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Nem tudo que se enfrenta pode ser modificado, mas
nada pode ser modificado até que seja enfrentado.

James Baldwin



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado forgas para prosseguir na minha caminhada apesar das inimeras

dificuldades apresentadas.

_ Ao professor Dr. Jodo Batista Calixto, meu especial agradecimento pela oportunidade de
trabalharmos juntos, por todo o apoio, paciéncia, confianga, prontiddo e caréter profissional que

marcaram a orientagao.

Ao meu esposo Juarez que tanto me apoiou na conclus@o desse frabalho, ao meu filho

Victor pelo carinho e compreenséo.

Aos meus familiares em especial aos meus pais Almiro e Selmira pelo apoio, carinho,
compreensdo e incentivo, a minha tia Naira pelo apoio e dedicagdo & minha familia, aos meus
irma@os lomar, Rejane e Almiro Renei pelo incentivo, aos meus sogros Geni e Victorio, as minhas
cunhadas, cunhados e sobrinhos pelo carinho.

Ao Juliano pelo empenho e paciéncia na maneira de me auxiliar.

A Rosana e a Patricia pela amizade, carinho e colaboragao.

Aos professores do Curso de Pés-graduagdo em Farmacologia, pelo conhecimento
transmitido.

As amigas Andrelina e Claudia pelo carinho, amparo e apoio.

A Sénia Hess pelo fomecimento do 4cido torméntico para que esta pesquisa pudesse ser

realizada.

Aos colegas da turma de mestrado e alunos de pés graduagéo, pela colaboragZo, amizade e

companheirismo.

Aos amigos e colegas de pesquisa do grupo do professor Calixto: Alessandra, Rubens,
Cristiano, Adair, Eunice, Candida, Michel, Maria Martha, Valfredo, Rodrigo, Fernanda, Gabriela,
Joice, Marien, Marina, Rafael, Giuiiano, Fernando, Niraldo, Karen, Betinha, Gisele, Daniela, pela
amizade, carinho e oportunidade em compartilharmos junfos a caminhada pela Farmacologia.

A minha especial gratidao a todos que se dedicaram para a manuténgéo do biotério, para
atender as melhores condigdes experimentais possiveis.

A CAPES pelo apoio financeiro.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIAGOES ' Vi
LISTA DE FIGURAS ' viii
RESUMO iX
1. INTRODUGAO ' ' 01
1.1. Dor crénica 06
1.1.1. Dor neuropatica e inflamatoria 06
2. OBJETIVOS 15
3. MATERIAL E METODOS ' 16
3.1. Animais e 16
3.2. Injecdo intratecal (i.t.) 16
3.3. Injegdo intracerebroventricular (i.c.v.) : 17
3.4. Estudo da atividade antinociceptiva 17
3.4.1. Nocicepgao induzida pela formalina 17
3.4.2. Nocicepgdo induzida pela capsaicina 18
3.4.3. Nocicepgdo induzida pelo glutamato 19
3.4.3.1. Ensaio neuroquimico 20

3.4.3.1.1. Efeito do acido torméntico sobre a unido especifica (binding) de [*H]glutamato 20

3.4.4. Teste da placa quente 22
3.4.5. Medida do desempenho motor 22
3.4.5.1. Teste do rota rod ' 22
3.4.5.2. Campo aberto (CA) —-— 23

3.4.6. Temperatura corporal 23
3.4.7. Mononeuropatia causada pela constrigao parcial do nervo ciatico ' 24
3.4.8. Modelo de nocicepgao inflamatéria crnica induzida por CFA - 26

3.5. Drogas e Solugdes Utilizadas 27
3.6, Anélise Estatistica ' . 27
4, RESULTADOS 28
4.1. Estudo Da Atividade Antinociceptiva ; : 28
4.1.1. Nocicepg¢do induzida pela formalina 28




4.1.2. Nocicepgao induzida pela capsaicina 30

4.1.3. Nocicepgdo induzida pelo glutamato 31

4.1.3.1. Efeito do &cido torméntico sobre a unido especifica (binding) de [*H]glutamato— 32

4.1.4. Teste da placa quente 33
4.1.5. Medida do desempenho motor 34
4.1.6. Temperatura corporal 35
4.1.7. Mononeuropatia causada pela constricao parcial do nervo ciatico 36
4.1.8. Modelo de nocicepgao inflamatéria cronica induzida por CFA 38
5. DISCUSSAQ - 41
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS - 58
SUMMARY , 78

LISTA DE ABREVIAGOES

AMPA Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propidnico
AMPc Adenosina 3,5-monofosfato ciclico
ANOVA Analise de variancia
AT Acido torméntico
ATP Adenosina 1,4,5-trifosfato
- °C Graus Célsius
CFA Adjuvante completo de Freund
CGRP Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
COX-2 Ciclooxigenase-2
cm Centimetros
DAINES Drogas anti-inflamatérias nao esteroidais
E.P.M. Erro padrao da média
g Grama -
GABA Acido y- aminobutirico
GMPc Guanosina 3,5-monofosfato ciclico
h Hora
LA.S.P. : Associacao Internacional para o Estudo da Dor

Vi



i.C.v. Intracerebroventricular

IL-1 interleucina-1
IL-6 Interleucina-6
IL-8 Interleucina-8
i.p. Intraperitoneal
i.pl. Intraplantar
i.t. Intratecal
kg Quilograma
M Molar
MAPK Quinase ativada por mitégeno
ng Microgramas
mg Miligrama
min Minutos
mi ' “Mililitros
mm Milimetros
| ul Microlitros
NGF Fator de crescimento neural
NMDA N-metil-D-aspartato
PKA ~ Proteina quinase A
PKC Proteina quinase C
s Segundos
s.C. Subcutaneo
sbs Duodecil sulfato de sédio
SIC Receptor inativado por estiramento
SNC Sistema nervoso central
TNF Fator de necrose tumoral
TPA 12-O-acetato de tetradecanoilforbol
TTXr Canais de sodio resistentes a tetrodotoxina
V.0. Via oral
VR1 Receptor vanildide do tipo 1

vii



LISTA DE FIGURAS

Figufa 1 — Férmula estrutural do acido torméntico 13
Figura 2 — — Aspectos gerais das partes aéreas da Vochysia divergens Pohl|-—-14

Figura 3 — Efeito antinociceptivo do acido torméntico administrado pela via v.o. em
relacéo a primeira (A) e a segunda fase (B) da nocicep¢ao induzida pela formalina
em camundongos. 29

Figura 4 — Efeito antinociceptivo do acido torméntico, quando administrado pelas
vias i.c.v. ou i.t., em relagdo a primeira (A) e a segunda (B) fase da nocicep¢ao
induzida pela formalina em camundongos 30

Figura 5 — Efeito antinociceptivo do acido torméntico administrado pela v.o., em
relagdo a nocicepg¢do induzida pela injecao intraplantar de capsaicina em
camundongos 31

Figura 6 - Efeito antinociceptivo do acido torméntico administrado pelas vias i.p.,
v.0. ou i.pl.,, em relagdo a nocicepg¢do induzida pela injecdo intraplantar de
glutamato. ' 32

Figura 7 — Efeito do acido torméntico sobre a unido especifica (binding) de
[3H]glutamato em membranas de cortex cerebral de camundongos ----------------- 33

Figura 8 — Curvas tempo e dose resposta para o efeito antinociceptivo do acido
torméntico administrado pela v.0., no teste da placa quente. 34

Figura 9 — Efeito do tratamento dos animais com acido torméntico ou gabapentina
no modelo do campo aberto. _ 35

Figura 10 — Efeito do tratamento causado pelo acido torméntico e morfina,
administradas por v.0 e s.c. respectivamente, na temperatura retal de
camundongos. 35

Figura 11 — Efeito do tratamento agudo por via oral com acido torméntico ou
gabapentina na alodinia mecanica induzida pela ligagdo parcial do nervo
CIATICO. e et 37

Figura 12 — Curva tempo resposta para o efeito antinociceptivo apés tratamento
por v.o. acido torméntico ou com gabapentina na alodinia mecanica induzida pela

ligacao parcial do nervo ciatico. 38
Figura 13 — Efeito antinociceptivo dependente do tempo para o efeito
antinociceptivo causado pelo tratamento por v.o. acido torméntico na alodinia
mecanica induzida pelo CFA na pata ipsilateral e contralateral. - -40

viii



RESUMO

O acido torméntico € um triterpeno pentaciclico pertencente a série dos ursanos,
encontrado em varias plantas, incluindo a Vochysia divergens Pohl (Vochysiaseae), planta
conhecida popularmente como “cambard branco”. Os resultados apresentados no presente estudo
mostram que o tratamento agudo sistémico dos animais com acido torméntico mostrou-se efetivo em
inibir a nocicepg¢ao de origem neurogénica causada tanto pela administragdo de formalina como pela
administragdo de capsaicina em camundongos. Em adico, o acido torméntico administrado pela via
sistémica ou local foi efetivo em inibir a nocicepgdo induzida pelo glutamato. Por outro lado, a
administrag&o oral do acido torméntico também foi eficaz em inibir significativamente a nocicep¢ao
térmica quando avaliado no modelo da placa quente em camundongos. Além disso, os resultados do
presente estudo mostram que o tratamento prolongado por via oral com o acido torméntico reduziu
de maneira significativa a nocicepgdo persistente causada pela constricao parcial do nervo ciatico
(dor neuropética) e a nocicepgao inflamatéria persistente causada pela administragédo do adjuvante
completo de Freund em camundongos. Finalmente, embora o &cido torméntico tenha sido efetivo em
inibir a nocicep¢@o causada pelo glutamato, os estudos de ligagao especifica com o uso de
radioligante indicam que ele n&o foi capaz de ligar com os receptores glutamatérgicos em cortex de
camundongos. Esses resultados séo portanto relevantes considerando que até o momento néo
estdo disponiveis drogas na clinica eficazes para o tratamento da dor persistente, especialmente
aquelas relacionadas com as neuropatias. Assim, o acido torméntico ou seus derivados apresentam
potencial interesse para o desenvolvimento de drogas para o tratamento de dores crdnicas, em

especial aquelas observadas nas neuropatias e nos processos inflamatérios.

* Uma parte deste trabalho foi submetido a publicagao:
BORTALANZA, L.B.; FERREIRA, J.; HESS, S.; DELLE MONACHE, F.; CALIXTO, J.B. Anti-

allodynic action of the triterpene tormentic acid in neuropathic and inflammatory persistent pain in

mice. Eur. J. Pharmacol.,



1. INTRODUGAO

A dor é conceituada como uma percepgao altamente complexa de uma sensagéo
aversiva e desagradavel em uma regido especifica do corpo. Pode ocorrer por nocicepgao,
quando é decorrente da ativagdo de nociceptores, e por deaferenciagdo, quando ocorre em uma
area que foi parcial ou totaimente desnervada (SAKATA e GOZZANI, 1994).

A transmissdo da dor envolve uma interagdo complexa de estruturas centrais e
periféricas desde a pele, visceras ou outros tecidos até o c()rtéx cerebral (FURST, 1999). De
acordo com a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor, a dor pode ser definida como
“uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com uma lesdo tecidual real ou
potencial ou ainda descrita em fermos deste tipo de lesdo” (MERSKEY e BOGDUK, 1994;
MILLAN, 1999).

Além de uma sensagao, a dor também é uma experiéncia. Isto € importante porque as
senSagﬁes possuem vias neuroanatdmicas com receptores especificos que permitem a detecgdo
e medida de um estimulo. J& as experiéncias incorporam componentes sensoriais com
influéncias pessoais e ambientais importantes. O componente sensorial da dor é denominado
nocicepgdo, que pode ser definida como a resposté fisiologica a uma lesdo tecidual. A
nocicepgao leva & dor, que por sua vez causa o sofrimento. Além disso, a nocicepgdo néo é uma
sensagao uniforme. O tipo de dor e o inicio das respostas protetoras séo determinados por
muitos fatores que atuam ao nivel da medula espinhal e de estruturas cerebrais superiores
envolvidas na integracdo e modulagdo dos sinais nociceptivos (RUSSO e BROSE, 1998).
Existem varios locais onde mediadores quimicos que participam da perpetuagdo Qa resposta
dolorosa séo gerados, dentre os quaivs-destacam-se os tecidos lesados e adjacentes, sistema
vascular, células imunes, nervos simpaticos e sensoriais. Além disso, existem mecanismos

complexos através dos quais um transmissor pode agir, como receptores acoplados a mltiplos .



mecanismos de transdugdo intracelular, sendo esses receptores amplamente distribuidos
através dos tecidos periféricos ou centrais (MILLAN, 1999).

no

Existem diversos tipos de dor, denominadas “nociceptiva”, “neurogénica”, “neuropética”
e “psicogénica’, que estdo associadas, respectivamente, com estimulagdo excessiva dos
nociceptores, lesdo do tecido neuronal, disfungdo de um nervo ou fatores psicolégicos (MILLAN,
1999). Aléem disso, outras desordens comumente ocorrem em pacientes que experimentam a
dor, como a hiperalgesia (sensibilidade exacerbada & um estimulo doloroso), a alodinia (dor em |
reéposta a um estimulo ndo doloroso) ou a hiperestesia (sensibilidade anormal a um estimulo

sensorial) (BESSON, 1999).

Os sinais nocivos sdo gerados por ativagdo de fibras aferentes do tipo A e C, que

respondem a uma variedade de estimulos fisiologicos intensos tais como: calor, frio, compresséo
e substancias quimicas enddgenas ou exégenas potencialmente nocivas. Alem destas, outro tipo

de fibra que pode estar envolvido na transmissdo do estimulo nocivo sdo as fibras AB, que

normalmente detectam estimulos tateis indcuos aplicados a pele, porem em condigdes especiais
sdo capazes de conduzir rapidamente o estimulo doloroso (40-80 m/s). Estas fibras sdo

mielinizadas e de grande didmetro. Enquanto que as fibras A8, também de condugao rapida

(2,5-36 m/s), normalmente sao relativamente delgadas, pobremente mielinizadas e respondem a
estimulos mecanicos, térmicos e quimicos. Finalmente, as fibras C s&o caracterizadas por serem
relativamente delgadas, néo mielinizadas, responséveis. pela condugdo lenta do estimulo |
doloroso (0,5-1,7 mis) e respondérem a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos
(ADRIAENSEN et al., 1983; COHEN e PERL, 1990; MARKENSON, 1996).

Os neurdnios que respondem preferencialmente a estimulos nocivos sdo chamados de
nociceptores e estdo geralmente localizados na pele, vasos, misculos, articulagdes e visceras.
Os nociceptores conduzem as informagdes nociceptivas ao sistema nervoso central e seus

corpos celulares encontram-se dentro do ganglio da raiz dorsal (DRAY e PERKINS, 1997,



GRUBB, 1998; RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999; MILLAN, 1999). Todos os tecidos, com
excecao da neuropila do sistema nervoso central, sdo inervados por fibras aferentes. Entretanto,
suas propriedades diferem acentuadamente se estes aferentes forem somaticos (inervando pele,
articulagdes, musculos) ou viscerais (inérvando os tecidos cardiovascular e respiratério, o trato
gastrointestinal e os sistemas reprodutores) (DRAY e PERKINS, 1997).

