam Aagua normal durante o periodo de

recuperagao da cirurgia.

3.4.2.9 - Desenvolvimento de tolerancia cruzada entre morfina e poligodial

Tem sido demonstrado que o tratamento crénico com a morfina pode
induzir tolerancia no teste da formalina. Com base nesse modelo, verificou-se a
possibilidade de desenvolvimento de tolerdncia 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 umol/kg, s.c.), ou com salina (10 mi/kg),
durante sete dias antes da realizagdo do teste de dor induzido pela formalina.
Os animais receberam uma injecao diaria administrada por via s.c. as 9h,
durante seis dias, e uma ultima injecdo no sétimo dia, as 8h, com morfina ou-
com veiculo. Ap6s 30 min da ultima inje¢ao de morfina, o composto poligodial foi
administrado (42,7 pmol/kg, i.p.) em camundongos tolerantes e ndo tolerantes
ao opidide, e os efeitos antinociceptivos foram avaliados 30 min depois no teste
da formalina. A tolerancia cruzada foi definida como uma significativa redugéo
nos efeitos antinociceptivos da morfina e do poligodial em camundongos
tolerantes a morfina e em relagdo a ambas as fases da dor induzida pela

formalina (Connel et al., 1994) .
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3.4.3 - Atividade antiinflamatoria
3.4.3.1 - Edema de pata em camundongos

Para a indugédo do edema, os animais foram ligeiramente anestesiados
com éter e receberam, por via i.pl. e na pata direita, 50 ul de PBS, contendo BK
(3 nmol/pata), carragenina (300 ng/pata), dextrana (100 ng/pata), PLA,, (6
U/pata), PGE; (30 nmol/pata) ou SP (20 nmol/pata). A pata esquerda recebeu o
mesmo volume (50 pl) de PBS e foi utilizada como controle. O aumento do
volume da pata foi medido (exceto para a PLA;) pletismometricamente
(Pletismometro, Ugo Basile, Italia) em varios intervalos de tempo (10, 20, 30, 60
e 120 min apds a injecdao de BK; 30, 60, 120 e 240 min apés as injecdes de
carragenina, dextrana e PGE,; 15, 30, 45, 60, 120 e 180 min ap0ds a inje¢éo de
SP). A diferencga entre os volumes das patas direita e esquerda foi quantificada
(em pl) e tomada como indice de edema. O aumento do volume das patas
_ induzido por PLA; foi medido no pico do edema (30 min apds a inje¢édo de
PLA;), considerando-se a diferenca entre o seu peso (mg) com indice de
edema. No experimento em que se utilizou a BK, os animais foram pré-tratados
com o inibidor da cininase I, o captopril (5 mg/kg, 1 h, s.c.), a fim de prevenir a
degradacao do peptideo (Corréa e Calixto, 1993). Os animais foram tratados
com poligodial (12,8 - 128,1 umol/kg, i.p.) 30 minutos antes das injecées dos

indutores de edema.
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3.4.3.2 - Edema de orelha em camundongos

Para estudar a atividade antiedematogénica do composto poligodial, foi
utilizado 0 modelo do edema de orelha em camundongos. O edema foi induzido
pela aplicacao topica de 20 ul de cada uma das seguintes substancias irritantes:
capsaicina (250 pg/orelha), éleo de créton (1 mg/orelha) ou AA (2 mg/orelha).
Todos os agentes flogisticos foram dissolvidos em acetona. As substancias
foram aplicadas diretamente nas superficies interna e externa da orelha direita
(20 pl). A orelha esquerda recebeu o mesmo volume de acetona e foi usada
como controle. No periodo apropriado de tempo (30 min para a capsaicina; 6
horas para o 6leo de créton; 1 hora para o AA), os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, sendo removido um disco de 6 mm de didametro de
cada orelha com o auxilio de um aparelho metalico. A resposta edematogénica
foi avaliada através da diferengca de peso (em mg) entre a orelha direita e a
orelha esquerda (Calixto e Medeiros, 1991; Neves et al., 1993). O poligodial foi

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

3.4.3.3 - Modelo da pleurisia em camundongos

Vinte e quatro horas antes dos experimentos, cada animal foi tratado com
solugdo de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 ml, i.v.) para posterior determinagéo
indireta do grau de exsudagdo na cavidade pleural (Henriques et al.,1990;
Henriques, 1993; Saleh et al., 1996). No dia da indugéo da pleurisia, os animais
foram levemente anestesiados com éter etilico e 0,1 ml de solugéo fisioldgica

estéril (salina 0,9%) ou de carragenina (1%, diluida em salina), injetados na
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cavidade pleural direita através do espaco intercostal. De acordo com o
protocolo experimental, apés a administragdo do agente flogistico, os animais
foram sacrificados em diferentes intervalos de tempo com uma overdose de éter
etilico. A seguir, os animais foram fixados em mesa cirtrgica, em declive de 45°,
sendo feita uma incisdo transversal na pele e no.s musculos abdominais. Em
seguida, o apéndice xifoide foi pingado e, através de duas incisées paralelas ao
longo do esterno, os pulmdes 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 liquido na cavidade pleural foi
coletado com o auxilio de pipetas automaticas. Apdés a lavagem da cavidade
pleural com solugéo salina tamponada e heparinizada, uma aliquota (500 ul) do
volume recolhido foi separada para determinacdo dos niveis de azul de Evans
(exsudato). Os niveis de azul de Evans foram determinados por
espectrofotometria (Hitachi, U-2001), por leitura de densidade ética, em
comprimento de onda de 600 nm. Para tal, curvas-padrdao com concentragdes
previamente conhecidas do corante também tiveram suas densidades oticas
determinadas, permitindo a quantificagdo dos valores experimentais em pg/mi
com auxilio da equagéo da reta.

No dia dos éxperimentos, uma aliquota do lavado foi reservada para a
contagem fotal celular. A leitura do numero total de células foi feita com o auxilio
de um contador de células (Coulter F-980). Outra aliquota (100 a 150 pl) do
volume coletado foi destinada a realizacdo de esfregacos celulares. Apds a

preparagdo dos esfregagos, que foram feitos com o auxilio de centrifuga
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(Cytospin 3, Shandon), esses foram corados pelo método de May-Grunwald-
Giemsa, sendo a contagem diferencial celular (neutréfilos, eosindfilos e
mononucleares) feita em microscopia 6tica comum com auxilio de objetiva de
imersdo (aumento de oitocentas vezes), contando-se cem células por lamina.
Os animais foram tratados com poligodial (12,8 - 128,1 umol/kg, i.p.) ou salina
(10 ml/kg) 30 min antes da inducgéo da pleurisia induzida pela carragenina, e os

parametros inflamatérios foram analisados 4 h apoés.

3.4.4 - Atividade antialérgica
3.4.4.1 - Choque anafilatico em camundongos

Visando analisar a possivel atividade antialérgica do poligodial,
camundongos foram ativamente sensibilizados através de injecdo subcutanea
de 0,2 ml de salina (0,9%), contendo 20 ug de OVO dispersa em 1 mg de
hidroxido de aluminio (Amorim et al.,1993; Tratsk et al., 1998). Decorridos 14
dias, os animais receberam uma nova injecdo de OVO em salina, sem hidréxido
de aluminio . Passados mais sete dias, os animais foram tratados com poligodial
42,7 umol/kg, i.p., ou com solugdo salina 1, 3, 6, 12, 24 e 48 h antes da inje¢éo
de OVO (500 ug/kg, i.v.). Para efeito de comparagao, outro grupo de animais foi
tratado com dexametasona (2 mg/kg, s.c.) 6, 12, 24 e 48 h antes da inje¢do de
OVO. A morte dos animais decorrente da injecdo endovenosa de OVO foi
definida pela cessagcdo dos movimentos respiratérios. O nimero de animais
sobreviventes em cada grupo foi quantificado num periodo de 60 min apés a

inje¢ao do antigeno.
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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 injecao subcutdnea de 50 ug de OVO
dispersa em 5 mg de hidroxido de aluminio (Al(OH)s), dissolvido em 0,1 ml de
solucao salina (Amorim et al.,1993). Apés 14 dias, o edema foi induzido pela
injegdo de 6 pg 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 umoi/kg, i.p.) 30 min antes. O
edema foi medido com o uso de um pletismémetro (Ugo Basile) nos tempos de
30, 60, 120 e 240 minutos apds a injecdo de OVO, sendo expresso como a

diferenca (em ml) entre ambas as patas.

