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RESUMO

O galato de etila (GE) é um composto fenélico encontrado
em um grande numero de espécies de plantas, como por
exemplo: Phyllanthus urinaria, Pistacia  integerrima,
Lagerstroemia speciosa; e possui diversos efeitos biologicos
comprovados em estudos “in vivo” e “in vitro”. O principal objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito antinociceptivo do GE na dor
crbnica de origem neuropatica induzida pela ligadura parcial do
nervo isquiatico (LPNI), além de investigar os mecanismos de
acdo subjacentes a este efeito em camundongos. O GE (10 e
100 mg/kg), administrado intragastricamente (i.g.), foi capaz de
reduzir a hiperalgesia mecénica (avaliada através do filamento de
von Frey) e térmica ao frio (avaliada através do teste da acetona)
induzida pela LPNI. Além disso, o GE (100 mg/kg, i.g.) também
reduziu as concentracdes de citocinas pro-inflamatérias IL-18, IL-
6 e TNF-a na medula espinal dos animais submetidos a LPNI. O
GE (100 mg/kg, i.g.) causou uma reducdo significativa da
resposta nociceptiva induzida pela inje¢éo intratecal de agonistas
dos receptores glutamatérgicos inotropicos do tipo NMDA, AMPA
e cainato, agonista de receptor de potencial transitorio do tipo
TRPAL1 e TRPV1 e da citocina IL1- B, ndo tendo efeito sobre o
agonista receptor metabotrépico de glutamato (trans-ACPD) e a
citocina TNF-a. Ademais, a antinocicepgao promovida pelo GE
(100 mg/kg, i.g.) foi bloqueada pela administracao de
glibenclamida (2 mg/kg, i.p.), um blogqueador de canais de
potassio sensiveis ao ATP (Kap). Em sintese, o presente
trabalho demonstrou que o GE apresenta um importante efeito
antinociceptivo em modelos de dor aguda e crbnica, em
particular na dor neuropatica. O seu efeito parece envolver a
reducdo das concentracdes de citocinas pro-inflamatérias, o
blogueio de receptores glutamatérgicos ionotrépicos (NMDA,
AMPA e cainato) e de receptores de potencial transitorio (TRPV1
e TRPAL); bem como a ativacdo de Kare. Assim, este estudo
agrega novas evidéncias cientificas e fornece subsidios para a
continuidade dos estudos com o GE, visando confirmar seu
potencial terapéutico para o tratamento de dores crbnicas.

Palavras-chave: galato de etila, dor neuropética, TRPV1,
TRPAL, glutamato; canais de potassio sensiveis ao ATP;
citocinas.






ABSTRACT

Ethyl gallate (EG) is a phenolic compound generally found in a
large number of plant species, such as Phyllanthus urinaria,
Pistacia integerrima and Lagerstroemia speciosa, having many
biological effects proven by in vivo and in vitro studies. The main
objective of this study was to evaluate the antinociceptive effect
of EG in chronic neuropathic pain induced by partial sciatic nerve
ligation (PSNL), as well as to investigate the mechanisms
underlying this effect in mice. EG (10-100 mg/kg), administered
intragastrically (i.g.), was able to reduce mechanical (evaluated
with von Frey filament) and cold (evaluated with acetone) thermal
hyperalgesia induced by PSNL. Furthermore, EG (100 mg/kg,
i.9.) was also able to reduce concentrations of IL-1(3, IL-6 and
TNF-a proinflammatory cytokines in the spinal cord of animals
that had undergone PSNL. Also, EG (100 mg/kg, i.g.) significantly
inhibited the nociception induced by intrathecal injection of a
NMDA, AMPA and kainate glutamatergic ionotropic receptors
agonist, as well as TRPA1 and TRPV1 transient receptor
potential channels and IL-13 cytokine. However, EG was unable
to inhibit the nociception induced by intrathecal injection of
metabotropic glutamate receptor agonist (trans-ACPD) and TNF-
a cytokine. Moreover, the antinociception promoted by EG (100
mg/kg, ig) was blocked by the administration of glibenclamide (2
mg / kg, ip), which is a blocker of ATP-sensitive potassium (Karp)
channels. In summary, the present study demonstrated that GE
has significant antinociceptive effect in models of acute and
chronic pain, especially neuropathic pain. Its mechanism of action
appears to involve the reduction in concentrations of
proinflammatory cytokines and the blockade of ionotropic
glutamate receptors (NMDA, AMPA and kainate) and TRPV1 and
TRPAL transient potential receptors, as well as the activation of
Katp. Thus, this study adds new scientific evidences and provides
subsidies for further studies with EG, confirming its therapeutic
potential for the treatment of chronic pain.