No comno dorsal da medula espinhal, os nociceptores primarios fazem sinapse com
. neurdnios de segunda ordem, cujos axdnios cruzam a medula espinhal para ascender até o trato
espinotalamico, chegando ao talamo. No télémo, neurénios de terceira ordem emitem axonios
através da capsula interna ao cortex somatosensorial, onde ocorre a somatizagéo do estimulo
nocivo, ou ainda podem emitir axonios ao giro cingulado ante'rior, onde existe o componente
emocional da dor (RUSSO e BROSE, 1998). Além disso, o trato espinotalamico parece emitir
axénios ao mesencéfalo e a regido rostral da ponte, fazendo sinapses em varios nucleos, como
o nlcleo magno da rafe e o nacleo reticular gigantocelular. Ambas as estruturas parecem estar
envolvidas na regulagdo descendente dos neurbnios de segunda ordem. Todos os
- neurotransmissores ehvolvidos na inibigdo descendente (por exemplo: opidides enddgenos,
serotonina e noradrenalina) parecem inibir a excitagdo dos neurbnios de segunda ordem na
presenga de estimulo nocivo (RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999; FURST, 1999; MILLAN,
1999). |

Em termos de duragdo, a dor pode ser aguda ou cronica. A dor aguda esta associada
com uma lesdo tecidual recente, ativagdo de nociceptores e que pode desaparecer até mesmo
antes da cura do dano tecidual (CARR e GOUDAS, 1999). J& a dor crénica pode ser perpetuada
por outros fatores além daqueles que causaram a dor prop.riamente dita, podendo permanecer
por meses ou anos (ASHBURN e STAATS, 1999; LOESER e MELZACK, 1999). A dor crénica
pode acarretar consequéncias fisicas, comportamentais, mentais, psicologicos e psicossociais

deletérios, além de envolver grave estresse emocional (BONICA, 1990).



O entendimento dos mecanismos envolvidos na transmissdo do sinal doloroso tem
progredido muito nos dltimos anos, em grande parte devido a um aprimoramento na
compreensao dos mecanismos envolvidos na fisiologia das fibras aferentes e no processo de
neurotransmissdo no cono dorsal da medula espinhal (para revisdo ver; BESSON e CHAOUCH,
1987, GRUBB, 1998; FURST, 1999; MILLAN, 1999). Este progresso foi possivel pelo uso de
mdltiplos protocolos experimentais, incluindo estudos comportamentais, eletrofisiologicos in vivo
e in vitro, estudos anatdmicos e principalmente através de técnicas de biologia molecular
(GRUBB 1998; MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001). Contudo, apesar de todos esses
avangos, 0s mecanismos exatos envolvidos na génese e na transmissao da dor ainda n&o séo
totalmente conhecidos (MACFARLENE et al., 1997).

Embora diversos mecanismos moleculares envolvidos na sensibilizagdo central tenham
sido estabelecidos récentemente, 0s mecanismos envolvidos na sensibilizagdo periférica ainda
nao foram completamente elucidados. Entretanto, o conhecimento da biologia molecular dos
diversos receptores envolvidos na génese da nocicepgdo permitiu um extraordinario progresso
no entendimento do mecanismo de agdo de diversos neurotransmissores e, consequentemente,
de drogas que atuam na modulagdo central e periférica da nocicepgdo. Os mecanismos
envolvidos na transdugdo neuroquimica da dor geralmente envolvem a interagdo dos
mediadores inflamatérios e/ou nociceptivos com canais ibnicos de membrana dependente de
voltagem (canais de sddio, potassio, calcio, cloro,. entre outros), canais iGnicos operados por
receptor (receptor N-metil-D-asartato — NMDA -, receptor colinérgico nicotinico), receptores
associados & ‘tirosina quinase (fator de crescimento neural - NGF, por exemplo) ou com
receptores de membrana que usuélmente encontram-se acoplados a proteinas regulatérias
denominadas de proteinas G, como acontece com 0s receptores das prostaglandinas e
bradicinina, entre outros (RANG et al., 1994; LEVINE e TAIWO, 1994; WOOD e DOCHERTY,

1997; MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 20003, b).



Os mediadores inflamatérios, ao interagirem com tais receptores, ativam os respectivos
sistemas efetores intracelulares, promovendo a regulagdo funcional da célﬁla que, dependendo
do estimulo, pode ser uma regulagéo crescente ou uma regulagdo decrescente. No caso da
regulagdo crescente (upregulation) ou hiperalgesia, alguns mediadores inflamatérios como o
NGF e citocinas, quando liberados, promovem a expresséo de genes que codificam a sintese de
mais proteinas dos seus receptores, desencadeando uma resposta méis intensa ao estimulo
nociceptivo (WOOD e DOCHERTY, 1997; MILLAN, 1999).

Diversos rﬁediadores inflamatérios tém sido identificados como potencialmente
hiperalgésicos, incluindo a interleucina-1 (IL-1), interieﬁcina-8 (IL-8), NGF, prostaglandinas,
leucotrienos, bradicinina, serotonina, adenosina, histamina, substancia P e outros. Acredita-se
que alguns destes mediadores possam agir diretamente no nociceptor, promovendo redugdo no
limiar de sensibilidade. (prostaglandinas, serotonina, adenosina e alguns metabdlitos
eicosandides), enquanto que outros agiriam produzindo a hiperalgesia indiretamente pela agéo
em outros tipos de células, como em neurdnios pds-ganglionares do sistema nervoso autdnomo
simpatico ou em neutrofilos e macréfagos, promovendo a liberagdo de outros mediadores
hiperalgésicos (LEVINE e TAIWO, 1994; MILLAN, 1999).

Por outro lado, também pode ocorrer uma regulagdo decrescente (downregulation) ou
dessensibilizagdo de receptores, seja pela internalizagdo do receptor, liberagdo de segundos
mensageiros inibitorios, modulagdo da transcrigdo génica, ou ainda através de mecanismos de
retroalimentagdo (feedback) negativa dos sistemas efetores intracelulares e liberagdo de
mediadores inflamatorios (DRAY e PERKINS, 1993; MILLAN, 1999). Também tem sido
constatado que os agentes que estimulam a formagdo de GMPc produzem uma regulagéo
decrescente dos nociceptores. Parece que a regulagdo funcional crescente ou decrescente
depende do balango existente entre as concentragdes de AMPc/GMPc nas vias nociceptivas

(FERREIRA et al., 1991; DRAY e PERKINS, 1993; FERREIRA, 1993; MILLAN, 1999).



1.1. Dor cronica

A dor cronica difere substancialmente da dor aguda em relagdo a sua persisténcia,
alteragdes adaptativas, tais como neufoplasticidade em varios niveis do sistema nervoso, e
dificuldade de tratamento (IADAROLA e CAUDLE, 1997; BESSON, 1999). As dores crdnicas
mais comuns incluem a sindrome dolorosa miofascial, a fibromialgia, a dor neuropatica, a dor
associada 4 artrite, a dor do membro fantasma, e as sindromes dolorosas centrais (ASHBURN e
STAATS, 1999).

1.1.1. Dor neuropatica e inflamatoéria

Os neuropeptideos estdo presentes em subpopulagdes de nociceptores aferentes
primarios em circunstancias normais. Em tal situagdo, os neuropeptideos mais comumente
encontrados nos aferentes primarios sdo a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP). Em condicdes patolégicas, como lesdes nervosas ou inflamagao periférica,
a presenga dos peptideos e seus receptores nos aferentes primarios & substancialmente
alterada. Por exemplo, os niveis de substancia P e de CGRP estdo aumentados durante a
inflamag&o, mas drasticamente diminuidos em células dos génglios da raiz dorsal na neuropatia.
Outros peptideos que normalmente estdo presentes nos neurdnios dos ganglios da raiz dorsal
em pequenas quantidades em condigdes fisioldgicas, como a galanina e o neuropeptideo Y,
podem permanecer diminuidos ou inaltérados durante a inflamagdo e aumentados na
neuropatia. Portanto, existem diversas alteragdes nos niveis de péptideos e seus receptores nds
neurbnios do ganglio da raiz dorsal nestas condigées patolégicas (WIESENFELD-HALLIN e XU,
2001). |

As lesbes de nervos periféricos freqlientemente resultam em dor que pode estar
associada com hiperalgesia e alodinia. Esta é referida como dor neuropatica periférica e pode

resultar de trauma mecanico, efeitos toxicos de drogas, doengas como diabetes ou sindrome da



imuno-deficiéncia adquirida (HIV/AIDS). A dor neuropética periférica & caracterizada por ser
dificil de ser tratada e os mecanismos envolvidos na sua génese ainda s&o pouco conhecidos
(THEODOSIOU et al., 1999). A terapia atualmente disponivel ndo oferece um alivio satisfatério
deste tipo de dor (SELTZER, 1995); A dor neuropatica é gerada e modulada tanto por
mecanismos periféricos como centrais. Na periferia, desenvolve-se um neuroma no local onde
ocorreu a lesdo, esse neuroma produz descargas ectopicas que chegam a0 sistema nervoso
central e sdo interpretadas como originadas do membro lesionado (MACFARLANE et al., 1997).
As descérgas ectépicas periféricas podem provocar reorganizagao e alteragdes nas fibras que
chegam ao como dorsal da medula espinhal. Ocorre uma queda do controle inibitério da dor,

causado pela diminuigdo dos receptores para opidides e &cido y-aminobutirico (GABA) e por

lesdo em interneurdnios inibitorios induzidos por mecanismos de excitotoxicidade (WOOLF e
MANNION, 1999). Dessa maneira, os estimulos excitatorios perifericos podem se tornar
exagerados e neurbnios do como dorsal da medula espinhal podem despolarizar-se

espontaneamente. Além disso, as fibras AR (de baixo limiar) que transmitem estimulos

mecanicos indcuos reorganizam-se anatomicamente e passam a fazer sinapse na lamina Il da
medula espinhal, participando da transmissdo da dor e produzindo neurotransmissores como
substancia P e CGRP (MACFARLANE etal., 1997, WOOLF e MANNION, 1999). A les&o axonal
também causa transporte retrégrado de proteinas ao nicleo, causando hiperexcitabilidade do
| soma (na raiz do ganglio dorsal) e degeneragao trans-sinaptica (YAMAMOTO e YAKSH, 1993;
WATKINS et al., 1995).

Com a queda da atividade dos mecanismos fisiologicos que controlam a dor, a
estimulagao das fibras C causa liberagdo de glutamato, substancia P e CGRP, que sensibilizam
os neurdnios secundarios do corno dorsal da medula espinhal. Essa sensibilizagdo provoca
respostas nociceptivas exageradas e dessa forma, permite que estimulos indcuos sejam

codificados como dolorosos. A sensibilizagao central também esta implicada com o fenémeno de



hiperalgesia secundaria, isto e, hiperalgesia em sitios vizinhos a lesdo (WOOLF e MANNION,
- 1999).

Alem do sistema neuronal, a lesdo nervosa pode envolver componentes das respostas
inflamatérias, principalmente associados a remogdo dos axonios ou das células de Schwann
destruidas. As células envolvidas com o processo inflamatério podem causar liberagéo de
mediadores que provocam sensibilizagdo das fibras sensoriais (TRACEY e WALKER, 1995;
BENNETT, 1999). Sabe-se que a hiperalgesia causada pela lesdo de nervos periféricos pode ser
resultado da Iibera§éo de citocinas pré-inflamatorias por células imunes ativadas. Ha uma
migracdo maciga e rapida de macrofagos, que liberam citocinas pré-inflamatérias no sitio da
lesdo. QOutras células, como as células de Schwann e a microglia também podem produzir fator
de necrose tumoral (TNF) e interleucinas-1 e 6 (IL-1 e IL-6) (WATKINS et al., 1995). Os
macréfagos parecem ser responsaveis pela sensibilidade anormal a varios estimulos, assim
como pela atividade exponténea aberrante dos nervos periféricos lesionados. Além disso, os
macréfagos podem liberar glutamato, além de citocinas, causando aumento da excitabilidade
neuronal (WATKINS et al., 1995). |

Entre os mediadores inflamatérios de maneira geral, a produgao e ago das cininas é
vista como critica para a iniciagao da dor, produgdo de alodinia e hiperalgesia (LEVINE et al.,
1993; DRAY e PERKINS, 1997). As vias bioquimicas envolvidas na sintese e degradagao das
cininas compreendem mecanismos bem estabelecidos (REGOLI e BARABE, 1980; BHOOLA et
al., 1992). As cininas formadas a partir de precursores chamados cininogénios, através da agédo
das cininogenases, em resposta a estimulos ﬁsioiégicos, ou durante o processo inflamatério,
também sdo importantes mediadores da dor inflamatoria (MURRAY et al., 1990; BEAUBIEN et
al., 1991). Depois de formadas, as cininas, exercem uma série de efeitos bioldgicos que
envolvem principalmente a regulagao do tonus de varios tipos de musculatura lisa, a regulagéo

da pressdo arterial, o transporte de glicose e de eletrdlitos, além de estimularem a reabsorgdo



dssea e a proliferagao celular (BHOOLA et al., 1992). Além dessas agdes, as cininas participam
de varios eventos pré-inflamatérios que incluem dilatagdo venular, aumento da permeabilidade

vascular e estimulagéo de fibras aferentes sensoriais do tipo A e C (MARCEAU et al., 1983;

HARGREAVES etal., 1988; PROUD e KAPLAN, 1988; DRAY e PERKINS, 1997).

Pacientes com dor neuropatica normalmente ndo respondem satisfatoriamente ao
tratamento com drogas analgésicas convencionais como por exemplo, os antiinflamatdrios nao- -
esteroidais e opidides. Estes pacientes respondem aos antidepressivos triciclicos ou inibidores
de recaptacé@o de serotonina e noradrenalina ou, em outras situagGes, com anticonvulsivantes,
todos com eficacia limitada e efeitos adversos indesejaveis (KINGERY, 1}997). Procedimentos
neurocirurgicos e neurocirurgia funcional, incluindo estimulagdo do cérebro ou da medula
espinhal, sdo procedimentds controversos, enquanto a estimulagéo transcutanea do nervo pode
promover algum alivio. Os anestésicos locais também tém sido usados para bloquear pontos de
disparo de estimulos nociceptivos em, nervos periféricos, raizes dorsais, plexos e no sistema
nervoso simpatico, porém com efeito de curta duragéo. O bloqueio permanente com injegdo de
fenol ou a crioterapia apresentam riscos de' prejuizo funcional irreversivel e ndo tém sido
avaliados em modelos controlados por placebo. A administragdo epidural de drogas tais como
clonidina, esteréides; opidides ou midazolam € invasiva, tem efeitos locais e a eficacia destas
drogas nao tem sido avaliada adequadamente. |

Desta forma, atualmente ndo existe tratamento adequado para prevenir o
desenvolvimento da dor neuropatica (NIKOLAJSEN et al., 1997) nem medidas adequadas e
especificas para controlar a dor neufopética ja instalada (KINGERY, 1997; KOLTZENBURG,
1998). Portanto, é necessario desenvolver medidas terapéuticas mais eficazes que possam
controlar mecanismos e sintomas da dor neuropatica (WOOLF e MANNION, 1999).