3.5 - Drogas e solugoes

Os experimentos realizados utilizaram as seguintes drogas e solugdes:
formalina, hidrocloreto de clonidina, hidrocloreto de fenilefrina, hidrocioreto de
ioimbina, hidrocloreto de morfina, indometacina, L-arginina, N“-nitro-L-arginina,
toxina pertussis, 2,2,2-tribromoetanol, bradicinina, prostaglandina E,, substancia
P, carragenina lambda (grau V), caolim, zimosan A, dextrana, 6leo de créton,
acido araquidonico, fosfolipase A, bicuculina, dexametasona, glutamato,
ovoalbumina, hidrocloreto de p-clorofenilalanina-metil-ester, azul de Evans
(Sigma Chemical CO., St Luis, MO, EUA), capsaicina (Calbiochem, San Diego,
California, EUA), hidrocloreto de prazosin (Pfizer, Nova lorque, EUA),

hidrocioreto de naloxona (Dupont, Garden City, EUA), glibenclamida, baclofen,
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faclofen (Research Biochemicals International, Natick, MA, USA), PBS, acido
acético glacial (Merck, Brasil), muscimol (Tocris, Baiwin, USA), solugao salina
(0,9%) de diferentes fontes comerciais e hidréxido de aluminio (Vetec). A
maioria das drogas foram dissolvidas em salina (NaCl 0,9%). As solugdes-
estoque de BK, prostaglandina E, e substancia P foram preparadas em PBS (1 -
10 mM) em tubos siliconizados, mantidos a -18 ‘5C, e diluidas na concentracao
desejada no dia dos experimentos. A dexametasona foi diluida em 5% de
etanol, e a capsaicina foi diluida em etanol absoluto. A capsaicina (para teste no
edema de orelha) foi diluida em acetona. O poligodial foi isolado das cascas da
D. winteri pelo Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina, Brasil, como descrito previamente (El Sayah ef al,1998; Cechinel
Filho et al.,1998). O grau de pureza da substancia obtida foi igual a 98%. O
poligodial foi dissolvido em tween 80 ou etanol absoluto, sendo que suas
concentracdes finais ndo excederam a 5%, de modo a n3o influenciar os efeitos

causados pelo composto.

3.6 - Analise estatistica

Os resultadbs foram apresentados como a média + erro padréo da media,
exceto as Dlss (doses do composto que reduziram a resposta para 50% em
relacdo ao grupo-controle), que sdo apresentadas como as médias geométricas
acompanhadas de seus respectiVos limites de confiangca em nivel de 95%
(Fleming et al.,1972). As analises estatisticas dos resultados foram realizada;

por meio de analise de variancia seguida pelos testes posf-hoc de Dunnet,
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Newman Keuls ou Tukey-Kramer. O teste de qui-quadrado foi usado para
comparacgéo da taxa de sobrevivéncia ap6s a administragdo de ovoalbumina,
em animais previamente sensibilizados. Valores de P < 0,05 ou menos foram
considerados como indicativos de significancia. As Dlsss foram estimadas a
partir de experimentos individuais por interpolagdo grafica em papel

semilogaritmico.
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4 - RESULTADOS
4.1 - Efeito do poligodial no teste das contor¢cées abdominais

Os resultados apresentados na Figura 3 demonstram que o poligodial
(021 a 42,7 pumol/kg, i.p.) (1 a 10 mg/kg), administrado 30 minutos antes,
produziu inibigao significativa e de forma dose-dependente das contorgdes
abdominais induzidas pelas injecdes de acido acético, zimosan ou caolim. Os
valores médios calculados para as Dls;s € seus respectivos |irﬁites de confianga
foram de 0,6 (0,5 -1,0), 1,7 (1,1 - 2,6) e 2,1 (1,5 - 2,8) umol/kg, com inibigbes
maximas (média + EPM) de 90,0 £ 3,0, 97,0 + 2,0 e 98,0 + 1,0%, ve’m relagcdo ao

acido acético, zimosan e caolim, respectivamente.

4.2 - Dor induzida pelé formalina

Os resultados iniciais apreséntados neste modelo, primeiramente,
estabelecem um perfil temporal para o efeito do poligodial na dose de 42,7
umol/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 maxima do poligodial ocorreu quando o composto foi
adrﬁinistrado 0,5e 1 h antes da injegéo plantar de formalina, mostrando-se
reduzida em 2 horas (Figura 4 A e B). Por outro lado, o poligodial (12,8 - 128,2
umol/kg, i.p.) ndo foi capaz de inibir o edema de pata associado a segunda fase

da dor desse modelo, medido 30 min apds a inje¢do de formalina (Figura 4 C).



52

"10'0 < dys ‘BJ0NU0D-s0dNIB SOp ajusWIEAlRIIUBIS
219Jig 'Nd3J SO ‘sleslansuel) Selleq SeB 9 ‘SleWlue zap B 0}i0 9p eipsw e ejussaidas ojuod eped ‘Ssjuelllt seppuesqns
sep |eauojuadesul oeds(ul ep siodap (UBSOWIZ) UIW G| NO (WIOBD © 021}9%E OpIoR) UIW Oz Solidwid so sjueinp opipsw 10}
$80510]U02 8p |B}0} oiawnu O ‘sobuopunwed wa (H) uesowiz no (g) wioed ‘(y) oonade opioe ap oedslul ejad sepiznpul sieuiwopge

s80510Ju00 se a1qos (sajue uiw g “di ‘Byownd gy - Fm_ov. jelpobijod wod jeauojuadeljul ojusweles} op oya}3 ‘€ YHNOIL

(d' (d' | (s
By/jowr) [gipodijog ‘3y/jomtl) e1podijog Syy/jowl) [e1poBijog
oo ¢ v 9 or ¢ P9 of s 1 §0 O
L i 1 1 ]
IQ lc
» Ic
* ¥ LE) W
8
* ¥ 4]
* ¥ m
*¥ * e
[¢))
-0l -01 g7 ©
=
S
a
[=1]
¢ : ¢ *
2 0T g4 -0t Los




53

100> d « @600 v.& » ‘9]0Jju02-sodnib sop sjuswennedyiubis alsjq ‘Nd3
SO SIEDILIBA Selleq Se o s|elliue 0}10 B SIas ap elpaw e ejussaldal eunjod epe) (D) eulewlo} ap Jejuejdesul oedalur ejad opiznpui
ejed ap ewapa ou ‘sajue ulw og opelsiuiwpe [eipobijod op o393 eulewsoy ep oedalul e sode uiw OE 8 G| 9us asey epunbas eu
3 UlW G 8 O aJjud asey esdwiLd BU OPIPaW 10} 10p B okdeal ap |ejo} odwa) O "euljewloy ap Jejuejdesjur oedslul ejad epiznpul Jop ep

ase} (g) epunbas e o (y) esswud e oedejas wa (d'1 ‘By/jowr ;'Z¢) [eipobijod op oandasioounue o)aje op [e1odws} I4ed ¥ VNI

(-d'1 “8y/jowiti) eIpo31I0g “

8I1 LT 871 5 () oyudween o sode oduwiag, (y) oyuaweyey o sode odway,
0 07 01 S0 0 0 07 o1 S0 0 o
2]
= m
g - " st 3
| == o
* % 001 . = e
. — 1 . o
i —— am I._,I # -0$ m.
. ®= o
J L
oot g Looz v Lg,



54

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
pmol/kg) (3 a 100 mg/kg), 30 min antes do teste, respectivamente, causou
inibigdo 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 formalina. Quando
administrado por via intraperitoneal, as médias dos valores das Dlsq para ambas
as fases da dor foram: 32,0 (28,0 - 36,0) e 28,0 (27,0 - 29,'0) umol/kg, com
inibicbes maximas (%) de 62,0 £ 2,0 e 82,0 + 4,0. Para a via oral, as médias
dos valores das Dlsy para ambas as fases da dor foram 58,0 (45,0 - 75,0) e
234,0 (199,0 - 276,0) umol/kg, e as inibigdes maximas 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 injegdes i.c.v. e i.t. de poligodial (10 a 300 nmol/sitio) (2,3 a 70,2
pg/sitio) produziram inibicado de forma dose—dependente de ambas as fases da
dor induzida pela fqrmalina (Figura 6). Com base nas Dlss, o poligodial foi 7 a
150 vezes menos potente que a morfina (Tabela 1). Os valores médios
calculados para as Dlsgs do poligodial, para a primeira fase, foram: 50,0 (36,0-
68,0) e 88,0 (83,0-94,0) nmbl/sitio, e inibicdes maximas (%) 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/sitio,
e inibigbes maximas 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 formalina. A injecao intraplantar de poligodial (30 - 300
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Tabela 1- Comparagao entre os valores médios das Dlss para as agdes antinociceptivas

do poligodial, morfina, aspirina e dipirona no teste da formalina em camundongos.

Drogas

Formalina

Primeira fase

Segunda fase

Dlso

Diso

Poligodial
Intraperitoneal (umol/kg)
Oral (umol/kg)
Subplantar (nmol/pata)
l.c.v. (nmol/sitio)

Intratecal (nmol/sitio)

Morfina®

Subcutanea (umol/kg)
l.c.v. (nmol/sitio)

Intratecal (nmol/sitio)

Aspirina®
Intraperitoneal (umol/kg)
Oral (umol/kg)

Dipirona®
Intraperitoneal (umol/kg)
l.c.v. (umol/sitio)

Intratecal (umol/sitio)

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)

37(24-54)
42 (3,5-5,0)
24(1,8-5)0)

>1110,0
>3330,6

154,5 (99,9 - 238,8)

0,4(0,3-0,7)
1,3(09-1,8)

28,0 (27,0 - 29,0)
2346 (199,0 - 276,6)
93,0 (90,0 - 95,0)
28,1 (21,5 - 36,9)
154,0 (102,0 - 233,0)

4,7 (3,3-7,0)
4,1(3,1-5,0)
1,0(04-26)

1565,0 (1348,0 - 1820,0)
- 1565,0 (1348,0 - 1820,0)

263,7 (234,3 - 296,9)
0,4(0,3-0,5)
0,9 (0,6 - 1,4)

®Dados de Vaz et al. (1996).