Keywords: Ethyl gallate, neuropathic pain, TRPV1, TRPAL,
glutamate; ATP-sensitive potassium channels; cytokines.
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1 INTRODUCAO

A palavra "dor" e seus sinbnimos geralmente se referem a
experiéncias conscientes associadas a ferimentos ou doenca,
mas também é utlizada para descrever um desconforto
relacionado a outras sensacdes desagradaveis. Estas
circunstancias sdo as bases de uma discussao de longa data a
respeito de como pensar sobre a dor e seus mecanismos. Varios
modelos tedricos foram propostos para explicar a base fisioldgica
da dor, embora nenhuma ainda responda completamente todos
0s aspectos envolvidos na percepcao da dor (MOAYEDI; DAVIS,
2013).

De acordo com Perl (2007), Aristoteles (384-322 a.C.),
reconhecia a dor como importante para a “disposicao” e
argumentava que esta seria uma emocado; séculos depoais,
Galeno (130-201 d.C.) reconhecendo o cérebro como o 6rgéo
dos sentidos colocou a dor na esfera das sensagfes. Outro nome
importante no entendimento sobre a dor foi Avicena (980-1037
d.C.) o qual percebeu que em doentes a dor poderia ser
dissociada de outras sensa¢fes como o tato e temperatura e
prop0s que a dor poderia ser uma sensac¢ao independente.

Como citado acima, muitos conceitos foram apresentados
ao longo dos séculos, mas 0s maiores avangos ocorreram a
partir do século 19, e o acumulo de conhecimento no campo da
Neuroanotomia e Neurofisiologia deram suporte para as teorias
vindouras, entre elas a teoria da especificidade, teoria da
intensidade, teoria do padrao e por ultimo a teoria do portao da
dor (para revisdo ver PERL, 2007; MOAYEDI; DAVIS, 2013).

Figura 1 — Desenho de Descartes, R. (1644). Conceito da via da
dor.

i

=

Fonte: Melzack e Wall (1965).
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Apesar de muito trabalho e avancgo desde que estas ideias
foram langadas, questdes fundamentais ainda estdo em debate.
Neste sentido, Craig (2003) faz a seguinte colocagdo “a dor
resulta a partir de elementos neurais especificos (teoria da
especificidade) ou por uma atividade padronizada dentro de um
subsistema somatossensorial convergente (teoria do padrao)”.
Por outro lado, Basbaum (2011) levanta o questionamento em
relacdo as teorias da especificidade e do padrdo, em que da
énfase a diferenca entre a codificacdo periférica do estimulo
nociceptivo e o processamento e percepc¢ao da dor pelo sistema
nervoso central (SNC). Assim, ele concorda que o primeiro
explica-se perfeitamente com a teoria da especificidade.
Entretanto em relagdo aos neurbnios de segunda e terceira
ordem no SNC h4 ainda falta de respostas de como efetivamente
ocorre 0 processamento e percepg¢éo da dor.

Paralelamente as discussdes citadas acima, a Associacao
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) definiu a dor como
“uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
a um dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de
tal lesdo” (LOESER; TREEDE, 2008). Este conceito foi baseado
na definicho multidimensional proposta por Melzack e Casey
(1968), que inclui as dimensdes sensodrio-discriminativa
(intensidade, localizacdo, duracdo, qualidade), afetivo-
motivacional (desconforto e a resposta associada) e cognitiva-
avaliativa (apreciacdo, valores -culturais, contexto e estado
cognitivo) (para revisao ver TREEDE et al., 1999).