A dor neuropatica é classificada de acordo com a etiologia do agente causador da leséo

ao sistema nervoso ou de acordo com a distribuicdo anatémica da dor. Embora esta



10

classiﬁcagéo possa ser usada no diagnéstico diferencial da neuropatia e para modificagdes no
tratamento da doenga, ela ndo oferece sustentagdo para o tratamento clinico da dor. A relagdo
entre a etiologia, mecanismos, e sintomas é complexa. A dor que se manifesta em diversas
doengas pode apresentar mecanismos comuns. Por outro lado, um mesmo mecanismo pode ser
responsavel por muitos sintomas diferentes. Além disso, 0 mesmo sintoma em dois pacientes
pode ser causado por mécanismos diferentes. Finalmente, mais de um mecanismo pode estar
em atividade em um Unico paciente e estes mecanismos podem alterar-se no transcorrer do
processo. Portanto, em pacientes com dor neuropatica é impossivel, avinda, reconhecer 0s
mecanismos responsaveis pela dor com base somente na etiologia ou na distribui¢do e natureza
dos sintomas. Sem a identificagdo dos mecanismos, uma boa estratégia de tratamento para
pacientes com esse tipo de dor ndo pode ser adotada (WOOLF e MANNION, 1999).

A dor neuropética periférica manifesta-se como dor espontanea (dor independente de
estimulo) ou hipersensibilidade dolorosa provocada por um estimulo apés dano ou alteragdes
nos neurdnios sensoriais (dor provocada por estimulo). As substancias quimicas que existem ao
redor dos terminais periféricos dos nociceptores determinam uma sensibilidade basal e limiar de
ativagdo, sendo que mediadores inflamatérios e citocinas podem sensibilizar terminais de modo
que estes comecem a responder normalmente a estimulos térmicos e mecanicos indcuos. A
inflamagdo do nervo ou ganglio nervoso pode também alterar a fungdo de neurdnios pelo
surgimento de novos mensageiros quimicos que alteram a fungéo bioquimica ou sobrevivéncia
das células. A perda de células ou axdnios reduz a sensibilidade e induz mudangas nos
neurdnios vizinhos que sobrevivem (WOOLF e MANNION, 1999).

| Diante do exposto, é facil entender porque o tratamento da dor € um dos principais
desafios para a terapéutica médica. A terapia analgésica atual consiste principalmente na
escolha de duas classes de drogas, .0s opidides e as drogas antinflamatorias néo esteroidais.

Embora tenham sido produzidos derivados sintéticos e aprimoradas as técnicas de
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administragdo estes avangos ndo permitiram eliminar os efeitos colaterais tipicos dessas classes
de substancias. Os analgésicos anti-inflamatérios ndo esteroidais causam prejuizos gastro-
intestinais e renais, enquanto que os opidides causam sedacao, depressao respiratdria, nausea,
constipagdo intestinal e possivelmente dependéncia, entre outros efeitos (WIESESENFELD-
HALLIN, 1998). Apesar do avango significativo na elucidagdo dos processos de transmissao da
dor, a morfina (opi6ide), mesmo com os seus efeitos colaterais, continua sendo a substancia
mais utilizada para o tratamento da dor (para revis&o veja: PERKINS e DRAY, 1996). Devido a
esta complexidade' e dificuldade, n3ao s6 para o entendimento, mas também para o
estabelecimento de medidas terapéuticas através do uso de drogas, torma-se necessario o
delineamento de novas altemativas terapéuticas para auxiliar na terapia da dor.

Apesar dos esforgos da comunidade cientifica para desenvolver novas drogas
analgésicas e dos avangos recentes ocorridos em areas como a biologia molecular,
eletrofisiologia e genética, o tratamento dé dor, especialmente a dor cronica aihda constitui um
grande desafio.

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doengas é uma prética comum de
varias civilizagbes e tem sua origem nas tradicdes milenares da China e india (.ERGIL, 1996).
Esta forma de tratamento, hoje bastante difundida no mundo inteiro, foi inicialmente utilizada em
grande escala pela populagéo rural e menos favorecida ﬁn}anceiramente, devido ao dificil acesso
que tinham e ainda tém a medicina alopatica convencional. O aumento do consumo de
fitoterapicos (medicamentos fabricados a partir de plantas medicinais), inicialmente por indicagéo
das terapias chamadas “n&o convencionais” e depois por toda a comunidade médica (HOFFMAN
e LEADERS, 1996), associado ao desenvolvimento de técnicas avan§adas para o estudo das
suas reais. propriedades farmacologicas, vem contribuindo para que o$ produtos naturais
ocupem posi¢do expressiva -no desenvolvimento dé substancias terapéuticas (CRAGG et al.,

1997; DE SMET, 1997; SHU, 1998, CALIXTO et al., 2000a, b; 2001).
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Diversas drogas analgésicas importantes hoje disponiveis no mercado foram obtidas
direta. ou indiretamente a partir de produtos naturais. Dentre elas, podemos citar a morfina,
obtida da Papaver somniferum, a capsaicina, extraida do género Capsicum e o acido salicilico,
extraido do género Salix. A partir do acido salicilico, Dreser sintetizou, em 1899, o acido acetil
salicilico, droga ainda disponivel comercialmente na forma original. Portanto, a necessidade de
novas substancias analgésicas tem renovado o Interesse da maioria das companhias
farmacéuticas por derivados de plantas como fonte de novas drogas clinicamente Uteis (para
revisdo veja: SHU, 1998; DAMAJ et al., 1999; CALIXTO et al., 20004, b; 2001).

Dentre os compostos naturais que tém chamado a atengdo pelos seus efeitos
farmacolégicos e por sua baixa toxicidade estdo os triterpenos pentaciclicos (SAFAYHI e
SAILER, 1997; OTUKI et al., 2001). Os triterpenos pentaciclicos séo compostos encontrados em
diversas familias de plantas superiores (Lauraceae, Rosaceae, Vochysiaceae), e séo de facil
purificagdo (para reviséo veja: MAHATO e SEM, 1997). Dentre as propriedades farmacoidgicas
mais comuns destes compostos podem ser mencionadas: inibicdo da promogdo de tumor,
atividade ant-iinflamatoria (acidos glicirretinico, urséiico, oleandlico e crategélico, B-amirina e
outros) (SUGISHITA, 1982; YING, 1991; SAFAYHI e SAILER, 1997), efeito anti-edematogénico
(acido torméntico) (RECIO et al., 1995), efeito protetor na peroxidagao lipidica (4cidos oleandlico
e ursolico) (LIU, 1995) e também hipoglicemiante (acido torméntico) (VILLAR, 1986; IVORRA,
1988).

O acido torméntico € um triterpeno pentaciclico cuja estrutura quimica compreende cinco
anéis com oito centros quirais (Figura 1) e & pertencente a série dos ursanos (para revisao veja:
RECIO et al., 1995; MAHATO e SEM, 1997). Esse composto & encontrado em varias plantas
como a Ocofea suaveolens, Poterium ancistroides, Hyptis capitata e Vochysia divergens Ponhl

(HOUGHTON e LIAN, 1986; VILLAR et al., 1986; LEE et al., 1988; HESS e MONACHE, 1999).
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Figura 1 — Férmula estrutural do acido torméntico

O é&cido torméntico & extraido das cascas da Vochysia divergens Pohl (Figura 2), planta
pertencente a familia Vochysaceae, originaria da Amazénia mas também encontrada em solos
umidos do pantanal do Mato Grosso do Sul. A Vochysia divergens & conhecida popularmente
como “cambara branco” e utilizada na medicina popular cohtra infecdes e asma (POTT e POTT,
1994).

Existem relatos atribuindo diversas atividades farmacologicas ao acido torméntico. Em
1996, XU e colaboradores demonstraram a atividadé inibitoria in vitro sobre a protease do HIV-1
apresentada pelo acido torméntico isolado a partir da Geum japonicum. VILLAR e colaboradores
(1986) isolaram o acido torméntico a partir da Poterium ancistroides (Rosaceae), popularmente
utilizada para o tratamento do diabetes, e verificaram propriedades hipoglicemiantes desse
principio ativo em ratas. Estudos complementareé realizados por IVORRA e colaboradores
(1988) atribuiram esta propriedade hipoglicemiante a uma provavel! interagdo com células B das
ilhotas de Langerhans.

| HIRAI e colaboradores (2000) verificaram que o triterpeno &cido torméntico € um dos

responsaveis pela resisténcia de morangos & infegéo por fungos (Colletotrichdm fragariae).
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ISOBE e colaboradores (1989) isolaram o &cido torméntico a partir das folhas da Leucoseptrum

stellipillum (MIQ) e demonstraram sua atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans.

Figura 2 — Aspectos gerais das partes aéreas da Vochysia divergens Pohl. (Fonte: MARQUES et
al., 2001).

Em 1995, RECIO e colaboradores observaram atividades antiedematogénicas
sistémicas e topicas do acido torméntico contra edema de pata induzido por carragenina ou no
edema de orelha induzido por 12-O-acetato de tetradecanoilforbol (TPA), respectivamente. A
propriedade antinociceptiva do acido torméntico foi inicialmente descrita por BEIRITH e
colaboradores (1999), utilizando o modelo de nocicepgdo induzida pela formalina. A

administracdo intraperitoneal do triterpeno causou inibigdo tanto da fase neurogénica (primeira
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fase) duanto da fase inflamatéria (segunda fase) do modelo, com Dlso de 12,5 (8,9 - 17,8) e 10,6
(7,8 - 14,3) mg/kg, respectivamente. O acido torméntico mostrou-se ser cerca de 2 a 8 vezes
mais potente em inibir a fase inflamatéria no teste da formalina quando comparado com algumas
drogas anti-inflamatérias ndo esteroidéis (DAINES) como a aspirina, acetaminofeno e dipirona
(BEIRITH, et al., 1999). Contudo, 0 que se destaca é sua eficacia e poténcia em prevenir a
resposta nociceptiva neurogénica, contra a qual a maioria das DAINES é ineficaz. As agGes
antinociceptivas do acido torméntico se assemelham aquelas da morfina e dipirona (BEIRITH ef
al., 1999). Esses reéultados, analisados em conjunto, despertaram o interesse em investigar a
atividade do acido torméntico em outros modelos de nocicepgdo, particularmente na dor

persistente.

2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1) Analisar o efeito antinociceptivo do triterpeno pentaciclico acido torméntico,
administrado através das vias sistémica, topica, espinhal e supraespinhal, em modelos
agudos de nocicepgao quimica e térmica em camundongos.

2) Investigar o efeito do tratamento prolongado por via oral com o acido torméntico na
nocicepgao persistente em camundongos, através do emprego de dois modelos de
nocicepgao: a neuropatia induzida por constrigdo parcial do nervo ciatico e a dor
inflamatoéria causada pela administragao de adjuvante completo de Freund (CFA).

3) Avaliar a possivel interagdo do acido torméntico com os receptores glutamatérgicos,
com o auxilio de técnica de unido especifica (binding) em membranas de

sinaptossomos de cortex cerebral de camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos sui¢os machos e fémeas, pesando entre 20 e 30 g,
criados no Biotério Central da Universidade Federai de Santa Catarina. Os animais foram
mantidos em temperatura controlada (23 = 2 °C), em ciclo 12 h ciaro/12 h escuro, tratados
coﬁ agua e ragdo ad libitum e permaneceram no laboratério durante um periodo de
adaptagdo de pelo menos 1 h antes dos testes farmacoldgicos, realizados geralrﬁente

entre 8 e 17 h, a temperatura de 20 + 3 °C.
3.2. Injecao intratecal (i.t.)

A administragdo de drogas através da via i.t. foi feita de acordo com o método
descrito por HYLDEN e WILCOX (1980), com algumas modificagbes. Inicialmente, os
animais foram imobilizados em um contentor para posterior inje¢do de um volume de 5 pl
da droga em analise ou do veiculb entre as vértebras L5 e L6, com uma microseringa
conectada a um tubo de polietileno. As respostas nociceptivas foram avaliadas apés 10

min.
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3.3. Injecao intracerebroventricular (i.c.v.)

Para a administragéo de drogas através da via i.c.v., seguiu-se 0 método descrito
por LAURSEN e BELKNAP (1986), com algumas modificagdes. Apds serem levemente
anestesiados com éter, os animais receberam uma injegdo contendo 5 pl da droga em
analise ou veiculo num dos ventriculos laterais (coordenadas para localizag@o em relagao
ao bregma: 1 mm lateral, 1 mm rostral, 3 mm vertical). As respostas nociceptivas foram

avaliadas apds 10 min.

3.4. Estudo da atividade antinociceptiva

Os éxperimentos relacionados a seguir foram realizados com a finalidade de
avaliar o efeito antinociceptivo do acido torméntico, administrado por.diversas vias, sobre
modelos de nocicepg¢ao térmica, quimica e mecanica. A possivel interagdo do acido
torméntico com recepto.res glutamatérgicos foi verificada através de ensaio neuroquimico.
A possibilidade de seu efeito antinociceptivo estar associado a efeitos ndo especificos
como queda da temperatura corporal, sedagdo ou relaxamento muscular dos animais

também foi avaliada.

3.4.1. Nocicepcgao induzida pela formalina

Para analisar o possivel efeito antinociceptivo do acido torméntico, foi utilizado o modelo
da nocibepgéo induzida pela forrﬁalina, que permite distinguir dois tipos de dor, uma de origem
neurogénica, como resultado da estimula_géo direta dos neurdnios nociceptivos e outra de origem
inflamatoria, caracterizada pela liberagio de diversos mediadores inflamatérios. O teste da

formalina permite evidenciar duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira, que ocorre
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durante os primeiros 5 min apos a inje¢do de formalina, e a segunda, que ocorre ente 15 e 30
min apés a inje¢éo de formalina (resposta tonica a dor).