®Dados de Beirith et al. (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 pmoi/kg, i.p.) analisados em relacdo a
primeira (A) e a segunda fase (B) da dor induzida pela injecdo intraplantar de
formalina. O tempo total de reagéo a dor foi medido na primeira fase entre 0 € 5 min e
na segunda fase entre 15 e 30 min apds a injecdo 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/sitio), analisados em relagdo a primeira (painel superior) € a segunda fase (painel
inferior) da dor induzida pela injegdo intraplantar de formalina. O tempo total de reacgéo
a dor foi medido na primeira fase entre 0 € 5 min e na segunda fase entre 15 e 30 min
apos a inje¢do 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.
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nmol/sitio) (7 a 70,2ug/sitio) produzid inibicdo de fofma dose-dependente de
ambas as fases da resposta induzida pela formalina (Figura 6). Os valores das
Dlsgs foram, para a primeira fase, ~ 100,0 nmol/sitio, e inibigado maxima (%) de
47,0 + 8,0; para a segunda fase, de 93,0 (90,0 -95,0) nmol/sitio, com inibicao

maxima 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 umol/kg) (0,5 a 30 mg/kg) 30 min éntes do
teste causou inibicado significativa e de forrha dose-dependente da dor induzida
pela c}apsaicivna. Os valores médios das Dlsss e as inibigdes maximas para
esses efeitos foram: 3,9 (3,6 - 4,0) e 56,9 (49,0 - 66,0) umol/kg, 54,0 i 3,0% e
95,0 + 1,0%, respectivamente.

As injegbes i.c.v. e i.t. de poligodial (10 a 300 nmol/sitio) (2,3 a 70,2
ug/sitio) produziram inibigép de forma dose-dependente dé dor induzida pela
capsaicina (Figura 7 C e D). Entretanto, considerando os valores das Dlss para
o poligodial, esse foi menos potente que a mbrﬁna (Tabela 2). Os valores
médios das Dlgs calculadas (nmol/sitio) foram 32,0 (17,0 - 58,0) e 16,9 (10,6 -
27,0) para o poligodial administrado pelas referidas vias. A inje¢ao intraplantar
de poligodial (100 - 500 nmol/sitio) produziu inibigéo de forma dose-dependente
da resposta dolorosa induzida pela capsaicina (Figura 7 E). O valor médio da
Dlsy calculada (nmol/sitio) para o poligodial foi de 316,0 (292,0 - 341,0), e a

inibicdo maxima foi de 57,0 + 6,0%.
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Tabela 2- Comparagdao entre os valores médios das Dlss para as agdes

antinociceptivas do poligodial, morfina e dipirona no teste da capsaicina em

camundongos.
Drogas ' Dlsg
Poligodial
Intraperitoneal (umol/kg) 3,9(3,6-4,0)
Oral (umol/kg) 56,9 (49,0 - 66,0)
Subplantar (nmol/pata) 316,0 (292,0 - 341,0)
l.c.v. (nmol/sitio) | 32,0(17,0-58,0)
Intratecal (nmol/sitio) 16,9 (10,6 - 27,0)
Morfina®
Subcutanea (umol/kg) , 26(2,0-34)
Dipirona®
Intraperitoneal (umol/kg) 207,6 (179,5 - 240,0)
i.c.v. (umol/sitio) 0,14 (0,11-0,19)
Intratecal (umol/sitio) 0,4(0,3-0,6)

®Dados de Vaz et al.,(1996). "Dados de Beirith et al.,(1998).
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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 umol/kg, i.p. 30 min) ndo causou mudan¢as significativas
no tempo de laténcia da resposta dos animais no teste da placa quente. J4, o
tratamento dos animais com morfina (13.3 pmol/kg, s.c.) (56 mg/kg) 30 min antes

causou potente efeito analgésico neste teste.

4.5 - Efeito do poligodial na perforrhance motora (rota-rod)

Conforme os resultados mostrados na Tabela 4, o tratamento de
camundongos com poligodial (42,7 umol/kg, i.p. 30 min) ndo causou nenhum
efeito significativo sobre o desempenho ou sobre o tempb de permanéncia 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 umol/kg), administrado pela via intraperitoneal
30 min antes, ndo afetou a hiperalgesia induzida pela administragdo 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, ndo foram

diferentes daquelas em presenca 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 relagdo a dor induzida pela injeg:_éo intraplantar de capsaicina. O tempo total de
reacdo a dor foi medido durante 5 min apés a inje¢cdo de capsaicina. Cada ponto
representa a média de seis a oito animais e as barras verticais ds 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 pmol/kg, i.p.) no

teste da placa quente em camundongos.

Drogas Dose Laténcia
(nmol/kg) Placa quente
Controle ‘ 0 6,6+0,6
Morfina | 13,3 240+15"
Poligodial 427 9.7+0,9

Cada grupo representa a média + EPM de seis a dez animais. Difere significativamente do

valor-controle. (Analise de Variancia) ~ P < 0,01.

Tabela 4 - Efeito do tratamento com poligodial (42,7 pmol/kg, i.p.) em relagdo a

performance motora dos camundongos no teste do rota rod.

Tratamento Dose Performance no rota rod (s)
(nmol/kg) Tempo apéds o tratamento (min)
v 15 30 60
Controle 0 54,8 +5,1 525 +7,5 60,0 £0,0
Poligodial 42,7 60,0 £0,0 60,0 £0,0 546 +3,3

Cada grupo representa a média + EPM de oito animais.
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Figura 8. Efeito do tratarhento com poligodial (42,7 ou 128,1 umol/kg,) administrado por
via intraperitoneal na hiperalgesia induzida pela injegdo 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.
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4.7- Mecanismo de agido analgésica do poligodial
4.7.1 - Influéncia do pré-tratamento com naloxona

Os resultados apresentados na Figura 9, demonstram que o pré-
tratamento dos animais com naloxona (13,7 pmol/kg, ip.) (5 mg/kg), um
antagonista opidide nao-seletivo, causou reversédo quase que completa da
resposta antinociceptiva induzida pela morfina (13,3 pmol/kg, s.c.) e pelo
poligodial (42,7 umol/kg, i.p.), quando analisado no modelo da dor induzido pela

formalina.

4.7.2 - Influéncia do pré-tratamento com ioimbina e prazosin

Conforme ilustrado na Figura 10, o pré-tratamento dos animais com os
antagonistas dos adrenoceptores o ( prazosin, 0,35 umol/kg, i.p.) (0,15 mg/kg)e
a2 (ioimbina, 0,38 umol/kg, i.p.) (0,15 mg/kg) causou reversdo da atividade
antinociceptiva induzida pelo agonista seletivo o4 (fenilefrina, 49,1 umol/kg, i.p.)
(10 mg/kg) ou seletivo o, (clonidina, 3,7 umol/kg, i.p.) (0,1 mg/kg), quando
analisado em relagdo a ambas as fases da dor induzida pela formalina. Da
mesma forma,v d efeito analgésico do poligodial (42,7 pumol/kg, i.p.) foi
antagonizado de forma significativa apenas pelo antagonista adrenérgico o,

quando analisado na nocicepg¢ao induzida pela formalina.
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4.7.3 - Influéncia do pré-tratamento com L-arglnina

Conforme mostrado na Figura 11, o pré-tratamento dos a.nimais com L-
arginina (3,5 mmol/kg, i.p.) (10 mg/kg) reverteu cofnpletamente a ac¢ao
antinociceptiva causada pela administragido de L-NOARG (342 pmol/kg, i.p.) (75
mg/kg). O mesmo tratamento com L-arginina, por outro lado, nao interferiu na
acao antinociceptiva causada pelo poligodial (42,7 umol/kg, i.p.), analisado em

relacdo a ambas as fases da dor induzida pela injegao intraplantar de formalina.

4.7.4 - Influéncia do pré-tratamento com bicuculina e faclofen

Os resultados da Figura 12 mostram que o pré-tratamento dos animais
com bicuculina (1,9 umol/kg, i.p.) (1 mg/kg) ou com faclofen (40 pmol/kg, i.p.)
(10 mg/kg), antagonistas, respectivamente, de receptores GABAa e GABAg,
reverteu significativamente o efeito antinociceptivo causado pelo baclofen
(agonista de receptores GABAg , 4,6 umol/kg, i.p.) (1 mg/kg) e pelo muscimol
(agonista de receptores GABA,, 8,7 umol/kg, i.p.) (1 mg/kg). No entanto, o
mesmo tratamento dos animais com bicuculina e o faclofen nao alterou
significativamente o efeito antihociceptivo causado pelo composto poligodial
(42,7 pmol/kg, i.p.), quando analisado em relagdo a nocicepgéo causada pela

formalina.
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4.7.5 - Influéncia do pré-tratamento com PCPA

O pré-tratamento dos camundongos com p-clorofenilalanina (399,8
umol/kg, i.p) (100 mg/kg), administrado uma vez ao dia durante quatro dias
consecutivos‘ e, no Ultimo dia, 30 min antes do composto poligodial (42,7
pumol/kg, i.p.), alterou significativamente a agéo antinociceptiva do composto na

segunda, mas nao na primeira fase da dor induzida pela formalina (Figura 13).