De acordo com Loeser (1980), a dor possui quatro
componentes basicos: a nocicepcdo, a percepg¢do da dor, o
sofrimento ou desconforto e 0 comportamento associado. Quanto
aos comportamentos associados a dor, de fato, Loeser e
Melzack (1999) comentam que estes sao inerentes a percepcao
da dor e a intensidade do desconforto, e sdo expressos tanto por
acles evidentes (ex. lamber a pata, em animais) quanto pelo
deixar de realizar uma acédo (ex. hipolocomoc¢éao), assim pode-se
inferir que os comportamentos estereotipados expressam de fato
a existéncia da nocicepc¢ao, da dor e do sofrimento.

Neste sentido tém surgido outras possibilidades e formas
de avaliar a dor que podem superar esta visdo monocromatica
em relacdo aos modelos animais de dor, onde podem ser
avaliados outros comportamentos em animais experimentais, o
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que de certa forma poderia oferecer uma melhor extrapolacéo
dos resultados (MOGIL, 2009; LANGFORD et al., 2010).

Os diferentes modelos animais utilizados para investigar a
dor, frequentemente abordam apenas a nocicep¢ao (componente
sensorial), portanto considerados modelos de nocicepc¢ao (para
revisdo ver MILLAN, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001; LAMOTTE; SHIMADA; SIKAND,
2011). Neste sentido, Le Bars; Gozariu; Cadden (2001)
descrevem os testes comportamentais usados para estudar a
nocicepgao como testes com sistema de “entrada-saida“ onde o
experimentador deve decodificar o significado das respostas
observadas, para isso € importante ao descrever os modelos
também especificar as caracteristicas da entrada (o estimulo
aplicado) e da saida (a reacdo do animal). Estes testes séo
amplamente utilizados e sdo importantes ferramentas para o
estudo dos mecanismos da dor bem como para trabalhos que
busquem novos tratamentos para o seu alivio.

1.1 NOCICEPCAO

A fim de responder de forma eficaz as situacdes de perigo
ou potencialmente perigosas, é imprescindivel que saibamos
exatamente a natureza desta ameaca e a sua localizacao, e séo
exatamente estas informag6es que os nociceptores codificam. A
existéncia deste receptor sensorial foi proposta em 1906 pelo
fisiologista Sherrington, que a partir da definicAo de estimulo
adequado para a dor, postulou a existéncia de nociceptores que
detectariam lesdes nos tecidos ou estimulos potencialmente
lesivos, antecipando evidencias experimentais diretas por varias
décadas (MCMAHON; KOLTZENBURG, 1990).

De acordo com a IASP, o nociceptor € um receptor
sensorial capaz de realizar a transducdo e codificacdo de
estimulos nocivos e ainda diferencia-se do termo neurénio
nociceptivo, que seria um neurénio periférico ou central capaz de
codificar um estimulo nocivo (LOESER; TREEDE, 2008). Ja a
nocicepcdo € o termo neurofisiolégico para processo de
codificagdo e processamento de estimulos nocivos pelo sistema
neural (LOESER; TREEDE, 2008), os quais representam a
primeira linha de defesa contra potenciais ameacas.

Os nociceptores sdo capazes de identificar formas muito
especificas de estimulos nocivos, que de acordo com a IASP se
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refere a um evento lesivo real ou potencial aos tecidos,
transduzido e codificado pelos nociceptores (LOESER; TREEDE,
2008). Estimulos nocivos podem ser de natureza térmica,
quimica ou mecénica. Contudo, interessantemente o0s
nociceptores possuem a propriedade de codificar de modo
especifico cada um destes estimulos, desta forma,
demonstrando a variedade de nociceptores envolvidos em varios
tipos de dor (TREEDE; MEYER; CAMPBELL, 1998; JULIUS;
BASBAUM, 2001).

Esta caracteristica segundo Julius; Basbaum (2001), ndo é
uma resposta primitiva inespecifica as lesdes de tecidos, em vez
disto é mediada por vias de transducao de sinais especializadas,
localizadas no terminal nociceptivo presente nos tecidos. Como
exemplo, temos os receptores da familia TRP onde o TRPV1um
membro desta sao ativados por estimulos de calor moderado,
baixo pH tecidual e por mediadores endégenos (ex. anandamida
entre outros) e por substancias irritantes presente na pimenta
vermelha (ex. capsaicina) que pertencem a classe quimica
denominada de vanildides.