Os procedimentos foram realizados como descrito anteriormente por DUBUISSON e
DENNIS (1977) e SHIBATA e colaboradores, (1989), com algumas modificagdes (VAZ et al.,
1996). Foram injetados 20 pul de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) na regido plantar
(intraplantar; i.pl.) da pata posterior direita, em camundongos. Logo apds a inje¢do de formalina,
os animais foram colocados individualmente sob um funil de vidro invertido (20 cm de diametro)
e um espelho posicionado na parte posterior do funil foi utilizado para facilitar a visualizagdo. A
seguir, foi cronometrado por um periodo de 30 min (0-5 min, primeira fase e 15-30 min, seQunda
fasé) o tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com
formalina, sendo esse periodo considerado como indicativo de dor.

Para avaliar o efeito antinociceptivo do acido torméntico neste modelo os animais foram
tratados com este composto através das viaé oral (0.3~ 100 mg/kg), 1 h antes da injegao de
formalina, i.c.v. (0.3 — 30 pg/sitio) ou i.t. (0.3 — 30 pg/sitio) 10 min antes da inje¢ao de formalina.
Os grupos controle receberam o mesmo volume. do vveiculo utilizado para diluir o &cido
torméntico. |

Ao final do tempo de observagdo, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e as patas posteriores foram cortadas na jungdo tibio-tarsal e pesadas em balanga
analitica para quantificagdo do edema induzido pela formalina. A diferenga entre o peso (em mg)

das patas direita e esquerda foi considerada como indice de edema.

3.4.2.Nocicepcao induzida pela capsaicina

Este modelo, proposto por SAKURADA et al., (1992), é importante para o estudo de
compostos que atuam sobre a dor de origem neurogénica. A inje¢do de capsaicina induz

estimulagdo seletiva de um grupo especifico de neurdnios nociceptivos, causando a liberag&o
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periférica e espinhal de varios neuropeptideos (substancia P, neurocinina A e neurocinina B) e
de glutamato (SAKURADA et al.,, 1992; 1993). Este teste foi empregado visando evidenciar a
" possivel interagao do &cido torméntico com mediadores liberados de fibras sensiveis a
capsaicina.

Antes do teste os animais foram colocados individualmente sob um funil de vidro
transparente (20 cm de didmetro) invertido por um periodo de adaptagdo de, no minimo 20 min
Grupos de animais foram tratados com &cido torméntico por via oral (v.0., 0.1 - 10 mg/kg), 1h
antes. Posteriormehte, cada animal recebeu 20 pl de solugado de capsaiciha (1,6 pg/pata),
injetada por via i.pl. Os animais foram observados individualmente durante 5 min apés a injegdo
de capsaicina. O tempo em que o animal permaneceu mordendo ou lambendo a pata injetada

com capsaicina foi cronometrado e considerado como indicativo de dor.

3.4.3. Nocicepgao induzida pelo glutamato

O glutamato & um neurotransmissor importante na transmissdo da informagao
nociceptiva tanto no SNC quanto na periferia. Quando aplicado intraplantarmente, o
glutamato pode causar hiperalgesia em ratos (JACKSON et al., 1995). Levando em
consideragao estes relatos, foi avaliada a possivel agéo antinociceptiva do &cido torméntico
na nocicepgdo induzida pelo glutamato, quando injetado na superficie plantar da pata
traseira direita de camundongos (BEIRITH et al., 2002). Foram injetados 20 ul de glu'tamato
(30,0 umol/pata) na regido plantar (intraplantar; i.pl.) da pata posterior direita, em camundongos.
Logo apés a injegdo, os animais foram colocados individualmente sob um funil de vidro invertido (20
cm de diametro) e um espelho posicionado na parte posterior do funil foi utilizado para facilitar a
visualizagdo. A seguir, foi cronometrado por um periodo de 15 min o tempo em due o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com glutamato, sendo esse periodo

considerado como indicativo de dor.



20

A fim de avaliar o efeito do &cido torméntico sobre a nocicepgao induzida neste
modelo, diferentes grupos de camundongos receberam &cido torméntico por via
intraperitoneal (1 - 200 mg/kg) 30 min antes, oral (1 — 30 mg/kg) 1 h antes ou intraplantar
(10 - 100 pg/pata), co-injetada em associagdo com glutamato (30,0 umol/pata, i.pl.).

Para investigar se a antinocicepgdo causada pelo 4cido torméntico estaria associada
a uma atividade antiedematogénica neste modelo, ao final do tempo de observagio, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as patas posteriores foram

cortadas na jungdo tibio-tarsal e comparadas conforme descrito acima.

3.4.3.1. Ensaio Neuroquimico

A fim de avaliar, a possivel interagao do acido torméntico com receptores glutamatérgicos

utilizou-se a técnica da uni&o especifica de [3H]glutamato.

3.4.3.1.1. Efeito do acido tormeéntico sobre a uniao especifica
(binding) de [°*H]glutamato

Os camundongos foram sacrificados por decapitagdo e os cortices cerebrais foram
dissecados, pesados e homogeneizados em 20 volumes de uma solugdo de sacarose 0,32
M, Tris/HCI 10 mM, pH 7,4 e MgCI2 1 mM em um potter de vidro contendo duas vazas. O
ho'mogeneiz'ado foi centrifugado a 1.000 g durante 15 min. O sobrenadante (S1) dessa
centrifugagdo foi separado e mantido em gelo. O precipitado contendo a fragdo nuclear,
detritos celulares e um pouco de mielina, foi resuspenso no mesmo volume de tamp&o
utilizado inicialmente e centrifugado ndvamente a 1.000 g durante 15 min. O segundo
precipitado foi desprezado, o sobrenadante (S2) misturado a S1, e a mistura centrifugada a
27.000 g, durante 15 min. O precipitado resultante foi resuspenso em 20 volumes de tampéo

Tris/HCI 1 mM, pH 7.4, onde permaneceu no gelo durante 60 min, depois deste periodo foi
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submetido a centrifugagéo a 27.000 g durante 15 min. O precipitado resuspenso em tampéo
Tris/HC! 10 mM, pH 7,4 e centrifugado a 27.000 g durante 15 min (SOUZA e RAMIMREZ,
1991), procedimento que foi repetido trés vezes. O precipitado resultante da terceira
lavagem foi resuspenso em tampéb Tris/HCI 10 mM, pH‘ 7,4 de forma a obter uma
concentragao protéica em torno de 2,0 mg de proteina por ml. A concentragdo de proteinas
foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

Os ensaios de unido especifica (binding) de [*H]glutamato foram realizados em
triplicata em um vblume total de 0,5 ml contendo 0,1 ml de membrana (0,2 - 0,3 mg
proteina), tamp&o Tris/HCI 50 mM, pH 7,4, ligante radioativo ([*H]glutamato, 46 Ci/mmol) 40
nM, na prés_enga ou auséncia de &cido torméntico (concentragdo na ordem de 19,8 e 198,4
puM). A unido inespecifica foi realizada da mesma maneira, com excegao de que 40 uM de
glutamato nao-radioativo (displacer ou deslocador) foram acrescentados ao meio de

incubagdo. Apés 15 min de incubagéo a 30 °C, as membranas foram centrifugadas a 4000

rpm durante 15 mih para separar o [*H]glutamato néo ligado as membranas. O sobrenadante
foi descartado, as paredes dos tubos eppendorf e as superficies dos precipitados (pellets)
foram completa e cuidadosamente lavadas com agua milli-Q a 4 °C. Apés a secagem das
paredes dos eppendorf, o pellet foi resuspenso com solugdo de duodecil sulfato de sddio
(SDS) 0,1% com o intuito de solubilizar as proteinas. Apds 12 h foi retirada uma aliquota de
cada tubo e a estas foi acrescentado o liquido de cintilagdo. A radioatividade foi avaliada em
cintilador (Packard - 1600 TR). A unido especifica (binding) foi calculada como. a diferenga
entre os valores da unido especifica (binding) na auséncia e na presenga do glutamato n&o-

radioativo. Os resultados representam a média de trés experimentos independentes.
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3.4.4. Teste da placa quente

O teste da placa quente foi utilizado de acordo com o método descrito
anteriormente por WOOLFE e MCDONALD (1944), com algumas modificages. Neste
experimento, o aparelho de placa quente (Ugo Basile, modelo-DS 37) foi mantido a 52 + 1
°C. Camundongos foram tratados com &cido torméntico (10 — 100 mg/kg, v.0.), ou com
veiculo (10 ml/kg). A nocicepgdo foi avaliada 1, 2, 3 e 4 h apds o tratamento. Para tal, 0s
.animais foram colqcadbs em-um cilindro de vidro com 24 cm de diametro sobre uma
superficie aquecida. O tempo decorrido entre a colocagdo do animal na superficie
aquecida e o aparecimento da reagdo de lamber as patas foi registrado e considerado
como indice de laténcia a dor. Um tempo méximo de laténcia de 30 s foi utilizado para
prevenir possiveis danos teciduais. Cada animal foi avaliado 24 h antes do teste a fim de

obter uma resposta homogénea entre os grupos (10 + 2 s) eliminando-se aqueles que

apresentaram uma laténcia inadequada na temperatura utilizada.

3.4.5. Medida do desempenho motor

Com o intuito de verificar os possiveis efeitos relaxantes musculares nao
especificos ou sedativos do &cido torméntico sobre o sistema nervoso central, os animais
foram avaliados no teste do rota rod (ROSLAND et al., 1990) e no campo aberto (SIEGEL,

1946; ARCHER, 1973).

3.4.5.1. Teste do rota rod

O aparelho de rota rod (Ugo Basile, Modelo 7600) consiste em um cilindro com 2,5
cm de diametro, subdividido em seis compartimentos por discos de 25 cm de diametro. O
cilindro gira a uma velocidade constante de 22 rotagdes por min. Os camundongos foram

selecionados com 24 h de antecedéncia. Foram escolhidos os animais que tiveram apenas
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uma queda durante 60 s. O tempo em que os animais permaneceram sobre a barra foi
cronometrado em segundos. No dia do experimento, os animais foram tratados com &cido
torméntico (100 mg/kg, v.0.) ou com veiculo 1 h antes de serem submetidos ao teste. Os
resultados foram expressos como tempo (s) que os animais permaneceram sobre o

aparelho de rota-rod. O tempo méaximo utilizado foi de 60 s.

3.4.5.2. Campo aberto (CA)

Os animais foram tratados com acido torméntico (30 mg/kg, v.0.}, gabapentina (70
ou 100 mg/kg, v.0.) ou veiculo 1 h antes de serem submetidos ao teste. O aparelho
consiste em uma caixa (30 x 15 x 30 cm) dividida em nove quadrados. Cada animal foi
colocado individualmente em um canto da caixa. A tendéncia natural de um animal perante
um ambiente novo é a de explora-lo (MONTGOMERY, 1955). Para avaliar esta atividade
foram registrados os seguintes parametros: movimentagdo espontanea dos animais
(namero de cruzamentos com as quatro patas entre as divisdes do campo, definida como
explorag@o horizontal), nimero de comportamentos de auto-limpeza (grooming) e de

levantar (rearing conhecida como exploragéo vertical), durante um periodo de 5 min.

3.4.6. Temperatura corporal

Segundo MOGIL e colaboradores (1998), a alterag@o na temperatura corporal dos
animais submetidos ao tratamento com drogas pode confundir resultados antinociceptivos
tanto no teste da formalina como na placa quente. Para avaliar a possivel interferéncia do
tratamento com o acido torméntico na variagdo da temperatura corporal, foram utilizados
camundongos machos pesando entre 20 e 28 g, e a temperatura basal dos animais foi
avaliada com auxilio de um termdmetro retal (Lumiscope). Aproximadamente 1 h apés a

medida basal, os animais foram separados em 3 grupos e tratados com acido torméntico
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(100 mg/kg, v.0.), morfina (5 mg/kg, s.c.) ou veiculo (10 ml/kg, v.0). A temperatura retal foi
avaliada 30 min pés o tratamento com morfina e 1 h apds o tratamento com &cido

torméntico ou veiculo.

3.4.7. ‘Mononeuropatia causada pela constricao parcial do

nervo ciatico

Péra realizagdo deste experimento foram utilizados camundongos fémeas pesando
entre 20 — 28 g, previamente anestesiadas com hidrato de cloral a 7% (10 ml/kg, i.p.). Foi feita
uma incis@o na coxa, o nervo ciatico foi exposto proximo a trifurcagéo ciatica e ligado em volta de
aproximadamente 1/3 a 1/ 2 da porg&o dorsal, com um fio de sutura 8.0, similar o procedimento
descrito em ratos por SELTZER e colaboradores (1990) e adaptado para camundongos por
MALMBERG e BASBAUM (1998). Em um grupo separado de animais, o nervo ciatico foi exposto
mas nao envolto com fio de sutura (falso operados).

Os animais foram separados em 6 grupos, sendo 3 grﬁpos de operados e os outros 3
grupos de animais falso operados. Um grupo de animais operados foi tratado com acido
torméntico (30 mg/kg, v.0.), outro com gabapentina (70 mg/kg, v.0.) e o terceiro recebeu veiculo
e serviu como controle. O tratamento com cada droga foi realizado 2 vezes ao dia (8h00 e
19h00). Os animais foram avaliados 1 h ap6s o primeiro tratamento, a fim de caracterizar uma
possivel agdo antinociceptiva aguda dos compostos. Para a verificagdo da possivel ago
antinociceptiva do tratamento cronico  dos compostos, 0s animais foram avaliados
aproximadamente as 14th. Com o intuito de avaliar a atividade per se dos compostos, 0s
animais falso operados receberam o mesmo tratamento e foram submetidos a mesma avaliagéo
dos animais gperados.

A alodinia mecanica foi avaliada utilizando-se monofilamentos de von Frey (filamento de

0,6 g), sendo as medidas realizadas no 19, 59, 89, 79, 109, 119, 120, 130 e 140 dias apés a cirurgia.
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O tratamento iniciou-se no 5° dia, quando a neuropatia ja estava instalada, e foi mantido até o
100 dia, quando o tratamento foi interrompido com o intuito de caracterizar a duragao do efeito
antinociceptivo dos compostos testados. No dia anterior a cirurgia os animais foram submetidos
ao teste de von Frey (filamento de 0,6‘ g) para caracterizagao da resposta basal.vApenas 0s
animais que apresentavam uma porcentagem de resposta em tomo de 20% (ver abaixo) foram ,
selecionados. A aplicagdo do filamento de von Frey foi executada utilizando-se uma plataforma
construida especialmente para este teste (PITCHER et al.,, 1999). A plataforma (70 x 40 cm),
consiste de uma tela de arame com malha de 6 mm. Para facilitar a aplicagéo do filamento na
superficie ventral da pata posterior, os animais foram colocados individualmente em uma camara
de observagdo feita em acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo e coberta com tampa, posicionada
sobre a plataforma.