4.7.6 - Influéncia do pré-tratamento com toxina pertussis

O pré-tratamento dos animais com a toxina pertussis (inativador de
proteina G;, 1 ug/sitio,i.c.v. sete dias antes) causou urﬁa inibicao significativa da
antinociCepgéo causada pela morfina (13,3 umol/kg, s.c.), bem como aquela
causada pelo poligodial (42,7 umol/kg, i.p.), quando analisado em relagdo a

ambas as fases da dor induzida pela formalina (Figura 14).

4.7.7 - Influéncia do pré-tratamento com glibenclamida

De acordo com a Figura 15, a glibenclamida (bloqueador de canal de
Kare, 81 nmol/sitio, i.c.v.,) ndo modificou significativamente o efeito
antinociceptivo causado pelo poligodial (42,7 umol/kg, i.p.), quando analisado
em relagdo a ambas as: fases da nocicepgdo induzida pela formalina. Nas
mesmas condigdes a glibenclamida antagonizou significativamente a

antinocicepgao causada pela morfina (13,3 umol/kg, s.c.).
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4.7.8 - Influéncia da adrenalectomia

Conforme mostram os resultados da Tabela 5 os animais
adrenalectomizados bilateralmente, tratados com poligodial (42,7 umol/kg, i.p.
30 min), nao apresentaram nenhuma alteragao da atividade antinociceptiva para
esse composto, quando comparados com os animais-controle (falso operados) e

testados em relagao a ambas as fases da dor induzida pela formalina. .

Tabela 5 - Efeito antinociceptivo do composto poligodial em camundongos-controle
(falso operados) ou adrenalectomizados (ADX) em relagcdo a ambas as fases da dor

induzida pela formalina.

Droga Dose - Tempo de reacao (s)
(nmol/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+150 1491228
Poligodial 42,7 © 18,7+1,8* 28,0+18* 47+1,0* 2,7 +£2,7*

Cada grupo representa a média EPMk de quatro a seis animais.

** P < 0,1 comparado com o grupo-controle.
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4.7.9 - Tolerancia cruzada entre as agoes antinociceptivas da morfina e do
poligodial no teste da formalina

Os resultados mostrados na Figura 16 indicam que a morfina (13,3
umol/kg, s.c.) e o poligodial (42,7 pmol/kg, i.p.) foram eficazes em produzir
antinocicep¢ao no teste da formalina em animais nao tolerantes a morfina. Por
outro lado, os animais que receberam morfina durante sete dias consecutivos
desenvolveram tolerdncia aos efeitos da mesma, mas néo apresentaram
tolerancia cruzada ao poligodial, quando testado em relagdo 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 umol/kg, i.p.) foi capaz de inibir de forma ddse-
dependente os edemas de pata induzidos pela BK (3 nmol/pata), carragenina
(300 pg/pata) ou dextrana (100 pg/pata). As _doses inibitérias meédias
observadas (Dls, pmol/kg, juntamente com o limite de confianga 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 inibigbes maximas 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 injec¢ao intraplantar de PLA; causou edema
de pata em camundongos, cujo pico maximo ocorreu em torno de 30 minutos. O
tratamento dos animais com poligodial administrado intraperitoneaimente, nas
doseé de 427 e 1281 pmdl/kg, produziu inibicdo significativa e dose-
dependente do edema com Dls, estabelecida de 73,1 (54,8 - 97,6) umol/kg e

inibicao maxima de 65,4 + 3,8%.

754
)
E  50-
S *
S —
S
8 25_ * %
o

O.J
C 42,7 128,1

POLIGODIAL (pmol/kg, i.p.)

Figura 18. Efeitos do tratamento com poligodial (42,7 ou 128,1 pmol/kg,) por via
intraperitoneal sobre 0 edema de pata induzido pela PLA;, 5§ U/pata.em camundongos.
O edema de pata resultante da utilizagdo de PLA; foi medido pelo peso das patas no
tempo de 30 min apés a injecao intraplantar da substancia. Cada coluna representa a
média de cinco a sete animais, e as barras verticais, os EPM. Difere signlficativamente

do grupo-controle, * P < 0,05 e ** P < 0,01.

Os resultados mostrados na Figura 19 indicam que o tratamento com
polig'odial (12,8 a 128,1 umol/kg, i.p. 30 min) foi capaz de in.ibir de forma dose-
dependente edemas de pata induzidos pela PGE; (30 nmol/pata) e SP (20
nmol/pa_ta). As doses inibitérias médias observadas (Dlso, umol/kg, juntamente

com o limite de confianga 95%) foram: PGE; 107,2 (86,8 - 132,4) e SP 82,8
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(68,7 - 100,3). As inibicdes maximas obtidas foram: PGE; (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 umol/kg, i.p. 30 min) inibiu de maneira dose-
dependente edemas de orelha induzidos pelo AA (2 mg/orelha)l, capsaicina (250
ug/orelha) ou dleo de créton (1 mg/orelha). As doses inibitdrias médias
observadas (Dlsg, umol/kg, juntamente com o limite de confianga 95%) foram: AA
141,3 (101,0 - 197,7) e capsaicina 169,0 (153,0 - 187,0). As inibigées maximas
obtidas foram: AA (73,4 + 4,8%); capsaicina (58,0 + 10,0%) e 6leo de créton

(44,0 £ 5,0%).

4.10 - Efeito do poligodial na pléurisia induzida por cavrragenina

A Figura 21 demonstra os efeitos do poligodial (12,8 a 128,1 umol/kg)
administrado por via i.p. 30 min antes do agente ﬂogistico (carragenina,1
mg/cavidade), na primeira fase do processo inflamatério (4 h). Foi possivel
observar que o poligodial causou inibigéd significativa no influxo celular de
leucdcitos para a cavidade pleural, representado principalmente por neutrofilos,

tendo maior atividade quando utilizado na dose de 42,7 pmolkg. O



80

v 100> d «x @ G0'0 > d « ‘9l1053u0d-sodnif sop sjuswealediyiubis
219Jid ‘Wd3J SO ‘SIEdIHaA selleq SE @ ‘SIEWIUE 0}l0 B 0JUID ap eIpaw e ejuasaidas ojuod eped ‘seiouejsqns sep Jejuejdesul
oedsful e sode (g) uiw gL e G| @ (V) ulw opz B oF op sodwa} sou eujowowsiiajd ap S9AeBIE OpIpaW 10} Sa10}Npul sop oedez|in
ep ajueynsal ejed ap ewspa O ‘(ejedjjowu og) (g) 4 eouelsgns @ (ejedsjowu o¢) ( v) ¢39d Jod sobuopunwes wa sopiznput

ejed sp sewapa soO a1qos |eauojuadeljut ein jod (uiw gg ‘Byjowr 1‘gzL - 8'2L) [eipobijod wod sojusweles} sop sojiayg 6L einbi

(urwr) odwa g,

08T 0ZT 09 S¥ 0€ ST 0 | obT 0TI 09 65 0
L | 1 1 | 1 -1 . L | i 1 |
<
="
o
=
<
e,
(4]
| -0S =
"deyByy/ownd 187 [eIpOBI[Od —A— £
| ‘d'1 ‘3y/jowml 1°g7Y rerposijod —w— q ~
‘d'y ‘By/jowni LTy (eIpOSI{od —m— £
g LsL cduBypow L7p [e1podijod —a— LooT

3[0.3U0) —~O—
‘d'y ‘Sy/rowtl gz [e1po3ijod —m—

3jou0) —O—



81

10°0 > d « 2 G0'0 > . ‘9|823u02 -sodnib sop ajusweneolyiubis e1ajiq ‘Nd3 SO ‘SIEdILaA selleq seo ‘sjewiue o}i0 e oljenb
ap eipsw e eyuaseidal eunjod epe) “Jonpui o Jinjip esed niaas anb ojnojen o seuade nagadal anb jeisje|eJUOD BY[SIO B 8 BWAPD
ap Joinpui 0 naqgadal anb eyjeso e esus (Bw) osad ep edusisjip ep saAelje epeljeAe 104 edjuabojewsps ejsodsel vy (eyjalo/bw
1) (D) uojeso ap 0910 @ (eyjaio/br ogz) (g) euwiesdeo ‘(eyjaio/bw g) (y) oougpinbele opioe Jod sobBuopunwes we m.ov_N:nc_

BY[Jo 8p Sewspa SO 3.qos |jeauojuadesjul e iod A.mv_\_oci 0'/2v - 1'2y) |ewpobijod woo sojuswejely sop solsyg ‘gz einbi4

(-t ‘Bsy/jowrl) ferposijog (d1 Bxy/jourt) jerpoSiog (d'1 “By/our) [espoBijoq
$‘8ST 1821 LTy J b'8ST 14741 LTY o) 0'LTP 1821 h.N,v 9)

T sz v = Hs'
% .
— T

*¥

8p osad ap ojuowny

H
—
(8wr) epeméuug BY[o.10



82

tratamento prévio (30 min) dos animais com poligodial causou efeito inibitorio na

migragao celular, mas nao na exsudagao, em relagdo a primeira fase da reacao

inflamatoria.
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Figura 21.Efeitos do tratamento com poligodial (12,8 - 128,1 umol/kg,) administrado por
via intraperitoneal na pleurisia induzida em camundongos pela carragenina (1%), 1
mg/cavidade pléural. A migragao celular e o extravasamento de azul de Evans foram
medidos 4 horas apoés a administragdo 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.
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4.11 - Efeito do poligodial no choque anafiiatico em camundongos
sensibilizados pela ovoalbumina

Os resultados apresentados na Figura 22 (A) demonstram o perfil
temporal do poligodial (42,7 pmol/kg) administrado 48, 24, 12, 6, 3 e 1 hora
antes da administracdo de ovoalbumina (500 pg/kg, i.v.) em animais que foram
ativamente sensibilizados ao antigeno. Nos animais previamente tratados com
poligodial, observou-se, entre 6 e 12 horas, protegéo total de rhorte, efeito esse
que atingiu 50% quando ¢ composto foi administrado 48 horas antes. Com
relagdo a dexametasona, houve cerca de 100% de protegdo dos animais
guando a mesma for administrada na dose de 2 mg/kg, s.c., 6 ou 12 horas antes
da indugao do choque anafilatico (Figura 22 B). No grupo dos animais-controle,

houve 30% de sobreviventes a administragao do antigeno.