As fibras sensoriais possuem tanto um ramo axonal
periférico, inervando tecidos periféricos, quanto um ramo axonal
central, fazendo sinapse com neurénios de segunda ordem na
medula espinal (BASBAUM et al., 2009), e séo classificadas em
trés grupos, com base em critérios anatébmicos e funcionais
(Figura 2). As fibras do tipo Aa e AB, mielinizadas e de maior
didmetro (6 — 20 um), sdo responsaveis pela deteccdo de
estimulos mecéanicos indcuos, estando relacionadas ao tato e
propriocepcdo, enquanto as fibras do tipo Ad e C estéo
relacionadas a deteccao de estimulos nocivos e a nocicepgao.
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Figura 2 — Diferentes neurbnios nociceptivos transmitem
diferentes tipos de estimulos.

Limiar Térmico
Fibras Aa e AR

Mielinizadas
Grande didmetro
Propriocepgéo, Tato

G

Pouco mielinizada
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Nociceptiva

(mecdnica, térmica, quimica)

0000

~53°C Tipo |

~43°C Tipo Il

OTD Ry

ndao-Mielinizadas

Pequeno didgmetro

Temperatura inocua, prurido ~43°C
Nociceptiva

(mecdnica, térmica, quimica)

Fonte: Adaptado de Julius e Basbaum (2001).

As fibras A® possuem didmetro médio (1 — 5 um), séo
mielinizadas e responsaveis pela deteccdo de estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos associados a dor aguda. Séo
ainda subdividas em Tipo |, as quais respondem tanto a
estimulos quimicos quanto mecénicos, com limiar de ativacédo
térmico elevado (>50°C), e Tipo Il, as quais apresentam menor
limiar de ativacdo térmico (<43°C), porém elevado limiar de
ativacdo mecanica. Ja as fibras do tipo C, de pequeno diametro
(0,2 - 1.5 um) e nao mielinizadas, estas também sdo responsivas
tanto a estimulos térmicos quanto mecéanicos e quimicos, porém
apresentam uma menor velocidade de conducdo e estdo
associadas a dor secundaria, lenta e difusa, geralmente
associada a quadros de dor crbénica (MILLAN, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001; BASBAUM et al., 2009). Além da diferenciacéo
anatbmica, estas fibras também diferem na expressdo de



25

receptores e de canais id6nicos, o0 que confere certa
especificidade aos neurdnios nociceptivos a determinados
estimulos (JULIUS; BASBAUM, 2001).

As fibras aferentes primarias (ou neurbnios aferentes
primarios) projetam-se ao corno dorsal da medula espinal
(CDME) de maneira especifica e organizada. O CDME possui
uma organizacdo laminar, sendo que cada lamina é distinta
anatdbmica e funcionalmente. As fibras nociceptivas (Ad e C)
inserem-se nas camadas mais superficiais (laminas | e Il) e no
caso das fibras Ad, também na lamina V, enquanto as fibras
responsaveis primariamente pelo tato e propriocepcéao (fibras AB)
inserem-se nas laminas Il — V, mais profundas (Figura 3)
(BASBAUM et al., 2009).

Figura 3 — Conexdes entre as fibras aferentes priméarias e a

medula espinal.
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Existe uma organizagdo laminar muito precisa no corno dorsal da
medula espinal; subconjuntos de fibras aferentes primarias atingem
neurbnios espinais dentro de laminas distintas. Fonte: Adaptado de
Basbaum et. al. (2009).

A parte mais interna da lamina Il, onde se inserem as fibras
C néo-peptidérgicas, € caracterizada pela presenca de
interneurbnios excitatérios que expressam a isoforma gama da
proteina cinase C (PKC), envolvida na dor persistente induzida
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por lesdes periféricas de origem inflamatéria ou neuropatica
(MALMBERG et al., 1997). Corroborando com essa divisédo
anatdbmica, estudos eletrofisiolégicos demonstram que o0s
neurdnios espinais localizados nas laminas | e Il geralmente sédo
responsivos a estimulos nocivos (via fiboras Ad e C), enquanto
neurdnios localizados nas laminas Il e IV sdo primariamente
responsivos a estimulos inécuos (via fibras AB). Ja os neurdnios
localizados na lamina V recebem tanto estimulos in6cuos quanto
estimulos nocivos (BASBAUM et al., 2009).