O filamento foi aplicado na pata posterior direita, atendendo alguns critérios como: a
aplicagdo se deu perpendicularmente & superficie plantar, com pressdo suficiente para
proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-se assim pressdo fotal, os animais foram
avaliados quando as quatro patas estavam acomodadas sobre a tela; a resposta de retirada da
pata foi considerada quando o animal removia totalmente a pata da tela de apoio. O teste
consiste na aplicagdo do filamento, com a duragdo de 1 s, por 10 vezes consecutivas. Cada
retirada da pata foi considerada 10% de resposta, sendo que 10 retiradas correspondem a 100%
de resposta. Foi obedecido um intervalo de 5 s entre uma aplicagéo e outra.

A escolha do filamento de vdn Frey (0.6 g) foi determinada através de uma triagem
prévia. Foram aplicados os filamentos 0.07,0.6, 1.0e 2.0 g hos animais conforme citado acima,
para caracterizar a melhor resposta basal. Com a aplicagéo do filamento 0.6 g os animais
responderam com uma freqiéncia de retirada em torno de 20%, uma média considerada ideal

para se avaliar alodinia mecanica.
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3.4.8. Modelo de nocicepgiao inflamatodria créonica induzida por

CFA

Com o objetivo de avaliar o possivel efeito do &cido torméntico na nocicepgdo de origem
inflamatéria persistente, utilizou-se o modelo de dor inflamatéria causada pelo adjuvante

completo de Freund (CFA). Para tal, 20 pl de CFA foram injetados na regido plantar (i.pl.) da

pata posterior direita dos camundongos. A alodinia mecanica foi avaliada 24 h apos a aplicagdo
do indutor, utilizando-se o filamento de von Frey 0,6 g. Aplicou-se o filamento como descrito no
item anterior nas duas patas posteriores, a fim de ‘investigar alodinia mecanica secundaria (pata
contralateral). Apds a instalagdo da alodinia mecanica na pata ipsilateral, 1 dia apdés a
administragdo do CFA, iniciou-se o tratamento com acido torméntico (30 mg/kg, v.0., 2 vezes ao
dia) sendo que o grupo controle recebeu apenas o veiculo. O efeito agudo foi investigado,
tomando a primeira medida 1 h ap6s o tratamento. Subseqiientemente, a avaliagao foi feita uma
vez ao dia (aproximadamente as 14h00) até o 119 dia apés a aplicagdo de CFA. Com o inicio do
tratamento prolongado, os animais foram avaliados 6 h apés a primeira dose do dia. O
~ tratamento seguiu do 10 ao 59 dia, reiniciou no 79 e seguiu até o 110 dia, quando .entéo, 0s

animais foram sacrificados por deslocamento cervical e sua cavidade abdominal foi aberta. O
estdmago foi retirado e aberto ao longo da pequena curvatura, lavado com PBS e esticado em
uma chapa de corti¢a, e foi observado com auxilio de lupa com o objetivo de avaliar a presencga 7
de lesbes na mucosa gastrica.

No dia antérior a aplicagdo de CFA os animais foram submetidos ao teste de retirada da
pata, aplicando-se filamento de von Frey 0,6 g para caracterizag&o da resposta basal. |

A fim de avaliar o possivel efeito antiedematogénico do acido torméntico, o edema das
patas postériores tambéfn foi quantificado diariamente. A espessura das patas, medida com um

micrometro (Digimatic outside micrometer, Mitutoyo),‘foi utilizada como indice de edema.
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3.5. Drogas e solugodes utilizadas

As éeguihtes substancias foram utilizadas: o acido torméntico utilizado para os testes
farmacolégicos descritos nesta dissertagdo foi extraido da fragéo etanélica.da casca pulven‘zadé
da Vochysia divergens Pohl, (Vochysiaseae). O composto foi isolado com alto grau de pureza
(98%) e com rendimento de 17,5% (HESS e MONACHE, 1999) (fornecido pelo Departamento
de Quimica da UFMS). A procedéncia das drogas utilizadas foram: Merck AG, (Darmstadt,
Alemanha) para formaldeido e cloridréto de morfina; Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA)
para o acido L-glutamico e CFA; Calbiochem (San Diego, USA) para a capsaicina; Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil) para o hidrato de cloral; Synth (Sdo Paulo, Brasil) para o tween 80;
Neurontin (Park-Davis, Brasil) para a gabapentina; Amersham International (U.K) para o
[3H]glutamato (46 Ci/mmol). Todas as solugbes de drogas foram preparadas imediatamente
antes do uso em solugdo salina (NaCl 0,9% v/v), com excegdo da capsaicina, que foi
préparada em etanol absoluto, e do acido torméntico que foi dissolvido em NaCl 0,9% +
tween 80. O veiculo que serviu de controle foi composto por NaCl 0,9% + tween 80. Tanto a
concentragzo final de etanol como a de tween nao excederam 5% e nao causaram quéisquer

efeitos per se. Nos estudos neuroquimicos, as drogas foram dissolvidas em agua de Milli Q.

3.6. Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M),
exceto os valores de Diso (a dose ou concentragdo da droga capaz de reduzir em 50% as
respostas nociceptivas em relagdo ao valor controle) que estdo apresentadas como as

meédias geométricas acompanhadas de seus respectivos limites de confian¢a de 95%. As
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Dlsos foram caldulados a partir de experimentos individuais, usando pelo menos trés doses
de acido torméntico através dd método de regressao linear por intermédio do programa
GraphPad Prism 1.03 software (GraphPad Software). As Dlsgs foram calculadas mesmo
quando a inibigdo maxima apresentada foi por volta de 50%, sabendo-se da imprecisio do
resultado. A diferenga estatisticamente significativa entre os grupos foi avaliada através de
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de multiplas comparagdes de
Dunnett ou pelo teste “f'de Student para amostras n&do-pareadas, quando apropriado.
Valores de P menores que 0,05 (P < 0,05) foram considerados como indicativos de

significancia.
4. RESULTADOS

4.1. Estudo da atividade antinociceptiva

4.1.1. Nocicepcgao induzida pela formalina

De acordo com BEIRITH e colaboradores (1999), o &cido torméntico administrado
por via i.p. (3 — 60 mg/kg, 30 min) inibiu tanto a primeiré quanto a segunda fase da
nocice.pc;éo induzida pela formalina. Utilizou-se 0 mesmo modelo para testar outras vias de
administrag@o. Os dadbs apresentados na Figura 3 mostram que o &cido torméntico
administrado pela via oral (0,3 - 100 mg/kg) causou inibigao significativa tanto da fase
neurogénica (0 a 5 min) quanto da fase inflamatéria (15 a 30 min) da nocicepg¢do induzida
pela formalina. O valor médio calculado da Dlso foi de 11 (3,59 - 35,05) mg/kg para a
primeira fase. As inibigdes observadas, em relagdao ao controle, fofam de 55 £ 8% na

primeira fase e 50 + 9% na segunda fase. Entretanto, o acido torméntico nao inibiu de
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maneira significativa o0 edema de pata associado a fase inflamatéria do teste da formalina

(resultados nao apresentados).
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Figura 3 - Efeito antinociceptivo do acido torméntico (AT) (0,3 a 100 mg/kg), quando administrado por
via oral 1h, em relagdo a primeira (A) e a segunda fase (B) da nocicepgdo induzida pela injegdo
intraplantar de formalina em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 - 8 animais e as
linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01.

Conforme resultados mostrados na Figura 4, quando administrado por via i.t. (0,3 -
30 pag/sitio) ou i.c.v. (0.3 - 30 pg/sitio) 10 min antes, o &cido torméntico ndo foi capaz de
inibir significativamente as duas fases da dor induzida pela formalina. Da mesma forma,
independente da via de administragdo, o é&cido torméntico n&o inibiu de maneira
significativa o edema de pata associado a fase inflamatéria do teste da formalina

(resultados n&o apresentados).
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Figura 4 - Efeito do tratamento do &cido torméntico (AT) pelas vias intracerebroventricular (i.c.v.)
(painéis A e B) e intratecal (i.t.) (painéis C e D), em relagao a primeira (A e C) e segunda fase (B e
D) da nocicepgao induzida pela lnjegao intraplantar de formalina em camundongos Cada grupo
representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais os E.P.M.

4.1.2. Nocicepg¢ao induzida pela capsaicina

Os resultados apresentados na Figura 5 demonstram que o acido torméntico,
administrado por via oral (0,1 — 3,0 mg/kg), 1 h antes, apresentou efeito antinociceptivo
significativo quando avaliado no modelo da dor induzida pela capsaicina. A inibigao

maxima observada, em relagdo a resposta controle, foi de 46 + 11%.
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Figura 5 - Efeito antinociceptivo causado pelo acido torméntico (AT), quando administrado pela via
oral, 1 h antes, em relagdo a nocicepgdo induzida pela injegdo intraplantar de capsaicina em
camundongos. Cada grupo representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais os E.P.M.
Difere significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.

4.1.3. Nocicepgcao e edema de pata induzidos pela injecao

intraplantar de glutamato

Os resultados da Figura 6 demonstram que o &cido torméntico foi capaz de inibir, de
maneira proporcional a dose administrada, a nocicepgdo causada pela inje¢ao intraplantar
de glutamato (30,0 pmdl/20 ul) em camundongos. Esta atividade antinociceptiva foi
observada quando os animais foram tratados com acido torméntico pelas vias i.p. (1 - 200
mg/kg) ou oral (1 — 30 mg/kg), 30 min e 1 h antes da inje¢do intraplantar de glutamato,
respectivamente, ou ainda pela via i.pl. (10 - 1 00 pg/pata) co-injetado em associagao com
o glutamato (Figura 5 A, B e C respectivamente). As inibigées observadas, em relagdo aos

grupos controle, foram 76 + 7%, 65 + 7%, 46 + 8% respectivamente. Os valores médios

das Dlsos foram 11,85 (6,45 - 21,78) e 7,38 (3,91 —~ 13,95) para as vias i.p. e oral,

respectivamente.
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Independente da via de administragdo utilizada, o acido torméntico ndo apresentou
efeito significativo sobre o edema de pata associado a inje¢@o intraplantar de glutamato,

(resultados n&do apresentados).
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Figura 6 — Efeito do acido torméntico (AT) administrado por via intraperitoneal (i.p., 30 min A), oral
(v.0., 1h B) ou intraplantar (i.pl., C), em relagdo a nocicepgao induzida pela inje¢ao intraplantar de
glutamato Cada grupo representa a média.de 6 - 10 animais e as linhas vemcals os E.P.M. Difere
significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.

4.1.3.1. Efeito do acido torméntico sobre a uniio especifica

(binding) de [*H]lglutamato em cértex de camundongos

Os resultados representados na Figura 7 mostram que o &cido torméntico (19,8 e
198,40 uM) nao causou inibigao significativa da unido especifica (binding) do [*H]glutamato

em membranas de cortex cerebral de camundongos.
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Figura 7 — Efeito do acido torméntico (AT) sobre a unido especifica (binding) de [*H]glutamato em
membranas de cortex cerebral de camundongos, utilizando concentragdes de 10 e 100 pg/ml de

acido torméntico. Cada barra representa a média de trés experimentos independentes (cada
experimento realizado em ftriplicata) e as linhas verticais indicam os E.P.M. Difere
significativamente do grupo controle, ***P <0,001.

4.1.4. Teste da placa quente

O tratamento dos animais com &cido torméntico (10 — 100 mg/kg, v.0.) 1 h antes,
~ causou efeito antinociceptivo significativo, verificado através do aumento do tempo de
laténcia dos animais sobre a placa aquecida, quando avaliado 1, 2, 3 e 4 h apés o
trataménto conforme mostra a Figura 8. As dose de 30 e 100 mg/kg apresentaram
aumento do tempo de Iéténcia ja na primeira h, sendo que esse efeito durou até 3 h, com

um pico de agéo 2 h ap6s tratamento.
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Figura 8 — Curvas tempo e dose resposta para o efeito antinociceptivo do &cido torméntico (AT),
quando administrado pela via oral, em relagdo a nocicepgéo térmica no modelo da placa quente
em camundongos. (@: controle (veiculo); O: AT 100 mg/kg; O: AT 30 mg/kg; A: AT 10 mg/kg).

Cada grupo representa a média de 4 - 6 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere
significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.

4.1.5. Medida do desempenho motor

O acido torméntico, na dose de 100 mg/kg (maidr dose testada, por via oral, nos
modelos de dor), administrado por v.0. 1 h antes do teste, n&o alterou significativamente a
resposta motora dos animais quando avaliado no modelo do rota rod (dados nao
mostrados). O tempo que os animais controle permaneceram no aparelho foi de 57,14 +
0,73 s, enquanto que o tempo que os animais tratados com &cido torméntico permaneceram
foi de 57,16 £ 0,74 s.

Além disso, acido torméntico (30 mg/kg) e a gabapentina (70 mg/kg), administrados
por v.0. 1 h antes, ndo alteram significativamente a resposta dos animais no teste do
campo aberto quando comparados aos animais do grupo controle. Porém, a gabapentina
na dose de 100 mg/kg, v.o. interferiu tanto no nimero de cruzamentos quanto na

capacidade exploratéria dos animais (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito do tratamento dos animais com acido torméntico (AT) (30 mg/kg), gabapentina
(70 ou 100 mg/kg) ou veiculo no modelo do campo aberto. Cada grupo representa a média de 6
animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01 e
**P <0,001. ‘

4.1.6.Temperatura corporal

Os animais tratados com morfina (5 mg/kg, s.c. 30 min antes) tiveram uma
significativa redugdo na temperatura corporal. Porém nos animais tratados com é&cido
torméntico (100 mg/kg, v.0.) ou veiculo (10 mi/kg, v.0.), 1 h antes, ndo foram observadas

alteragdes significativas da temperatura corporal (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito do tratamento com &cido torméntico (AT) (v.0.) ou morfina (s.c.), na temperatura
retal de camundongos. As barras brancas representam os valores antes do tratamento, e as
barras pretas pés tratamento. Cada grupo representa a média de 6 animais e as linhas verticais os
E.P.M. Difere significativamente do pré tratamento, *P<0,05.