4.12 - Efeito do poligodial no edema alérgico em ratos sensibilizados pela
ovoalbumina.

Os resultados mostrados na Figura 23 evidenciam qué a injegao
intraplantar dé ovoalbumina (6 ng/pata) causou edema de pata em ratos
sensibilizados ao antigeno. O tratamento dos animais com poligodial (4,2 - 42,7
umol/k, i.p.) prodﬁziu inibicdo significativa e de maneira dose-dependente do
edema, com Dls, calculada de 26,0 (18,3 - 36,9) pumol/kg e inibigdo maxima

(média + EPM.) de 61,6 £ 4,8%.
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—0— Controle

—&— Poligodial 4,2 pmol/kg, i.p.
—¥— Poligodial 12,8umol/kg, i.p.
—&— Poligodial 42,7 pmol/kg, i.p.

0.8+
=
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Figura 23. Efeito do tratamento com poligodial (4,2 - 42,7 pmol/kg,) administrado
intraperitoneaimente sobre o edema alérgico de paté em ratos, induzido por 6 pg de
ovoalbumina em animais sensibilizados. O edema de pata resuitante foi medido
pletismometricamente entre 30 e 240 minutos apés a injecao do antigeno. Cada ponto
representa a média de trés a cinco animais, e as barras verticais, os EPM. Difere

significativamente do grupo-controle, * P < 0,05 e ** P < 0,01.
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5 - DISCUSSAO

O presente estudo analisou as propriedades antinociceptivas,
antiinflamatérias e antialérgicas do composto poligodial, além de investigar o
possivel mecanismo de a¢éo antinociceptiva do referido co'mp'osto.

O modelo das contor¢bes abdominais € um modelo considerado
relativamente com pouca especificidade, de observagdo inequivoca,
relétivamente simples, répidp e sensivel a farmacos analgésicoé 4e
antiinflamatoérios nao-esteroidais, bem como a drogas semelhantes a morfina e
outros analgésicos de acdo central. Os resultados obtidos nesse modelo
apresentam boa correlagéo com a poténcia das drogas analgésicas em outros
modelos pré-clinicos (Blane, 1967; Blumberg et al, 1965; Siegmund et al.,
1957a, b; Taber ef al., 1964). Nesse modelo, Vdemonstramos que o poligodial,
quando administrado por via i.p. 30 min antes, produziu uma inibi¢do. quase
completa e de forma dose-dependente das contor¢cdes abdominais provocadas
por trés irritantes quimicos, o acido acético, o caolim e o zimosan. O poligodial
“foi 14 a 27 vezes mais potente que o EH de D. winferi também testado nesses
modelos e condigbes (Mendes et al., 1998). Foi postulado por Whittle (1964)
que o acido acético atua indiretamente causando a liberagéo dé mediadores
enddgenos da dor, incluindo a BK, 5-HT, histamina e as PGs. Por outro lado,
tem sido postulado que a nocicepgao induzida pelo caolim esta estritamente
relacionada a liberacao de cininas, e que a dor derivada é altamente sensivel as
drogas que interagem com a liberacdo e/ou agdes dessas substancias

(Fujiyoshi et al., 1989; De Campos et al, 1996; Corréa et al., 1996). Ao
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contrario, o zimosan, um produto celular do Saccharomyces cerevisae, € uma

potente substancia prc’;-inﬂamatéria_ que atua através da ativagdo do sistema

complemento, além da liberagdo de citocinas, tais como IL-1 e TNFa (Czop,

1986; Beutler e Cerami, 1986). Portanto, a dor abdominal induzida pelo

zimosan, usualmente, ndo é sensivel aos antagonistas das cininas (Corréa et
al., 1996; De Campos ef al., 1996;), ao passo que as respostas induzidas pelo

acido acético podem ser prevenidas por drogas antiinflamatérias nao 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 (Tjplsen et al., 1992;
'Rosland, 1991), o animal recebe urﬁa injecao 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 neurogénica), caracterizada pela estimulagdo de nociceptores
'por fibras aferentes do tipo C (Hunskaar et al., 1985; Dubuisson e Dennis,
1977), associada a liberacdo de adenosina, BK, glutamato e SP; uma fase
tardia (fase inflamatoria) com duragdo de 15 a 30 minutos (Hunskaar e Hole,
1987; Malmberg e Yaksh, 1992; Malmberg ef al., 1994, Hong e Abbott, 1995),
quando mediadores, tais como adenosina, BK, histamina, PGs e 5-HT, estao
presentes (Hunskaar e Hole, 1987; Shibata et al., 1989; Corréa e Calixto, 1993;

Reeve e Dickenson, 1995).
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No teste da formalina, o poligodial apresentou significativa acao
antinociceptiva, quahdo administrado pelas vias oral, i.p., i.pl., it, e i.cv. em
relacdo a ambas as fases da dor, a formalina. Nossos resultados mostraram que
dependendo da via de administragdo, o poligodial foi cerca de 4 a 57 vezes
mais potente que a aspirina e a dipirona; porém, foi cerca de 5 a 165 vezes
menos potente que a morfina (Vaz et al., 1996; Beirith ef al., 1998). O poligodial
produz antinocicepgdo local e sistémica, além de antinocicepgdo espinhal e
supra-espinhal. Conforme resultados obtidos em relagdo ao edema de pata
associado com a segunda fase da dor induzida pela formalina, o composto nas
mesmas doses, as quais revelaram agdes antinociceptivas, ndo foi capaz de
interferir no edema de pata associado a injecéo i.pl. de formalina, embora tenha
inibido o edema de pata induzido por outros mediadores. As evidéncias
experimentais demonstram que o0 edema de pata, associado com a segunda
fase da dor a formalina, resulta da liberacdo de varios mediadores quimicos,
como as cininas, AAE, NO e PGE; (Yamamoto e Yaksh, 1992; Coderre e
Melzack, 1992; Corréa e Calixto, 1993; Mamiberg e Yaksh, 1994, 1995; Corréa
et al., 1996), mas nao de TKs (Santos e Calixto, 1997).

Utilizamos também o poligodial no teste da capsaicina, no qual composto
demonstrou atividade antinociceptiva pelas vias oral, i.p., it, i.cv. e i.pl. A
capsaicina € uma amida neurotéxica isolada de plantas do género Capsicum,
que, quando injetada na regido plantar da pata posterior de camundongos,
causa dor intensa, caracterizada por mordidas e lambidas na pata injetada,

efeito que esta relacionado com a dor de origem neurogénica (Sakurada et
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al.,1993; Santos e Calixto, 1997). Assim, a capsaicina representa um modelo
experimental interessante para o estudo de drogas antinociceptivas, porque
permite estudar dorl de origem neurogénica (Sakurada et al, 1992; 1993) e
evidenciar a participacao de varios mediadores quimicos, como AAE, cininas,
NKs e NO, no processo doloroso (Sakurada et al., 1992; Wiertelak et al., 1994;
Corréa et al., 1996; Wu et al, 1998). A capsaicina ativa uma distinta
| subpobulagéo de neurdnios primarios sensoriais, com corpos celulares na raiz
dorsal, ganglios nodoso e trigeminal. Esses neurdnios transmitem informacgao
nociceptiva para o sistema nervoso central (funcdo aferente), ao passo que
suas terminacgdes periféricas sdo sitios de liberacdo de neuropeptideos proé-
inﬂamavtérios (funcao eferente). A susceptibilidade a capsaicina distingue estes
neurdnios de outros neurdnios aferentes primarios (Holzer, 1991; Szallasi e
Blumberg, 1996).

Recentemente, o receptor para a capsaicina foi clonado tratando-se de
um canal catidnico ndo-seletivo estruturalmente relacionado aos canais idnicos
da familia TRP ,(Tyrosinase-related protein). A clonagem do receptor (VR1)
demonstra que o alvo molecular da ag¢do da capsaicina nos neurdnios
sensoriais € um canal iénico protéico. O receptor VR1 parece mediar influxos de
calcio extracelular em resposta a deplegéo de estoques de caicio intracelular. O
receptor da capsaicina clonado é ativado nido somente por compostos
vanildides, mas também por estimulos térmicos, o que ndo exclui a
possibilidade de pequenas moléculas ou outros fatores endégenos também

modularem a fungdo do receptor vaniléide. Existem comprovagbes de que
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prétons podem potenciar as respostas evocadas por vanildides em odcitos que
expressam VR1 (Caterina et'al., 1997).