1.2 CLASSIFICACAO DA DOR

A dor pode ser classificada de acordo com dois fatores: a
duracdo e a origem. Em relagdo a sua origem pode ser
distinguida como, nociceptiva (estimulacdo excessiva de
nociceptores sem lesdo tecidual), dor neurogénica (ativacédo de
nociceptores por mediadores liberados apds leséo de tecidos ou
pelo préprio neurdnio nociceptivo), neuropatica (quando a dor
tem como origem lesdo do sistema somatossensorial) ou
psicogénica (quando ndo possui um fator identificavel) (MILLAN,
1999).

J4 quando nos referimos a sua duracéo, basicamente a dor
¢é dividida em aguda ou crbénica. Na dor aguda ocorre a ativacéo
dos nociceptores em resposta a um estimulo nociceptivo, ndo
necessariamente com a presenca de leséo tecidual. Contudo, na
presenca de lesé@o esta ndo sobrepuja a capacidade regenerativa
dos tecidos e a dor pode desaparecer antes mesmo do processo
de cicatrizacdo terminar (LOESER; MELZACK, 1999).
Relativamente ao tempo n&o existe um limite preciso, variando
de minutos a horas ou semanas (3-6 meses) dependendo da
origem causadora da dor (CARR; GOUDAS, 1999; LOESER,;
MELZACK, 1999). Quando a dor persiste por tempo superior a
seis meses passa a ser considerada como uma dor crbnica e
pode perdurar por anos. A dor crbnica frequentemente é
considerada sem proposito fisioldégico, isto contrasta com a
func@o protetora dos reflexos motores (reflexo de retirada e
flexdo) e de comportamentos protetores associados a estados
dolorosos (LOESER; MELZACK, 1999). Neste contexto a dor &
compreendida como uma patologia e deve ser tratada como tal.
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1.3 DOR NOCICEPTIVA

A capacidade de detectar os estimulos nocivos é essencial
para a sobrevivéncia. Isto é demonstrado claramente em
individuos que sofrem de anomalias congénitas, por exemplo,
uma mutacdo no gene SCN9A, que causa uma perda funcional
de canais de sédio Na(v) 1.7 levando a incapacidade de detectar
estimulos dolorosos (DIB-HAJJ; YANG; WAXMAN, 2008). Essas
pessoas nao sao capazes de detectar estimulos nociceptivos,
assim, estas pessoas nao apresentam comportamentos
adequados de protecao contra essas condi¢c6es, onde muitas das
quais podem ser fatais (BASBAUM et al., 2009).

A dor nociceptiva é um alarme mediado tanto pelas fibras
C ndo mielinizadas de alto limiar quanto por neurdnios sensoriais
primarios Ad mielinizados os quais conduzem informacgdes para o
SNC (WOOLF; MA, 2007). Esses neurbnios nociceptivos
expressam receptores e canais idnicos como, receptores de
potencial transitério (TRP), tornando-os habeis para responder a
estimulos térmicos ou mecéanicos intensos, bem como a
mediadores quimicos exégenos e enddgenos (DHAKA;
VISWANATH; PATAPOUTIAN, 2006). A dor nociceptiva ocorre
em resposta a estimulos nocivos e continua apenas enquanto o
estimulo estiver presente, cessando imediatamente ou pouco
tempo apoés este desaparecer.

Entretanto, na presenca de lesdo persistente, componentes
periféricos e centrais responsaveis pela transmissdo da dor
exibem um incremento na sua plasticidade, levando ao aumento
da sinalizacdo intracelular o que resulta no quadro de
hipersensibilidade dolorosa. Esta plasticidade por um lado facilita
reflexos protetores e pode ser benéfica, mas quando estas
mudancas persistem o resultado é uma condicdo de dor crénica
(BASBAUM et al., 2009).