36

4.1.7. Mononeuropatia causada pela constrigao parcial do nervo

ciatico

Conforme mostra a Figura 12, a ligagdo parcial do nervo ciatico produziu aumento na
freqiéncia de retirada (alodinia mecénica) da pata ipsilateral, avaliada pela aplicagdo do
filamento de von Frey 0,6 g. Os animais operados apresentaram sinais de alodinia a partir do 5°
dia apés a cirurgia, atingiram a resposta maxima no 7° dia e a sensibilidade permaneceu
aumentada por mais de 14 dias. A cirurgia ndo alterou significativamente tanto a freqliéncia da
pata contralateral dos animais operados (dados ndo mostrados) 'quanto a freqiéncia da pata
ipsilateral (Figura 12) e contralateral dos animais falso operados (dados ndo mostrados). O
tratamento agudo (1 h) com gabapentina (70 mg/kg), mas ndo com acido torméntico (30 mg/kg),
diminuiu significativamente a resposta de retirada da pata ipsilateral nos animais com les&o no
nervo ciatico (Figura 11). Por outro lado, o tratamento prolongado por via oral com é&cido
torméntico (30 mg/kg, 2 vezes ao dia), diminuiu siéniﬁcativamente a resposta de retirada da pata
ipsilateral nos animais com ligagao parcial do nervo ciatico, observado 3 dias apés o inicio do
tratamento, efeito que se manteve por até 3 dias apés a sua retirada (Figura 12). A gabapentina
administrada por via oral (70 mg/kg, 2 vezes ao dia) apresentou urh perfil semelhante ao &cido
tormén'tico, porém a duragao do efeito apds retirada da droga foi menor. A inibigdo observada foi

de 91 £ 19% para o acido torméntico e 76 + 13% para a gabapentina. O mesmo tratamento néo

alterou a resposta de retirada da pata dos animais falso operados, demonstrando que ambas as

drogas nao alteram o limiar mecanico dos animais (dados ndo mostrados).
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Figura 11 - Efeito do tratamento agudo por via oral com &cido torméntico (AT) ou gabapentina na
aiodinia mecanica induzida pela ligagao parcial do nervo ciatico. O tratamento agudo iniciou-se no
5° dia apés a cirurgia quando a alodinia mecanica ja estava instalada. Os valores basais foram
obtidos no dia anterior a cirurgia. As barras brancas representam os valores antes do tratamento,
enquanto as barras pretas 1 h apés o tratamento. Cada grupo representa a média de 6 - 8 animais
e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do pré tratamento, *P<0,05; difere
significativamente do grupo de falso operados, ##P<0.001. '
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Figura 12 — Curva tempo resposta para o efeito antinociceptivo apés tratamento por via oral com
acido torméntico (AT) ou com gabapentina na aiodinia mecanica induzida pela ligagao parcial do
nervo ciatico. Os valores basais foram obtidos no dia anterior a cirurgia. @: falso operados (NaCl
0,9% + Tween 80); O: operados controle (veiculo); T: AT (30 mg/kg); A: gabapentina (70 mg/kg).
Cada grupo representa a média de 6 — 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere

significativamente do grupo controle, *P<0,05; **P<0,01 e ***P <0,001; difere significativamente do
grupo de falso operados, ###P<0,001.

4.1.8. Modelo de nocicepgao inflamatéria créonica induzida por

CFA

A injegdo de CFA aumentou a freqiiéncia de retirada da pata apds aplicagdo do
filamento de von Frey tanto na pata ipsilateral & ihjegéo, como na contralateral, porém com perfil
diferente (Figura 13 A e B). A alodinia mecanica na pata tratada (ipsilateral) foi notada a partir do
10 dia ap6s a aplicagdo de CFA e continuou aumentada até o 11° dia. Na pata contralateral a
alodinia mecanica apareceu no 2° dia, nao foi observada no 3¢, 4° e 5¢ dia, porém retornou no
6o dia e permaneceu aumentada até o 11° dia ap6s a injegdo de CFA. O tratamento agudo com
acido torméntico por via oral (30 mg/kg) 1 h antes, n&o foi eficaz em inibir de forma significativa a

alodinia mecanica (dados ndo mostrados). No entanto, o tratamento prolongado por via oral com
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acido torméntico (30 mg/kg, 2 vezes ao dia), diminuiu significativamente a alodinia mecanica a

partir do 2° dia do tratamento e atingiu inibigdo maxima de 82 + 9% no 4° dia. A suspensao do

tratamento com acido torméntico (30 mg/kg, 2 vezes ao dia) no 5° dia apés a aplicagdo de CFA
permitiu restabelecer a alodinia mecénfca na pata ipsilateral. O tratamento com acido torméntico
iniciado no 7° apés CFA e mantido at¢ o 11° dia novamente causou marcada agéo
antinociceptiva cuja inibigdo méaxima ja foi atingida no 2° dia na pata contralateral (100 + 11%) e

no 3° dié na pata ipsilateral (82 + 7%), apos o retomo do tratamento (Figura 13). O mesmo

tratamento n&o inibiu dev maneira éighiﬁcativa a formagdo do edema de pata induzido pelo CFA.
No 11° dia os animais foram sacrificados e examinados quanto a presenga de irritagdo géastrica
elou Ulcera, sendo que ndo foi detectado nenhum sinal de lesd@o no trato gastrointestinal

(resultados n&o apresentados).
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Figura 13 -Efeito antinociceptivo dependente do tempo para o efeito antinociceptivo causado pelo
tratamento por via oral com &cido torméntico (AT) na alodinia mecanica induzida pelo CFA na pata
ipsilateral (A) e na pata contralateral (B). Os valores basais foram obtidos no dia anterior a
aplicagéo de CFA. @: controle (Veiculo); O: tratados com (AT 30 mg/kg). Cada grupo representa
a média de 6 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle,
*P<0,05 e **P<0,01; ***P <0.001; difere significativamente da medida basal,###P<0.001.
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente estudo mostram que o tratamento agudo
sistémico dos animais com acido torméntiéo mostrou-se efetivo em inibir a nocicepg&o de origem
neurogénica causada tanto pela administragdo de formalina como pela administragdo de
capsaicina em camundongos. Em adig&o, o acido torméntico administrado pela via sistémica ou
~local foi efetivo em inibir a nocicep¢ao induzida pelo glutamato. Além disso, os resultados do
~ presente estudo mostram que o tratamento prolongado por via oral com o acido torméntico
reduziu de maneira significativa a nocicep¢ao persistente causada pela constrigdo parcial do
nervo ciatico (dor neuropatica) e a dor inflamatéria persistente causada pela administra¢do do
adjﬁvante completo de Freund em camundongos. Esses resultados sdo relevantes considerando
a atual falta de alternativas terapéuticas para o tratamento da nocicep¢ao persistente,
especialmente nas neuropatias.

Quando testado no modélo da dor induzida pela inje¢ao intraplantar de}formalina, 0
acido torméntico, administrado pela via oral, inibiu de maneira significativa as duas fases de
nociCepgéo induzida pela formalina. O modelo da formalir{a é caracterizado por dois tipos
distintos de nocicepgao. Diversos autores tém proposto que a primeira fase (fase neurogénica)
da nocicepgao causada pela formalina envolve a estimulagdo quimica direta dos nociceptores
(DUBUISSON e DENNIS, 1977; HUNSKAAR et al., 1985), principalmente das fibras aferentes do
tipo C e também, em parte; das fibras A8 (HEAPY et al., 1987). A formalina também & capaz de
degranular mastdcitos causando a liberagéo de histamina e serotonina (FUJIMAKI et al., 1992).
Estudos recentes realizados por PARADA e colaboradores (2001), com o uso de antagonistas
especificos, mostraram a participagdo de receptores Hq para a histamina tanto na primeira
quanto na segunda fase da nocicepgao induzida pela formalina, enquanto os receptores Hz ndo
parecem estar envolvidos neste modelo de dor. Além disso, animais com delegdo génica dos

receptores Hq também confirmam o envolvimento desses receptores nas duas fases da dor
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induzida pela formalina (MOBARAKEH et ai., 2000). No que diz respeito a participagdo da
serotonina na nocicep¢ao causada pela formalina, existem evidéncias indicando que os
receptores do tipo 5-HT43 possam estar envolvidos tanto na primeira quanfo na segunda fase
desse modelo de nocicep¢do, enquanto que os receptores 5-HT1a parecem ter participagéo
apenas na segunda fase. A ativagdo direta do nociceptor por histamina e serotonina libera
neuropeptideos como substancia P, neurocinina A, neurocinina B e o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) (SANTOS e CALIXTO, 1997a; CAO et al, 1998), além de
| aminoacidos excitatérios como o glutamato e o aspartato (OMOTE et al, 1998). Estes
mediadores quimicos parecem ser os responsaveis pela nocicepgao transitoria observada entre
0 e 5 min apos a injegdo de formalina. A entrada de estimulos nociceptivos no SNC ativa as vias
descendentes inibitorias analgésicas (como as opioidérgicas). Comportamentalmente, pode ser}
observada uma interfase entre 5 a 15 min apés a aplicagdo de formalina, periodo no qual
praticamente ndo é obsewada resposta nociceptiva. Por outro lado, a liberagag de
neuropeptideos, aminoéacidos excitatérios e produtos da degranulagdo de mastécito durante |a
primeira fase causa extravasamento plasmatico, vasodilatago de Capilares vizinhos, ativagao de
fibras simpaticas, mastécitos e macréfagos. Este processo produz liberagdo de varios outros
mediadores do processo inflamatério, tais como as cininas, prostaglandinas, ATP, NGF, citocinas
dentre outros. Em conjunio, estas substancias interagem com receptores especificos ativando os
nociceptores e as células do sistema imune. Este processo produz sensibilizagdo das vias‘-
periféricas e centrais (espinhais e supra-espinhais) de condugdo da dor, caracteristica da\
segunda fase da nocicepgao (fase inflamatéria), observada de 15 a 30 min apds a aplicagdo de
formalina (HUNSKAAR e HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989; CORREA e CALIXTO 1993; Y,
' TJOLSEN e HOLE, 1997).

O acido torméntico, administrado pela via oral, apresentou praticamente a mesma

eficacia para as duas fases da resposta éalgica do modelo nocicepgado induzida pela formalina,
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enquanto doses menores inibiram significativamente a fase neurogénica, apenas doses maiores
foram capazes de inibir significativamente a fase inflamatéria neste modelo. Contudo, o &cido
torméntico, administrado centralmente através das vias intratecal ou intracerebroventricular, foi
ineficaz em inibir quaisquer das duas fa.ses de nocicepgéo induzidas da formalina, sugerindo que
o sitio envolvido na sua agéo antinociceptiva esta principalmente relacionado a periferia. Além
disto, a auséncia de efeito anti-edematogénico no teste da formalina indica que o efeito anti-
nociceptivo do acido torméntico certamente ndo esta relacionado com um possivel efeito anti-
inflamatério generaliiado.

Devido a eficacia do acido torméntico em inibir a primeira fase do teste da formalina,
julgou-se bportuno avaliar a agdo deste composto em um modelo mais especifico de nocicepgao
de origem neurogénica, que é o teste da capsaicina. A nocicep¢do induzida pela capsaicina é
similar a primeira fase da nocicepgao induzida pela formalina, isto é, provavelmente corresponde
a estimulagao direta dos nociceptores periféricos. A capsaicina € o principio pungente presente
em varias espécies de Capsicum (pimenta vermelha) que, quando aplicada na pele ou injetada
em animais, produz irritagao caracterizada por reagao dolorosa e subsequente dessensibilizagdo
para a dor induzida quimicamente (JANCSO et al., 1981; SAKURADA et al., 1992).
Recentemente, foi demonstrado que a capsaicina atua através da ativagdo de receptores
especificos, denominados de receptores vaniléides do tipo 1 (VR-1). Esses receptores estdo
seletivamente expressos em fibras sensoriais nociceptivas, principalmente as do tipo C
(CATERINA et al., 1997). Estudos realizados em animais com delegdo génica do receptor VR-1
demonstraram que esse receptor & essencial para o desenvolvimento de hiperalgesia térmica
que acompanha os processos inflamatérios (CATERINA et al., 2000; DAVIS et al., 2000). De
fato, o calor (acima de 43 °C) e ambiente &cido (pH 6) ativam os receptores vanildides (para
revisdo JULIUS e .BAUSBAUM, 2001). A capsaicina é uma molécula hidrofébica que possui

similaridade estrutural com vérios segundos mensageiros lipidicos. Relatos da literatura
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demonstram que a interagdo de mediadores envolvidos nos processos inflamatérios (como a
bradicininé, NGF e o ATP) com seus receptores produz mensageiros lipidicos (como
anandamida e produtos da iipooxigenase), que por sua vez ativam receptores VR-1 (HWANG et
al., 2000; PREMKUMAR e AHERM, 2000; CHUANG et al., 2001; TOMINAGA et al., 2001). Além
disso, as proteinas quinases como a PKC e a PKA fosforilam o receptor VR-1 e aumentam a
afinidade por ligantes enddgenos por seus receptores, como é o caso da anandamida
(LOPSHIRE e NICOL, 1998; PREMKUMAR e AHERM, 2000). Uma vez ativados, os receptores
vanildides causam influxo de cations (principalmente Ca?* e Na*) que, em conseqiiéncia,
produzem despolérizagéo e excitagdo dos neurdnios levando a liberagdo de neuropeptideos
(GAMSE et al., 1979; SZOLCSANYI, 1985; LEMBECK, 1988; OH et al., 1996; CATERINA et al.,
1997; SANTOS e CALIXTO, 1997a; b; SZALLAS| e BLUMBERG, 1999).

’Apés a irritagdo violenta inicial, a exposigao prolongada ou a aplicagdo de altas
concentragdes de capsaicina em humanos e animais causa insensibilidade a um estimulo nocivo
posterior. Este processo de dessensibilizagdo permanece por semanas ou meses apds a
administragdo de capsaicina (para revisdo ver: SZALLAS! e BLUMBERG, 1999). Por este
motivo, a capsaicina tem sido utilizada clinicamente como analgésico coadjuvante topico em
varios estados de dor cronica (SZALLASI e BLUMBERG, 1999), apesar do desconforto
produzido pela primeira exposi¢do a droga. Diante dessas evidéncias, foram produzidos varios
analogos estruturais da capsaicina que possuem efeitos analgésicos sem possuir efeito irritante
(por exemplo o olvanil). A sintese deste tipo de molécula. é promissora para o desenvolvimento
de novas drogas analgésicas terapeuticamente 'relevantes (para revisdo ver SZALLASI e
BLUMBERG 1999; CALIXTO et al., 2001).

O 4cido torméntico administrado pela via oral causou inibigao significativa da nocicepgéo
. induzida pela capsaicina, com eficacia semelhante a aquela apresentada no modelo de

nocicepgdo induzida pela formalina. Esses resultados sdo relevantes, j& que a maioria das
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drogas anti-inflamatérias n&o esteroidais (DAINES) testadas é ineficaz em prevenir a nocicepgao
neurogénica causada pela capsaicina (SHIBATA et al., 1989; MALMBERG e YAKSH, 1992;
CORREA e CALIXTO, 1993; VAZ et ai., 1996; SANTOS et al., 1998).