No teste da capsaicina, dependendo da via de administragéo, o poligodial
foi cerca de 4 a 53 vezes mais potente que a dipirona (Beirith ef 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, & possivel considerar esse composto com potencialidade
terapéutica para o tratamento da dor de origem neurogénica, cuja complexidade
n&o tem permitido alternativas terapéuticas satisfatérias (Wall, 1995).

Inimeros estudos disponiveis na literatura indicam a participagéo de
varios sistemas no mecanismo de regulagdao da informagéo nocicéptiva no
sistema nervoso central. Assim, foi verificada a participagéao do sistema opidide
na antinocicepgdo causada pelo poligodial. O tratamento prévio dos animais
com naloxona, um antagonista nao-seletivo do receptor opidide, reverteu quase
. que completamente ndo apenas a antinocicepg¢éo produzida pela morfina, mas-
também a antinocicepgdo causada pelo poligodial, quando analisado ~em
relacdo a ambas as fases da dor induzida pela formalina. Tais resultados
mostram, portanto, que suas a¢des antinociceptivas provavelmente envolvem

interagdo com o sistema opidide sensivel a naloxona.

Ao lado da evidéncia que sugere o envolvimento de peptideos opidides
na antinocicepgao produzida pelo poligodial, o sesquiterpeno foi completamente

destituido de efeito antinociceptivo, quando testado num modelo térmico agudo
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de dor - o teste da placa quente -; nem apresentou qualquer evidéncia de
tolerancia cruzada com a morfina, quando administrado em animais que
receberam uma injecdo subcutanea desse opidide durante sete dias
consecutivos. Quando testado no modelo de dor da placa quente (Woolfe e
MacDonald, 1944; Eddy e Leimback, 1953), o poligodial ndo apresentou efeito
antinociceptivo mesmo quando usado em doses trés \)ezes maiores que as
necessarias para produzir analgesia em modelos de dor de origem.neurogénica
e/ou inflamatéria e em condi¢des experimentais em que a morfina apresentou
potente efeito analgésico. O modelo de nocicepcdo da placa (wente é
geralmente utilizado para o estudo de drogas analgésicas do tipo da morfina
(Carter, 1991; O’Callaghan e Holtzmam, 1975; Woolfe e MacDonald, 1994:
Zimer et al., 1986). Nao se tem, no momento, explicacdo para tal discrepancia;
por isso, novos estudos comportamentais e bioquimicos deverao ser dirigidos
para o entendimento dessa questao.

A ativacdo da via noradrenérgica através da ativagdo de
adrenoreceptores o, localizados pré-sinapticamente em terminais
noradrenérgicos, originando-se no tronco encefallco e mesencéfalo, produz néao
somente inibicdo nociceptiva, mas sinergismo de efeito com agonistas opidides
em receptores pn. A possibilidade do uso de agonistas de receptores o, como
analgésicos depende de avaliagdes relativas ao aparecimento de efeitos
adversos, tais como sedacgao, hipotensdo e efeitos motores (Dray et al., 1994).
O papel dos receptores o4 adrenérgicos na antinocicepg¢ao foi investigado por

Tasker et al. (1992) no teste da formalina. A fenilefrina e a clonidina (agonistas
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seletivos dos receptores a4 € a,, respectivamente), injetados sistemicamente,
produzem antinocicepcao, agao essa revertida por antagonistas seletivos dos
mesmos receptores (Butelman e Woods, 1993; Kawabata ef al., 1994; Kayser et
al., 1992; Laneuville et al., 1989; Tasker et al., 1992; Uhlén ef al., 1990). Em
nossos experimentos, observamos que o prazosin (antagonista seletivo o
adrenérgico), mas nao a ioimbina (antagonista seletivo o, adrenérgico), foi
capaz de reverter a acdo antinociceptiva do poligodial em relagdo a ambas as
fases da dor induzida pela formalina, sugerindo estarem os receptores o, (mas
nao ay) adrenérgicos de alguma forma envolvidos no efeito antinociceptivo
causado pelo poligodial.

A via da L-arginina-6xido nitrico desempenha um papel modulador nos
processos nociceptivos sensiveis a morfina, avaliado em varios modelos
experimentais incluindo as contor¢bes abdominais induzidas pelo acido acetico,
placa quente e fail-flick (Brignola et al., 1994). A administracao sistémica ou
central de L-NOARG (inibidor da éxido nitrico sintase) causa significativo efeito
analgésico em relagdo a ambas as fases da dor induzida pela formalina, bem
como inibicdo da hiperalgesia induzida por agonistas de receptores de NMDA
(Kitto et al.,1992). Além disso, o inibidor do NO deprime a facilitacao do refiexo
nociceptivo (Verge et al., 1992) e reduz a resposta em neurénios'dorsais da
medula apoés estimulagdo mecanica e térmica (Coderre e Yashpal, 1994; Moore
et al.,1991; Yaksh e Rudy, 1977, Yamamoto ef al., 1993). Os nossos
experimentos demonstraram que a L-arginina (precursor do 6éxido nitrico)

(Moncada et al., 1991) nado foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo do
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poligodial. Por outro lado, a administragcdo sistémica de L-arginina reverteu
quase que completamente o efeito antinociceptivo da L-NOARG (inibidor da
enzima 6xido nitrico sintase) em relagdo a ambas as fases da dor induzida pela
formalina. A manutenc¢ao do efeito antinociceptivo do poligodial, mesmo apés o
tratamento sistémico dos animais com L-arginina, demonstra que ndo parece
haver a participagdo da via L-arginina - 6xido nitrico na a¢do antinociceptiva do
composto.

O GABA participa de uma variedade de eventos farmacolégicos,
incluindo a analgesia (Sawynok, 1984; Sivam e Ho, 1983). A injecdo sistémica
do agonista GABAg baclofen produz analgesia nos testes do fail-flick, na placa
quente, no teste das contor¢bes abdominais e na dor induzida na artrite
(Bartolini et al,1981; Cutting e Jordan, 1975; Hill e Bowery.,1981; Levy e
Proudfit, 1977; Sawynok e’ Labella, 1982).

Nossos resultados dem,onstraram também que o efeito antinociceptivo do
poligodial provavelmente nao envolve a interagdo com os receptores GABAA ou
GABAg. O baclofen e o muscimol (agonistas seletivos dos receptores GABA, e
GABAg, respectivamente) promovem acdo antinociceptiva quando
administrados em camundongos durante o teste da dor induzida pela formalina,
acdo essa que & revertida pelo faclofen ou pela bicuculina. Esse efeito
analgésico, segundo Lloyd e Morselli (1987) e Malcangio et al., (1991), parece
envolver, pelo menos em parte, a redugéo da transmissdo nervosa pelas fibras
C ou pela acdo nas proprias fibras nervosas junto ao corno dorsal na medula

espinhal, bem como pela abertura de canais neuronais de potassio (Ocafia e
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Bae-Yens, 1993). Em nossos experimentos, os antagonistas seletivos de
receptores GABAérgicos bicuculina (GABA,), bem como o faclofen (GABAg),
quando administrados sistemicamente, nao foram capazes de modificar
significativamente a antinocicepgdo causada pelo poligodial, em doses
suficientes para reverter o efeito analgésico causado pelos agonistas seletivos
muscimol (GABA,) e baclofen (GABAg).

O sistema serotoninérgico pode estar envolvido na modulacdo da
nocicepgao (Barber ef al., 1989; Fisher e Bodnar, 1992; Sandrini et al., 1995).
Varios estudos sugerem que o PCPA, inibidor da biossintese de 5-HT, é capaz
- de antagonizar a antinocicepgdo causada por substancias analgésicas,
incluindo a morfina e alguns antiinflamatérios nao-esteroidais (Taber e Latranyi,
1981; VonVoigtlander et al., 1984; Pini et al., 1996). A 5-HT produz leve e
transitéria nocicepcao por ativagdo direta de neurdnios sensoriais via
receptores 5-HTj;, induzindo também uma sensibilizagao direta dos nociceptores
via receptores 5-HT, e receptores 5-HT,. Tem sido postulado que uma possivel
base para essa sensibilizagdo induzida por 5-HT, como também pela BK e
prostanoides, € a redugao do potencial inibitério que segue o potencial de agéo
em alguns neurdnios sensoriais. A inibicdo € mediada pelo AMPc e pe[a
reducdo de correntes inibitérias de K (Dray et al., 1994; Bjorkman, 1995). O
pré-tratamento dos animais durante quatro dias consecutivés ‘com PCPA
reverteu o efeito analgésico da morfina (Tabef e Latranyi, 1981 e presente
estudo) e foi capaz de interferir parcialmente na acao antinociceptiva do

poligodial, indicando que a ag¢ado antinociceptiva desse sesquiterpeno parece
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envolver pelo menos em parte, a interacdo com os neurdnios serotoninérgicos
centrais, sabidamente envolvidos na modulagéo da transmisséo da dor.