1.4 DOR NEUROPATICA

Enquanto que a dor nociceptiva é uma funcao bésica e
fundamental do sistema nervoso periférico e central, sinalizando
um dano tecidual real ou iminente e assim preservando a
integridade do organismo. Por outro lado a dor neuropatica, que
resulta como consequéncia direta de uma lesdo nervosa ou de
uma doenca que afeta o sistema somatossensorial (SCHOLZ;
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WOOLF, 2007; LOESER; TREEDE, 2008; MOGIL, 2009), nédo
possui funcdo bioldgica protetora, e do ponto de vista clinico
constitui-se numa doenca com alta prevaléncia e um alto fardo
social e econdmico impactando diretamente na qualidade de vida
dos individuos acometidos (HALL et al., 2006; QUINTANS et al.,
2013).

Os sintomas comuns da dor neuropdtica incluem o
aparecimento de sinais sensoriais anormais, tais como aumento
da sensibilidade aos estimulos dolorosos (hiperalgesia),
sensibilidade dolorosa a estimulos normalmente inGcuos
(alodinia), e dor espontanea (BACKONJA; STACEY, 2004).

Ap6s a lesdo axonal de nervos periféricos ocorre
degradacao da bainha de mielina e perda de neurdnios, processo
conhecido como degeneracdo Walleriana. Tal processo resulta
da infiltracdo de macro6fagos e outras células do sistema imune
(células T e neutrdfilos), as quais liberam citocinas pro-
inflamatérias como por ex. interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6
(IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e mediadores
inflamatdrios (ex. bradicinina, prostaglandinas), além de fatores
de crescimento (NGF — fator de crescimento do nervo) no local
da lesdo (MOALEM; TRACEY, 2006; SCHOLZ; WOOLF, 2007),
sendo que estas mudancas sao responsaveis pela sensibilizacdo
central e periférica e como consequéncia o surgimento da
hiperalgesia e alodinia (SOMMER; KRESS, 2004).

A sensibilizacdo de nociceptores também pode ser
mediada pela familia dos TRP. Um membro importante desta
familia € o TRP vaniléide 1 (TRPV1), este é altamente expresso
em fibras do tipo C e Ad (LUMPKIN; CATERINA, 2007). Na dor
neuropdatica a sinalizacdo intracelular esta alterada, desta forma
as vias de segundos mensageiros como o AMP-ciclico (AMP-c),
proteinas cinases (PKA, PKC, MAPK) e oxido nitrico (NO) estéo
relacionadas com a inducdo e manutencdo da dor neuropatica
(HUCHO; LEVINE, 2007). A sinalizacdo de bradicinina e
prostaglandinas envolvem a ativacdo PKC e PKA, estas por sua
vez potencializam a atividade de canais TRPV1 (JULIUS;
BASBAUM, 2001), adicionalmente canais TRPV1 tem sua
expressdao aumentada em modelos de dor neuropatica (HONG;
WILEY, 2005).

Diversos receptores sensiveis a alteragcdo da temperatura
foram identificados e denominados de termosensores e estes
pertencem a familia de canais TRP. Estes sdo expressos em
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neurdnios nociceptivos, como o receptor da subfamilia anquirina
1 (TRPAL) e o da subfamilia melastatina 8 (TRPM8), e tem sido
demonstrado seu envolvimento na patofisiologia da dor
neuropatica sobretudo na hiperalgesia ao frio (XING et al., 2007;
ZURBORG et al., 2007).

De fato, estudos relatam que o estabelecimento da
hiperalgesia ao frio, bem como aumento da resposta de
neurdnios do ganglio da raiz dorsal (GRD) ao frio em animais
neuropaticos é dependente da ativacado de receptores TRPAL
(DJOUHRI et al., 2004; OBATA et al.,, 2005), e ainda, outros
trabalhos demonstram também um aumento da expressao dos
receptores TRPAl nestas situacbes (OBATA et al., 2005;
KATSURA et al.,, 2006). Além disso, o bloqueio desse canal
resulta na reducgéo da hiperalgesia ao frio (OBATA et al., 2005).