No teste da placa quente, um estimulo térmico ativa nociceptores que transmitem
informagdo nociceptiva aguda a regides especificas no SNC, produzindo uma resposta
nocifensiva organizada (MOGIL et al., 1999). Por este motivo a placa quente é um dos métodos
mais utilizados no estudo de drogas analgésicas, principalmente aquelas com agZo no SNC tais
como os opidides e os anestésicos gerais (WALKER et al., 1999). Estudos recentes sugerem a
participagdo de mecanismos periféricos da transmiss&o da resposta nociceptiva térmica. Assim,
além do VR-1, outros receptores como o VRL-1 (receptor relacionado ao VR-1) e o SIC (receptor
inativado pelo estiramento) foram clonados e identificados como proteinas termoreceptores (para
revisdo ver: REICHLING e LEVINE, 2000). A ativagao destas proteinas causa influxo de ions em
neurdnios sensoriais, iniciando o processo de condugdo da informagdo nociceptiva térmica.
Animais com delegdo génica para o receptor VR-1 demonstram défices na transmissdo de
estimulos térmicos avaliados in vivo e in vitro (CATERINA et al., 2000; DAVIS et al., 2000). De
fato, a dele¢do génica do VR-1 ou a dessensibilizagdo causada pelo tratamento agudo com
capsaicina produz aumento na laténcia dos animais ao estimulo da placa quente (GAMSE, 1982;
CATERINA et al., 2000). Porém, os animais nocautes para o receptor VR-1 continuam tendo sua
sensibilidade mecanica inalterada, sugerindo que a ftransmissdo dos estimulos térmicos e
mecanicos agudos possuem vias de transmissdo diferentes. De maneira interessante, o acido
torméntico mostrou efeito antinociceptivo significante e duradouro no teste da placa quente.
Convém lembrar que o acido torméntico néo alterou o limiar do estimulo mecanico dos animais

avaliados pelo_filamento de von Frey. Estes dados estdo de acordo com os resultados

observados na nocicepgdo causada pela capsaicina e sugerem que o &cido torméntico interfere
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seletivamente com a transmiss&o da informagao nociceptiva gerada por fibras que expressam o
receptor VR1 e sdo sensiveis a capsaicina. |

Os principais mediadores liberados durante a dor neurogénica sdo o glutamato e o
aspartato. Também tem sido demonstrado que esses aminoacidos séo liberados apds a injegéo
intraplantar de formalina (OMOTE et al., 1998). O glutamato atua em recéptores proprios do tipo
NMDA e n&o-NMDA. Os receptores chamados de ndo-NMDA subdividem-se em metabotrépico,
cainato e AMPA. Enquanto que os receptores NMDA, cainato e AMPA constituem canais ionicos,
0s réceptores metébotrépicos sdo acoplados a proteinas G (NAKANISHI e MASU, 1994;
DICKENSON, 1995; HUDSPITH, 1997). Todos os receptores glutamatérgicos parecem estar
envolvidos na transmissdo da nocicepgdo, tanto central como periférica (ZHOU et al., 1996;
LUFTY et al., 1997; BOXALL et al., 1998; PROCTER et al., 1998; ZAHN et al., 1998). De fato, a
administragao intratecal ou intraplantar de glutamato causa nocicepgdo em camundongos e ratos
(RAIGORODSKY e URCA, 1987; BEIRITH et al., 2002) e a administragdo perifériéa de
antagonistas glutamatérgicos pode prevenir esse efeito,.bem como a hiperalgesia e a inflamag&o
induzida pela injegéo intraplantar de formalina (CARLTON et al., 1995; JACKSON et al., 1995;
ZHOU et al., 1996). Na periferia, o efeito nociceptivo do glutamato parece ser mediado tanto por
receptores ionotropicos quanto metabotrépicos. Além disto, o glutamato também produz edema
de pata que é mediado somente por receptores AMPA, cainato e pela produgéo de 6xido nitrico
(BEIRITH et al., 2002). De maneira extremamente eficaz, quando comparado aos outros
modelos testados, o acido torméntico administrado pela vias intraperitoneal, oral e intraplantar
inibiu a nocicepgdo, mas ndo o edema, causados pela injegdo intraplantar de glutamato em
camundongos.

Diferentemente de grande parte das drogas analgésicas utilizadas na clinica, o acido
torméntico apresentou praticamente a mesma poténcia quando administrado por via oral e por

via intraperitoneal, sujerindo que a sua biodisponibilidade é praticamente a mesma quando
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administrado por ambas as vias. A biodisponibilidade é o termo utilizadb para indicar a
quantidade de uma droga que atinge seu local de agdo ou um liquido biolégico a partir do qual o
farmaco tem acesso a seu local de agdo. Sabe-se que, os farmacos presentes no trato
gastrointestinal podem sofrer metabolizagdo pelas enzimas da mucosa, pela flora intestinal ou
pelo figado, antes de terem acesso a circulagdo sistémica (BENET et al., 1996). Quando a
capacidade metabdlica ou excretora do figado para uma determinada droga for grande, a
biodisponibilidade diminui consideravelmente. Contudo, os jresultados do presente estudo
sugerem que o écido torméntico parece ndo sofrer metabolizagdo que interfira com suas
propriedades antinociceptivas. Porém, estudos farmacocinéticos especificos deverdo ser
realizados para avaliar melhor esta possibilidade. Tendo em vista que, 0 uso da via oral em
humanos possui algumas vantagens tais como seguranga, conveniéncia e economia (BENET et
al., 1996), optou-se somente pela administragao oral para testar a atividade do acido torméntico
em outros modelos de nocicepgéo.

A eficacia antinociceptiva do acido torméntico sobre a nocicep¢do induzida pelo
glutamato fez com que se investigasse a sua possivel interagdo direta deste composto com os
receptores glutamatérgicos utilizando a técnica de unido especifica (binding) em membranas de
cortex cerebral. Porém, nas condigbes avaliadas, o acido torméntico ndo foi capaz de inibir a
unidgo do [*H]-glutamato com seus receptores em membranas de cortex cerebral de
camundongos. Esses resultados sugerem que a atividade antinociceptiva do acido torméntico
ndo parece estar diretamente associada com a inibigéo de receptores glutamatérgicos. Por outro
lado, o acido torméntico poderia estar inibindo vias de sinalizagdo intracelulares como influxo de

- - . - (
ions, produgdo de oxido nitrico, ativagdo de proteinas quinases e outras ativadas pelos
receptores glutamatérgicos efou outros neurotransmissores.MSabe-se que estimulos nociceptivos’
ndo lesivos causam ativagdo de receptores ioﬁotrépicos AMPA e cainato que provocam o influxo

de ions sddio no neurdnio sensorial, produzindo uma sensagao de dor transitéria (fisiolégica)
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(para revisdo ver HUDSPITH, 1997, WOOLF e SALTER, 2000). Ao contrario, estimulos
nociceptivos lesivos causam ativagdes repetidas nos receptores AMPA e cainato levando ao
desbloqueio de Mg*2 nos receptores NMDA. A ativagdo dos receptores NMDA permite a entrada
de Ca*2 e promove uma despolarizagdo sustentada da célula. A elevagao da concentragdo de
Ca*2 intracelular no neurdnio sensorial pode ativar enzimas como a ¢xido nitrico sintase e a
fosfolipase Az, além de proteinas quinases como a PKA, PKC e calmodulina quinase l. Além
disso, a ativagao de receptores metabotropicos resulta na formacao de inositol tri-fosfato e
diacilgiicerol, contribuindo também para o aumento da concentragdo de Ca*? intracelular e
ativagdo de proteina quinase C. Além disso, a ativagdo dessas quinases leva a fosforilagdo de
receptores de membrana acoplados a canais iénicos, alterando a excitabilidade neuronal. Além
disso, estas quinases podem ativar fatores de transcricdo e alterar a expresséo génica em
neurdnios sensoriais, produzindo as mudangas persistentes na sensibilidade que s&o
observadas em condigbes de dor crénica (WOOLF e COSTIGAN, 1999; JI e WOOLF, 2001).
Existem evidéncias de que a ativagio de receptores AMPA e cainato e a produg3o de
oxido nitrico medeiam o edema de pata causado pelo glutamato. Assim, a auséncia de efeito
anti-edematogénico do acido torméntico poderia sugerir sua interagdo principalmente com
mecanismos transducionais, como por exemplo as proteinas quinases. Também deve-se levar
.em conta que o acido torméntico pertence a classe dos ursanos dos triterpenos pentaciclicos,
conhecidos por inibirem in vitro de maneira seletiva valgumas proteinas quinases como a PKA,
PKC e tirosina quinase, mas no entanto n&o alteram a atividade da quinase da miosina de cadeia
leve (MLCK) (HASMEDA et al., 1999; HOLLOSY et al., 2000). Estudos especificos deverao ser
realizados para verificar se o écido torméntiqo possui efeito semelhante aos outros compostos da
sua classe quimica e se este efeito pode ser relevante para as respostas observadas in vivo.
Com a finalidade de analisar a possivel interagdo do &cido torméntico com essas'vias de

transdugdo, foram utilizados dois modelos de dor persistente, cujos mecanismos parecem
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envolver a participagdo dessas quinases. Entre os modelos de nocicepgdo persistente utilizados
em animais de laboratério estdo os modelos de ligagdo parcial do nervo ciatico e a nocicepgdo .
persistente causada pela aplicagdo intraplantar de CFA. Tanto a dor neuropatica quanto a dor
inflamatéria provocam hipersensibilidade no local do dano tecidual e também em tecidos
adjacentes normais dando origem aos fendmenos conhecidos como hiperalgesia e alodinia.
Considerando-se que a alodinia mecanica (dor patolégica e persistente que é produzida por
estimulos mecanicos anteriormente indcuos) € um dos sintomas clinicos mais comuns presente
na dor de origem neuropatica, investigou-se no presente estudo a possivel propriedade
antialodinica do acido torméntico no modelo de dor neuropatica como também no modelo de
nocicepgao inflamatéria pérsistente.

O tratamento com o &cido torméntico nesses modelos de nocicepgéo persistente
mostrou resultados muito mais interessantes do que os resultados observados nos modelos de
nocicepgdo aguda. Com a finalidade de comparar as agdes do acido torméntico com uma droga
atualmente utilizada na clinica para o tratamento da dor neuropatica, experimentos paralelos
foram realizados no modelo de dor neuropética utilizando a gabapentina. A gabapentina € uma
droga anticonvulsivante de uso relativamente recente, que mostrou ser efetiva em aliviar a
nocicepgdo neuropatica em modelos animais e também & usada na clinica para o tratamento da
dor neuropatica em humanos (ROSNER et al., 1996; HUNTER et al., 1997; PATEL et al., 2001).
Os nossos resultados mostram que, ao contrario da gabapentina, o acido torméntico é
desprovido de efeito agudo significativo quando avaliado na alodinia mecanica. Contudo, apos
tratamento repetido, duas vezes ao dia por via oral, o acido torméntico apresentou um perfil anti-
alodinico semelhante ao da gabapentina, porém, a dose necessaria para obter a mesma eficacia
foi 2,3 vezes menor. Além disso, o efeito anti-alodinico do acido torméntico foi mais duradouro
que o efeito da gabapentina, quando avaliado apés a interrupgdo da administragdo dessas

drogas.
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Nossos dados também indicam que a gabapentina, administrada agudamente na
dose de 100 mg/kg v.o., diminui a resposta ao estimulo mecénico a valores abaixo do limiar
basal dos animais (dados ndo mostrados). Resultados semelhantes foram obtidos por MIKI
e colaboradores (2001) quando avaliaram a mesma dose de gabapentina em modelos de
neuropatia provocada tanto por les@o nervosa (constrigdo do nervo ciatico) como por
indugdo de nedropatia diabética (por estreptozotocina), em ratos. Estes resultados
sugerem, portanto, que a gabapentina ndo apresenta apenas um efeito antinociceptivo,
mas também indui hipoalgesia mecanica por diminuir a resposta ao estimulo mecanico
abaixo dos valores basais.

A alodinia é uma sensag@o dolorosa provocada por estimulos ndo nocivos e que

apresenta pelo menos duas causas: a reorganizagéo anatdémica das fibras AP e a diminuigao do

limiar mecanico dos nociceptores localizados perifericamente. A les@o nervosa produz um
neuroma. Na regido do neuroma e também ao longo do nervo acumulam-se canais de sédio
produzidos no soma (localizado em génglios das raizes dorsais) que deveriam ser transportados
até as terminagdes periféricas. Existem dois tipos de canais de sddio, os que sdo sensiveis e 0s
resistentes & tetrodotoxina (TTXr), e ambos sé@o encontrados no neurdnio sensorial. Este
acimulo de canais de sddio produz descargas ectopicas que parecem ser muito importantes
para a produgdo da dor neuropatica. De fato, tem sido observado aumento na expressao dos
TTXr durante a dor neuropatica e a inibigdo da expressao destes canais (por oligonucleotideos
antisense - ODN) foi capaz de reduzir os sintomas da dor neuropatica em animais (LAl et al.,
2002). Também é conhecido Que as correntes mediadas pelos TTXr sdo ativadas pela
prostaglandina Ez, um efeito que também envolve a participagdo da via da proteina quinase A
(PKA) (BEVAN e STOREY, 2002). Assim, animais com delegdo génica da subunidade catalitica
da PKA s&o hipoalgésicos em modelos de dor neuropatica (MALMBERG et al,, 1997a). A

estimulagdo persistente causada pela lesdo tecidual promove a liberagéo de glutamato e de
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neuropeptideos na medula espinhal. Tal fato produz plasticidade neuronal, um fendmeno
importante no estabelecimento da dor neuropatica (WOOLF e MANNION, 1999).

A inje¢&o intraplantar de CFA (composto por bactérias mortas de Mycobacterium
tuberculosis) em animais constitui um modelo de dor inflamatoria crnica que tem similaridade
com doengas crénicas humanas tais como a artrite reumatéide e as inflamagdes severas nas

articulagdes (TJDLSEN e HOLE, 1997). Em conseqliéncia, a injegdo de CFA causa hiperalgesia

e alodinia observadas tanto na pata ipsilateral, quanto na pata contralateral. Este efeito &
mediado pela sensibilizagao local do nociceptor e por mecahismos sistémicos neuronais (como a
sensibilizagdo central) e imunes (como o aumento dos niveis locais e séricos de citocinas)
(WOOLF et al., 1997; SAMAD et al., 2001).