O mecanismo pelo qual 'o poligodial produz antinocicep¢éo nao 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 (1ug/sitio, 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 ribosilacdo do ATP (Sanchez-Blasquez e Garzon, 1991;
Hernandez et al., 1995; Beirith et al., 1998). Portanto, tais resultados indicam
que a antinocicepgao causada pelo poligddial, tal como a da morfina, parece
envolver o acoplamento a proteina G/G,, cujos mecanismos sédo sensiveis a
toxina pertussis. |

Flower et al. (1986) induziram pleurisia em animais adrenalectomizados e
falso-operados, tendo observado que a intensidade e a duragéo da inflamagao,
avaliadas pela exsudacdo e migracdo celular, foram aumentadas
aproximadamente em duas vezes em ratos adrenalectomizados quando
comparados aos animais-controle. Tais estudos sugérem que os
glicocorticéides endégenos exercem uma agéo inibitéria ténica sobre a atividade
da fosfolipase em animais normais e que o aumento da secre¢cédo desses
hormdnios durante a resposta inflamatéria modula o desenvolvimento do
processo inflamatério. Nossos experimentos, realizados em animais que foram

submetidos a adrenalectomia bilateral uma semana antes do teste (teste da
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formalina), demonstraram que a antinocicepgao causada pelo poligodial nao foi
afetada pela adrenalectomia prévia dos animais, sugerindo que os horménios
glicocorticoides endégenos nao participam na atividade antinociceptiva
apresentada pelo composto.

No teste do rofa-rod avaliamos a atividade motora dos camundongos e,
conseqientemente, se as agdes antinociceptivas causadas pelo poligodial
poderiam estar relacionadas a gfeitos inespecificos da substancia no sistema
nervoso central ou periférico. Descartamos tal possibilidade visto que o
poligodial, na dose que produziu antinocicepgao em varios modelos de dbr, nao
afetouv signiﬁcativamente a performance desses animais.

| Além das agdes antinociceptivas do poligodiél, nossos resultados
mostram que esse sesquiterpeno apresenta propriedades antiedematogénicas
marcantes. No presente estudo, o edema de pata em camundongos foi utilizado
para avaliar o efeito antiedematogénico do poligodial. A inibicao dos edemas
resultantes da injecdo i.pl. de BK, carragenina, dextrana, PLA;, PGE, e SP
oferece um importante suporte para a discussdo a respeito das propriedades
antiinflamatoérias do poligodial e de seu espectro de agao.

O poligodial, quando testado no edema de pata induzido pela bradicinina,
apresentou significante efeito inibitério sobre o mesmo. As cininas sé&o
peptideos vasoativos que desempenham importantes fun¢gdes como mediadoreé
inflamatérios, os quais sdo normalmente liberados em decorréncia de trauma
tecidual ou infecgdo. Os resu|tad;>s obtidos com o poligodial confirmam e

estendem estudos anteriores, sendo, além disso, compativeis com os
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experimentos realizados em 6rgaos isolados e experimentos in vivo nos quais
extrato de D. winteri e o composto foram capazes de inibir as agbes 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 necessarias para inibir o edema induzido por BK. Estd bem
documentado que varios mediadores inflamatérios, entre os quais as cininas,
PGs, histamina e PAF-acéter, estao envolvidos nas respostas edematogénicas
provocadas pela vcarragenina e dextrana (Vinegar et al., 1987; De Brito, 1989;
Landucci et al., 1995). A injecdo i.pl de carragenina produz edema de pata em
camundongos o qual apresenta duas fases distintas: a primeiraentre 0 e 24 h, e
a segunda 24 h apés a inje¢do de carragenina. Durante a primeira fase, os
neutréfilos foram as células predqminantes, enquanto que, durante a segunda,
houve acumulo de células monbnucleares e eosindfilos. Todas essas células
sdo potencialmente capazes de liberar mediadores inflamatérios, tais como
aminas vasoativas, PGs, fatores quimiotaticos, LTs, PAF e componentes
lisossomais, além de radicais derivados do oxigénio (Henriques ef al.,1987). A
dextrana pertence a uma variedade de compostos que sdo capazes de ativar o
sistema multifuncional de proteases, controlar a vasoregulagdo e amplificar a
resposta humoral inflamatéria. E uma macromolécula carregada negativamente,
capaz de ativar a pré-calicreina (Kluft, 1978), que é rapidamente convertida em
calicreina, num processo dependente da ativagdo do fator Xl da coagulagéo

sanguinea (Fator Hagemann). A ac¢do da calicreina plasmatica sobre o
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cininogénio resulta na formagao da BK (Bathon e Proud, 1991; Bhoola et al,
1992). A dextrana libera BK no plasma de cobaias e causa extravasamento
plasmatico traqueal via ativagédo de receptores B,. A inje¢ao venosa de dextrana
em animais tratados com azul de Evans promove a formagao de edema, que é
predominantemente mediado por 5-HT, acompanhada provavelmente por
metabdlitos 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
edematogénica induzida pela carragenina, pela dextrana, pela BK, pela SP e
pelo PAF. Analisados em conjunto, nossos resultados mostraram que a inibicao
da formacdo do edema pelo poligodial € dependente da mobilizacdo de-
neutréfilos, visto estarem essas células predominantes nas respostas
edematogénicas descritas e serem habeis para liberar varios agentes
inflamatérios.

O poligodial inibiu também o edema de pata em camundongos induzido
por PLA,. As enzimas PLA; tém importante pépel na producdo de potentes
mediadores inflamatorios, tais como as PGs, LTs e PAF (Dénnis, 1983). A PLA,
secretéria, uma PLA, extracelular, € a mais estudada e esta envolvida na
patogénese em estagios inﬂamatérios no campo experimental e clinico
(Pruzanski e Vadas, 1991; Vadas e Pruzanski, 1993). Altos niveis de PLA;
secretoéria podem ser encontrados no exsudato pleural induzido por carragenina
em ratos (Tanaka et al., 1993). Além disso, existem evidéncias sugerindo que a

acdo pré-inflamatéria da PLA, envolve, entre outras, a degranulagdo de
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mastécitos e a consequente liberagdo de histamina e 5-HT (Cirino et al., 1989;
Tocker et al., 1990). Considerando os resultados obtidos com o poligodial no
edema de pata induzido por PLA; €& possivel postular que a atividade
antiedematogénica do poligodial esteja relacionada, pelo menos em vparte, com
a inibicdo da liberagdo de mediadores lipidicos pré-inflamatérios ou, ainda, a
sua atividade antagonista da 5-HT. E importante lembrar que o poligodial inibiu
também o edema de pata induzido por dextrana, que tem importante
participa¢do de 5-HT e de histamina (Van Wauwe e Goossens, 1986).

Os efeitos produzidos pelas inje¢des intradérmica, intravenosa ou intra-
arterial de pequenas quantidades de PGs correspondem aqueles observados na
inflamagédo. O poligodial administrado por via i.p. inibiu de maneira dose-
dependente o edema de pata em camundongos induzido por PGE,. Esses
resultados estdo de acordo com experimentos prévios que demonstraram ser o
EH da D. winteri capaz de inibir o edema de pata induzido por PGE; em ratos,
bem como deslocar para a direita e de maneira concentracdo-dependente a
curva concentragdo-resposta a PGE; na tréquéia isolada de cobaia (El Sayah,
1996). A PGE, causa eritema e aumento no fluxo sanglineo local
persistentemente e antagoniza os efeitos vasoconstritores de substancias, tais
como NE e angiotensina. Contrariamente a seus efeitos nos vasos cutaneos e
veias superficiais, a vasodilatagao induzida pela prostaglandina em outros Ieitos'
vasculares desaparece em poucos minutos. Embora a PGE, cause edema

quando injetada por via i.p., ndo esta claro se ela pode aumentar a
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' permeabilidade vascular (extravasamento) sem a participagdo de outros
mediadores inflamatérios (BK, histamina, LTC,) (Insel, 1996).

A substancia P injetada por via i.pl. causa edema de pata atingindo pico
em 15 min. O poligodial administrado por via i.p. causou inibicdo do edema
induzido pela SP, sugerindo que suas ag¢des resultam de um mecanismo
adicional de interacdo com receptores taquicinérgicos ou com suas agdes. Na
parte introdutéria deste trabalho, foi descrito que o extrato de D. winteri e
também o proprio poligodial antagonizaram, de maneira aparentemente seletiva,
a contracao provocada por agonistas NK; (mas ndo NK;) 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 trés diferentes agentes, ou seja, o AA, a capsaicina e o 6leo de
créton, sugerindo, assim, um perfil antiinflamatério de amplo espectro.

O presente estudo mostrou que a aplicagéo tdpica do AA na orelha de
camundongos produziu uma resposta edematogénica aguda que atingiu seu
efeito maximo em uma hora, tendo sido inibida pela administracédo de poligodial
por via i.p.. O AA produz uma reag¢do inflamatéria transitéria aguda com
imediato eritema, edema e elevada concentragao tecidual de PGs e LTs (Opas
et al., 1985). Embora ndo 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 dependéncia desse modelo na produgédo de LTs
(Chen, et al, 1994). Com base nesses resultados, podemos esbecular que a
acao antiedematogénica do poligodial em relacdo ao edema de orelha induzido
por AA pode resultar da sua agdo em inibir os produtos da via da lipo-
oxigenase.