Do mesmo modo a participagdo dos TRPM8 tem sido
implicada no aumento da sensibilidade ao frio. De fato, estudos
demonstraram o aumento da expressdo destes receptores em
ratos submetidos ao modelo de lesdo neural por constricdo
crbnica (CCI), resultado que foi acompanhado pelo surgimento
de hiperalgesia ao frio (XING et al., 2007; SU et al., 2011). Por
outro lado, a reducdo da expressdo destes canais ou seu
blogueio foi capaz de reduzr a hiperalgesia ao frio (XING et al.,
2007; SU et al., 2011; PATEL et al., 2014).

A excitabilidade aumentada das fibras do tipo Ad e C
resultam em um quadro de dor em pontada e queimacao, estes
sintomas também sdo gerados por canais de sodio que séo
diferencialmente expressos, distribuidos e ativados de forma
anormal na dor neuropatica (AMIR; MICHAELIS; DEVOR, 1999;
TAL; WALL; DEVOR, 1999). De fato, apés a lesdo de nervos
ocorre um aumento da densidade de canais de sddio tanto no
local da lesdo como ao longo do axénio (WOOLF; MANNION,
1999; SUN et al., 2012).

Os mecanismos celulares e moleculares subjacentes as
diversas condi¢des de dor neuropética sdo complexos e ainda
nao foram totalmente compreendidos. Contudo, sabe-se que
alteracbes no sistema nervoso periférico e central estdo
intimamente associadas com a dor neuropatica, que incluem o
aumento da excitabilidade do neurdnio aferente primério
(CAMPBELL et al, 1988; MATZNER; DEVOR, 1994) e o
aumento da sinalizacao glutamatérgica nos neurdnios do corno
dorsal da medula (WANG et al., 2007; ZHANG; CHEN; PAN,



30

2009). Por outro lado, o0 aumento da excitabilidade neuronal pode
ser decorrente da diminuicdo na inibicdo sinaptica mediada por
acido y-aminobutirico e glicina nos neurénios do corno dorsal da
medula (COULL et al., 2003; ZHOU et al., 2012).

Todavia, a compreensdo da patogénese da dor
neuropatica avancou para além da sinalizacdo neurdnio-neurénio
e atualmente tem sido demonstrado o importante papel das
células da glia na sua génese e manutencao (TSUDA; INOUE;
SALTER, 2005). Apos lesdo em nervos é observado que as
células microgliais na medula espinal, passam do estado de
repouso para ativado através de alteragBes fenotipicas e
funcionais. Além disto, estas sao ativadas por mediadores e
sinais neurais, incluindo a substancia-P, o NO, NGF, o glutamato,
as prostaglandinas (PGs), e fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF) (INOUE et al.,, 2004; GUO; SCHLUESENER,
2007).

Da mesma forma, tem sido demonstrado que astrdcitos
também estdo envolvidos na manutencdo da dor neuropatica
(KAWASAKI et al.,, 2008a). Sob condicbes fisiolégicas os
astrocitos sdo importantes na manutencdo da homeostasia,
através daregulacdo dos niveis de ions extracelulares, proteinas
e neurotransmissores no seu ambiente circundante (MIKA et al.,
2013).

Os astrdcitos também apresentam mudancgas estruturais e
funcionais apds lesdes em nervos, resultando em um estado
ativado que induz a producdo e liberacdo de mediadores
inflamatérios que podem levar a ativacéo da proteina cinase (p38
MAPK) que por sua vez pode ativar fatores de transcricdo, como
o NFkB (fator nuclear kappa B) que esta envolvido na
manutencdo de dores neuropaticas em modelos animais (MA;
BISBY, 1998; INOUE et al., 2004; MIKA et al., 2013). Além disto,
estudos demostram que interferéncias na acdo deste fator de
transcricdo reduzem o0s parametros nociceptivo da dor
neuropatica em modelos animais (TEGEDER et al., 2004; SUN et
al., 2006; DE MOS et al., 2009).