Os resultados do presente trabalho confirmam essas observagdes e mostram que a
~ injecdo intraplantar de CFA em camundongos induziu nocicep¢do e edema na pata ipsilateral e
em menor escala na pata contralateral. Na pata ipsilateral a alodinia mecéanica foi detectada ja
no primeiro dia apbs a aplicagdo de CFA e permaneceu aumentada até 11 dias apds a
aplicag&o. Por outro lado, a alodinia observada na pata contralateral teve um padrdo temporal
diferente, foi detectada a partir do segundo e sexto dias e permaneceu éumentada até 11 dias
apés a aplicagao de CFA. O tratamento agudo dos animais com acido torméntico, da mesma
forma como observado no modelo de constrigdo parcial do nervo ciatico em camundongos, néo
foi eficaz em diminuir a resposta alodinica mecanica. Porérﬁ, o tratamento prolongado por via
oral com o acido torméntico duas vezes ao dia, foi bastante efetivo em inibir a alodinia causada
pela injegéo.de CFA, sendo eficaz tanto quando avaliado na pata ipsilateral como na pata
contralateral. O inicio da atividade anti-alodinica apés a inje¢do do &cido torméntico foi notada,
em ambas as patas, a partir do segundo dia de tratamento e o pico de ag&o na pata ipsilateral foi
atingido no quarto dia apés o inicio do tratamento. Além disto, uma observago interessante foi a

duragao de sua agao antinociceptiva apos a interrupgdo do tratamento, uma ag&o ja observada
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no modelo de dor neuropética por constrigdo parcial do nervo ciatico em camundongos. Esses
resultados, analisados em ponjunto, sugerem uma possivel agdo do acido torméntico na terapia
da dor inflamatéria. Outra caracteristica interessante observada no presente estudo é que, ao
contrario das drogas opidides, as a¢6es antinociceptivas do acido torméntico nio foram
associadas com o aparecimento do fenémeno de tolerancia. Tal observagdo esta baseada no
fato de due um segundo tratamento com &cido torméntico, na mesma dose e esquema de
tratamento, iniciado apds a interrupgéo de sua administragdo, produziu o mesmo perfil de agdo
antinociceptiva quando avaliado na nocicepgao causada pela injegao de CFA.

Inimeras evidéncias experimentais indicam que a nocicepgao persistente decorrente de
lesdo tecidual e/ou a observada nos casos de processos inflamatérios envolve mecanismos
complexos, muitas vezes relacionadas com a alteragdo do padrdo de expressao de genes
expressos constitutivamente ou ainda indugdo de genes que ndo sdo expressos normalmente
(WOOLF e COSTIGAN, 1999). Estimulos nociceptivos sustentados induzem mudangas
transcricionais em neurdnios nociceptivos centrais, que sao pércialmente mediados pela ativagéo
de cascatas de varias quinases como a da quinase ativada por mitégeno (MAPK), e a
estimulagdo de fatores de transcricdo como o CREB (JI e WOOLF, 2001). Estas cascatas
causam mudangas nos neurdnios do corno da raiz dorsal da medula espinhal levando a
mudangas neurofisiolégicas (SCHWARTZMAN et al., 2001). Além dos mecanismos neurais,
pode ocorrer também a ativagdo de mecanismos imunes. Recentemente, SAMAD e

colaboradores (2001) demonstraram aumento dos niveis de citocinas, como a. interleucina 1f
(IL-1B), tanto local como sistemicamente, inclusive no sistema nervoso central. A IL-13 é capaz

de induzir a expressao da ciclooxigenase 2 (COX-2) (e possivelmente de outros alvos) em toda
medula espinhal e no talamo (e ndo somente no lado ipsilateral a lesao), levando ao aumento

dos niveis de prostaglandina E2 no liquor, 0 que causa efeitos nociceptivos sistémicos em
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animais. Ainda é possivel observar aumento nos niveis de fator de necrose tumoral o. (TNFa) na

pata contralateral (WOOLF et al., 1997).

O TNFa & um fator imunomodulatério produzido por vérias células inflamatérias

(neutrofilos, linfocitos ativados e macréfagos) e também por células teciduais (células endoteliais,
do muscqlo liso, fibroblastos e queratinécitos) (DI GIOVANE et al., 1991; VILCEK e LEE, 1991;
VASSALLI, 1992, ZHANG et al., 1995). Entre as suas multiplas agdes estdo a citdlise e
mitogénese, recrutamento de polimorfonucleares e linfécitos, além de iniciar a cascata de outras

citocinas como IL-6 e IL-1B (ISSEKUTZ et al., 1994;‘LUKACS et al., 1995; ZHANG et al., 1995).
Os niveis de TNFa. encontram-se aumentados em doengas como o choque endotéxico (HASKO

et al., 1995), gota (DI GIOVANE et al., 1991), artrite reumatdide (ISSEKUTZ et al., 1994),
hipersensibilidade de contato (PIGUET et al, 1991), inflamag&o das vias aéreas (LUKACS et al.,
1995) e nas doengas imunocomplexas (SEKUT et al., 1994). A sua atividade hiperalgésica foi
observada pela sua administragdo local (CUNHA et al.,, 1992) ou sistémica (WATKINS et al.,
1995) ou ainda pela agéo anti-hiperalgésica causada por anticorpos anti-TNFa. em inflamagdes
induzidas por bradicinina, LPS e carragenina (CUNHA et al., 1992; FERREIRA et al., 1993).

Estudos recentes mostram o envolvimento de citocinas, como IL-1 e TNF-o« também na

patofisiologia da dor neuropatica (SOMMER et al., 1999; SORKIN e DOOM, 2000). No tecido
vizinho de onde ocorreu a lesdo neuronal, ocorre a resposta inflamatoria levando a acidose e
infiltragdo de varias células do sistema imune. As células envolvidas com o processo inﬂama_tério
podem causar liberagdo de mediadores que provocam sensibilizagdo das fibras sensoriais.
Pesquisas recentes demonstram que a dor neuropatica ocorre, pelo menos em parte, devido a
reagdo inflamatoria local (TRACEY e WALKER, 1995; BENNETT, 1999). Neste caso, a lesdo
nervosa pode envolver o recrutamento de leucécitos (polimorfonucleares na fase aguda e
macrofagos e células T na fase crénica), bem como liberagdo de mediadores inflamatérios

" (cininas, complemento, citocinas) (TRACEY e WALKER, 1995). Além do sistema neuronal, a
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lesdo nervosa pode envolver componentes das respostas inflamatérias, principalmente os
associados a remogdo dos axénios ou das células de Schwann destruidas. De fato, a
hiperalgesia causada pela les@o de nervos periféricos pode ser resultado da liberagdo de

citocinas pro-inflamatorias por células imunes ativadas (TNFa, IL-1, IL-6 e IL-8) (NATHAN, 1987)

Vaérias caracteristicas sdo comuns em ambos os modelos de nocicepgéo persistente, porém
os sintomas clinicos e a eficacia dos tratamentos diferem. Assim, alguns analgésicos sdo efetivos
apenas contra um tipo especifico de dor persistente (FIELDS, 1988; 1989). A morfina, por exemplo,
é‘eﬂciente no tratamento das dores inflamatorias, porém é menos efetiva no tratamento da dor
neuropatica (ATTAL et al., 1998; FIELD et al., 1997; 1999). Ao contrario, o tratamento com a droga
anticonvulsivante gabapentina tem mostrado bons resultados na dor neuropatica e apresenta baixa
atividade na dor inflamatéria (BELKNAP et al., 1998; 1989; 1990; MOGIL e ADHIKARI, 1999). Estas
diferengas podem estar fundamentadas nas mudangas neuroquimicas existentes. Estudos
imunocitoquimicos realizados por HONORE e cdlaboradores (2000) descrevem diferengas
neuroquimicas na medula espinhal, quando se compara a dor inflamatéria e a dor neuropatica.
Assim, os niveis de varios mediadores importantes envolvidos na génese da dor tém se mostrado
alterados em algumas neuropatias. Os niveis de substancia P e CGRP estdo aumentados durante a
inflamagdo, mas drasticamente diminuidos na neuropatia, os niveis de neuropeptideo Y
permanecem inalterados na dor inflamatoria, porém estdo aumentados na neuropatia. Por outro
lado, estes mesmos pesquisadores mostraram que a imunoreatividade da PKCy é semelhante
nesses dois tipos de dor persistente. Desta forma, tanto a dor neuropética quanto a inflamatéria
induz um aumento no nivel desta proteina quinase (HONORE et al., 2000).

A agdo anti-alodinica do acido torméntico nesses dois modelos de nocicepgao
persistente pode envolver mecanismos comuns, possivelmente nos sinais de transdugdo

intracelulares. Como ja comentado, a familia das PKCs, especialmente as isoformas PKCe,

PKCy e PKCBil parece ser responsavel pela modulag&o das respostas dolorosas em diferentes
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niveis do eixo neuronal. Tem sido descrito que a PKCg, por exemplo, exerce papel importante na
dor inflamatéria crénica (ALEY et al., 2000). Além disso, a PKCe pode modular a hiperalgesia

mecanica induzida pelo NGF (KHASAR et al., 1999) e sensibilizar os nociceptores em resposta
ao calor (CESARE et al., 1999). Por outro lado, um importante papel tem sido atribuido para a

PKCy no desenvolvimento e na manutengdo da dor persistente associada tanto com a

inflamagédo prolongada quanto com o dano neuronal (MAO et al., 1995; MALMBERG et al.,
1997b; MARTIN et al., 1999;). Pesquisas recentes realizadas por IGWE e CHRONWALL (2001)

mostram o envolvimento de PKCpII na iniciagdo e na manutengao da hiperalgesia induzida por

adjuvante completo de Freund (CFA). Em conjunto, essas evidéncias sugerem que o efeito
antinociceptivo do &cido torméntico observado no presente estudo pode estar associado & sua
interag@o com algumas das subfamilias das PKCs que reconhecidamente esté@o envolvidas na
transmiss@o da nocicepgao. Cohtudo, estudos adicionais sdo necessarios para a confirmagéo
desta hipétese.

Como discutido anteriormente, varios sdo os alvos farmacol6gicos para a descoberta de
novas drogas analgésicas. Porém, muitos destes alvos também sdo importantes para fungdes
fisiologicas, contribuindo para o aparecimento de efeitos adversos. Por exemplo, injecdes
periféricas de antagonistas de receptores NMDA atenuam dores inflamatérias e associadas a
neuropatia (QIAN et al, 1996; ZHOU et al., 1996; LAWAND et al., 1997; DAVIDSON et al,,
1997), mas causam inimeros efeitos adversos tais como ataxia, agdes alucindgenas, diminui¢do
na capacidade cognitiva e neurotoxicidade no cértéx retroespinhal. Esses efeitos colaterais
impedem o uso destas drogas na clinica médica (TZSCHENTKE e SCHMIDT, 1998;
WIESENFELD-HALLIN, 1998). Somando-se a isso, estudos realizados por TRUJILLO e AKIL
(1991) mostraram que o uso combinado de MK-801 e morfina aumenta a mortalidade em
animais de laboratério em comparagéo aos tratados apenas com 'morﬁna. Neste sentido, nosso

trabalho também apresenta resultados claros de que a antinocicepg@o causada pelo acido
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torméntico n&o parece ser secundaria a possiveis efeitos centrais depressores e/ou no
especificos deste composto. Tal observagdo esta baseada no fato de que nas mesmas
doses em que o acido torméntico apresentou pronunciado efeito antinociceptivo, nio foi
observado efeito incapacitante ou alteragdo da coordenagdo motora, quando avaliado no
teste de rota rod (DUHAM e MIYA, 1957; ROSLAND et al., 1990). Por outro lado, doses
relativamente baixas de gabapentina (100 mg/kg, v.0.) causaram diminuicdo da atividade
_motora e exploratéria em camundongos, quando avaliados no campo aberto. Além disto, o
acido torméntico, nas mesmas doses que produziu antinocicepgdo, ndo interferiu com a
temperatura corporal, o que poderia influenciar nos resultados dos testes comportamentais
(MOGIL et al., 1998). Finalmente, o acido torméntico ndo causou irritagdo na mucosa
gastrica dos animais.
Contudo, Ivorra e colaboradores (1988) mostraram o acido torméntico, na dose de
600 mg/kg, administrado pela via intraperitoneal (dose 3 vezes superior a maior dose que
causou atividade antinociceptiva em nosso estudo) causou leve sedagéo e diminuigdo da
atividade motora. Estudos toxicolégicos deverdo ser realizados para uma avaliagdo mais
precisa dos possiveis efeitos adversos causados por altas doses de acido torméntico.
Porém o &cido torméntico parece possuir uma janela terapéutica ampla.
~Analisados em conjunto, os resultados do presente estudo mostram que o triterpeno
pentaciclico denominado acido torméntico, administrado por via sistémica e local apresentou
atividade antinociceptiva importante quando avaliado em diversos modelos de nocicepgdo em
camundongos. Entre seus principais efeitos destacam-se sua marcada e prolongada agéo
antinociceptiva quando administrado oralmente em dois modelos de dor persistente; a neuropatia
causada pela constrigao parcial do nervo ciatico e a dor inflamatéria causada pela administragéo
de CFA em camundongos. Além disso, nas diversas doses e esquemas de tratamentos

empregados no presente estudo, ndo foram observadas reagdes adversas para o acido
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torméntico, fendmeno comum observado com a maioria das drogas empregadas na clinica para
o tratamento da dor. Assim, o acido torméntico ou seus derivados apresentam potencial
interesse para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de dores cronicas, em

especial aquelas observadas nas neuropatias e nos processos inflamatorios.
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SUMMARY

This study aimed to address if the pentacyclic triterpene tormentic acid isolated from
the stem bark of the plant Vochysia divergens exerts antinociception in various models of
chemical and thermal acute nociception in mice when given by oral (p.0.), intraperitoneal (i.p.),
intraplantar (i.pl.), intrathecal (i.t.) or by intracerebroventricular (i.c.v.) routes. We aiso evaluated
by the use of neurochemical procedures, if tormentic acid can interact with glutamate receptor'
binding sites in mouse corticai brain membranes. Give orally, but not given i.t. or by i.c.v. routes,
tormentic acid produced dose reiated inhibition of both phases of formalin-inducing licking. In
addition, tormentic acid produced significant antinociception when injected by oral, i.p. or i.pl..
routes against glutamate-induced licking and orally against capsaicin-induced licking.
Furthermore, tormentic acid administered orally caused dose-related analgesia in the hot plate
test. Another new series of experiments was designed to evaluate whether tormentic acid
produces oral anti-allodynic properties in two models of chronic pain in mice: the persistent
neuropathic pain caused by partial ligation of the sciatic nerve ’and the inflammatory persistent
* allodynia produced by intraplantar injection of Complete Freund's Adjuvant (CFA). Oral
administration of tormentic acid twice a day for several consecutive days produced pronounced
time-dependent and inhibition of CFA-induced-allodynia in both ispsilateral and contralateral
paws. Interestingly, tormentic acid did not inhibit paw oedema formation following CFA plantar
injection. Tormentic acid, like gabapentin, given twiée a day for several consecutive days,
inhibited markedly the neuropathic allodynia induced by partial ligation of sciatic nerve. The anti-
allodynic action of tormentic acid was long lasting and not associated with motor activity
impairment or body temperature reduction. Moreover, tormentic acid didv not irritate
gastrointestinal mucosa. The radioligand binding studies revealed that tormentic acid, failed to
displace the [*H]-glutamate binding sites from mice cortex membranes. Together, the present'

results indicate that tormentic acid and/or its derivatives might be of potential interest in the
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development of new clinically relevant drugs for the management of persistent inflammatory

allodynia and neuropathic pain.