Os nossos experimentos demonstraram também que o poligodial inibiu o
edema de orelha induzido pelo 6leo de créton, que é dependente principalmente
da geragao de produtos do metabolismo do AA, sendo o mesmo muito sensivel
a acao dos glicocorticoides e, em menor grau, as drogas inibidoras da
ciclooxigenase (Tubaro et al., 1986; Carison ef al, 1985; Young et al,, 1989;
Zanini et al., 1992). Varios estudos demonstraram aihda que o principio ativo do
6leo de créton (o diterpeno 12-0-tetradecanoil forbol-13;acetato), um conhecido
promotor tumoral, induz respbsta inﬂamatéyia na orelha de camundongos pela
ativacdo da proteina cinase C (Kuchera et al, 1993). A ativacdo da proteina
cinase C esta associada com varias vias de transdug¢ao de sinais intracelulares
implicadas na patogénese da inflamagdo, incluindo a liberagdo de AA
dependente da PLA,, a producédo de eicosandides, a formacao de metabdlitos
reativos de oxigénio, a sintese de citocinas inflamatérias e a expressdo de
moléculas de adesao necessarias para o recrutamento de leucécitos nos vasos
(Bakouche et al., 1992; Mattila et al., 1992). O poligodial utilizado no edema de
orelha induzido por 6leo de cféton demonstrou atividade inibitéria que pode

resultar da inibicdo da PLA; e da atividade da ciclooxigenase.
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Estudos mostram que a capsaicina aplicada topicamente na orelha de
camundongos produz inflamagao neurogénica (Mantione e Rodriguez, 1990;
Inoue ef al., 1993). Nossos resultados demonstraram também que o poligodial
inibiu de maneira dose-dependente o edema de orelha induzido pela
capsaicina. Estudos anteriores tém demonstrado que o edema de orelha em
camundongos induzido pela capsaicina € inibido por antagonistas de receptores
NK;, antagonistas de histamina e/ou 5-HT, mas nao por inibidores de
metabolitos do AA (Inoue et al., 1993). Isso implica dizer que o edema de orelha
induzido pela capsaicina é primariamente mediado.pela histamina (e 5-HT),
liberada dos mastécitos, e pelos neuropeptideos, liberados através da ativacao
de nervos sensoriais na pele do camundongo.

Outro teste utilizado para avaliar a atividade antiinflamatéria do poligodial
foi o modelo da pleurisia. Com o desenvolvimento desse modelo, foi possivel
fazer a avaliagdo nao s6 do extravasamento de liquido como tam-bém da
migracgao de células induzidas por diversos agentes flogisticos (De Brito, 1989).
A técnica da pleurisia possui vantagens em relagao a do edema de pata, pois, a
partir da coleta do lavado da cavidade pleural, é possivel analisar e quantificar
os componentes celulares € humorais da inflamagdo. Uma outra vantagem
adicional da pleurisia é a sua facil execugao, além de responder a diferentes
agentes flogisticos (especificos e nao-especificos). O poligodial testado nesse
modelo inibiu significativamente a migracao celular induzida pela carragenina 4
h apés. No entanto, a exsudagao resultante da primeira fase dessa resposta

inflamatoria nao foi alterada.
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Finalmente, nossos estudos avaliaram a atividade antialérgica do
poligodial através da indugdo de choque anafilatico em camundongos
sensibilizados por OVO e indugao de edema de pata pela injegcdo de OVO em
ratos sensibilizados pelo antigeno. Tais estudos demostraram que o poligodial
tem propriedades antialérgicas pronunciadas quando testado em animais
sensibilizados ao antigeno. Esses resultados confirmaram e estenderam dados
obtidos com o extrato da D.winteri e com o préprio poligodial, os quais, quando
testados na traquéia de cobaias sensibilizados a OVO, causaram inibicdo
~ significativa da résposta contratil induzida pelo antigeno (El Sayah, et al., 1997;
1998). Além disso, o EH havia inibido o edema de pata em ratos ativamente
sensibilizados com OVO e aumentado a taxa de sobrevivéncia ao choque
anafilatico induzido por OVO em camundongos sensibilizados (Tratsk, ef al.,
1997).

Concluindo, os resultados do presente estudo, em conjunto com outros
descritos recentemente (El Sayah 1996; El Sayah et al,1997; 1998; Tratsk et
al,1998; Mendes ef al, 1998), indicam que o poligodial apresenta efeito
antinociceptivo significativo, quando testado em varios modelos de nocicepgao,
como no teste de contor¢des abdominais ihduzidas por varios irritantes e nos
‘modelos da formalina e da capsaicina em camundongos. O poligodial
apresentou significativa acao 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 acdes local, sistémica, 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 poligodlal nao apresentou efeito antinociceptivo.

As agbes antinociceptivas do pollgodlal parecem envolver interagdo com
mecanismos dependentes da proteina G/Go sensiveis ao tratamento com a
toxina pertussis, bem como o sistema opidide através de um mecanismo
sensivel a naioxona. Além disso, parecem envolver, pelo menos em parte, o
sistema serotoninérgico e os receptores adrenérgicos o4. Um mecanismo
adicional que poderia também contribuir para explicar a agédo antinociceptiva do
poligodial, particularmente em relagdo a dor neurogénica, é sua possivel
interag&o com os receptores e/ou agéo das taquicininas. Ao contrario, a via do
NO, os receptores GABA, e GABAg, € a ativagdo de canais de potassio
sensiveis ao ATP nao parecem estar envolvidos na agado antinociceptiva do
poligodial. Além disso, a agdo antinociceptiva do poligodial ndo é modulada
pelos hormodnios incocorticéides e nao parece depender dé possiveis efeitos
depressores inespecificos exercidos por esse composto central ou
perifericamente.

Nossos resultados indicaram ainda um pronunciado efeito
antiinflamatério para o poligodial, quando testado em modelos de inflamagéo
como edema de pata, edema de orelha e na pleurisia induzida por car'ragenina.
Administrado por via i.p., o poligodial apresentou significante efeito inibitorio nos
edemas de pata induzidos por BK, carragenina, dextrana, PLA;, PGE; e SP e

nos edemas de orelha induzidos por AA, capsaicina e 6leo de créton. Além
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disso, o poligodial inibiu a migragéo celular para a cavidade pleural na pleurisia
induzida pela carragenina, indicando um amplo perfil antiinflamatério.

Os resultados observados com o poligodial permitem, portanto, sugerir
que a sua agdo antiedematogénica e antiinflamatéria pode estar relacionada
com a inibicdo da geragdo de ambos os produtos da lipooxigenase e da
ciclooxigenase, na cascata da via do acido AA. E possivel que outros
mecanismos estejam também envolvidos nas atividades antiinflamatérias e
antialérgicas do poligodial, resultantes da interagdo do composto com
receptores e/ou segundos mensageiros relacionados a outros mediadores pré-
inflamatodrios (El Sayah, et al., 1997), além de outros parametros, incluindo a
geracdo de metabdlitos reativos de oxigénio, a inibigdo da ativagdo de células
do tipo mastocitos mediadas por neuropeptideos e a interagdo com citocinas.

Também relevantes no presente estudo foram os resultados que
demonstraram a acdo antialérgica do poligodial tanto em ratos como em
camundongos sensibilizados a OVO. A taxa de sobrevivéncia de animais
submetidos a choque anafildtico induzido por OVO foi significativamente
aumentada, assim como o edema de pata alérgico induzido pelo antigeno 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 inflamag&o neurogénica. Com base neste estudo, sugere-se que o poligodial
poderia ser Util também para o desenvolvimento de drogas para o tratamento de

processos inflamatérios neurogénicos, na asma e na alergia. Estudos adicionais
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utilizando técnicas bioquimicaé e estudos farmacoloégicos in vivo e in vitro seréao
necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos nas agbées
antinociceptivas, antiinflamatérias e antialérgicas do poligodial. Além disso,
modificacdes estruturais no composto poderdo melhorar sua eficacia e/ou
reduzir possiveis efeitos toxicos que a droga venha a revelar.

Parte dos resultados apresentados foi aceita ou encaminhada para
publicagédo, quais sejam:

1. MENDES, G. L.; SANTOS, A. R. S.; CAMPOS, M. M.; TRATSK, K. S;;
YUNES, R. A; CECHINEL FILHO, V.; CALIXTO, J. B. Anti-
hyperalgesic properties of the extract and of the main
sesquiterpene polygodial from de Barks of Drymis winteri. Life
Sci., 1998 (in press).

2.CECHINEL FILHO, V.; SCHLEMPER, V.; SANTOS, A. R. S;
PINHEIRO, T. R,; YUNES, R. A.; MENDES, G. L.; CALIXTO, J.
B.; MONACHE, F. D. lIsolation and identification of active
compouds from Drymis winteri. J. Ethnopharmacol.,, 1998 (in
press).

3. MENDES, G. L.; SANTOS, A. R. S.; YUNES, R. A.; CECHINEL FILHO,
V.; PINHEIRO, T.R.; CALIXTO, J. B. Antinociception produced by
systemic, spinal and supraspinal injection of polygodial, a
sesquiterpene isolated from the Bark of Drymis winteri.
Pharmacol Ther., 1998 (Submetido a publicagdo).
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