Assim, astrdcitos e microglia agem como possiveis
moduladores de dor neuropatica através da liberacdo de um
grande numero de mediadores inflamatérios (ZHUO; WU; WU,
2011). Em modelos animais de dor neuropatica, a microglia
ativada aumenta a sintese e secrec¢ao de citocinas e quimiocinas,
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incluindo a IL-1B, TNF-qa, IL-6, prostaglandina E2 (PGE2) e NO
bem como outros mediadores (ZHUO; WU; WU, 2011).

Neste contexto, citocinas pré-inflamatérias parecem estar
diretamente relacionadas nas dores de origem neuropatica. A IL-
6 liberada a partir de células como mastécitos, macréfagos,
linfécitos e células gliais tem sua expressao aumentada assim
como o seu receptor IL-6R no local da lesdo, bem como na
medula espinal, particularmente na lamina superficial do CDME
(MA; QUIRION, 2005; AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010). Além
disto, a sinalizacdo iniciada através da liberagéo de IL-6 resulta
no aumento de BDNF, substancia-P e galanina, e assim, pode
promover aumento da excitabilidade neuronal (MURPHY et al.,
2000; MIKA et al., 2013)

Da mesma maneira a IL-1B estd envolvida na dor
neuropética uma vez que sua expressdo também se encontra
aumentada em neuropatias induzidas apos lesGes de nervo ou
administracdo de quimioterapico (SHAMASH; REICHERT;
ROTSHENKER, 2002; GAO; YAN; WENG, 2013). Igualmente, o
aumento da expressao de TNF-a esta diretamente relacionada a
dor de origem neuropatica. Estudos utilizando o modelo de leséo
por constricdo crbnica do nervo isquiatico (CCIl) demonstram
aumento dos niveis de TNF-a, no local da lesdo nervosa, bem
como aumento da expressao temporal desta citocina (GEORGE
et al.,, 1999). Além disso, foi demonstrado que a injecao intra-
isquidtica de TNF-a em ratos reproduz aumento da sensibilidade
dolorosa, similar aquela associada a dor neuropatica (SORKIN;
DOOM, 2000).

Estudos demonstram que a administracao exdégena destas
citocinas é capaz de causar dor e hiperalgesia (SOMMER;
KRESS, 2004; GADOTTI et al., 2012), possivelmente atuando de
forma sinérgica (MOALEM; TRACEY, 2006). Como demonstrado
por Stellwagen e colaboradores (2005), citocinas pro-
inflamatérias aumentam a expressdo de receptores
glutamatérgicos do tipo AMPA. De fato, € bem estabelecida que
a sinalizacdo glutamatérgica inicialmente seja dependente do
receptor AMPA, assim a maior densidade deste receptor na
membrana celular contribuem para aumentar a forga sinaptica
(LI; ZHUO, 1998; YOUN; GERBER; SATHER, 2013).

Se por um lado varios mecanismos excitatorios tem sua
atividade aumentada ou potencializada, portanto facilitando a
transmissdo da dor e perpetuando o quadro neuropatico,
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mecanismos chave para o0 controle da dor se encontram
reduzidos. Os neurdnios inibitérios possuem papel importante na
transmissdo da informacdo da dor no corno dorsal da medula
CDME (GU etal., 1996), e evidéncias indicam que lesdes neurais
induzem apoptose seletiva de interneurfnios inibitérios
gabaérgicos (MOORE et al.,, 2002), assim impondo uma
mudanca drastica nas conexdes desta circuitaria (SCHOLZ et al.,
2005).

No mesmo sentido, tém sido demonstrados que receptores
opidides tipo p (MOR) tem sua expressao reduzida nos GRD e
CDME seguido de leséo neural periférica no modelo de ligadura
do nervo espinal, indicando que a sensibilizacdo poderia decorrer
também da reducdo deste mecanismo de controle da excitacao
pos lesédo (KOHNO et al., 2005). Outro mecanismo alternativo da
desinibicdo medular ap6s lesdo nervosa envolve a reducao
sinaptica da expressao do transportador potassio-cloreto KCC2
em neurbnios da lamina |, que altera a homeostasia deste anion
nestes neurdnios. A mudancga resultante do gradiente de anion
faz com que uma corrente anidnica inibitéria passe a ser
excitatéria. O efeito é que a liberacdo de GABA pelos
interneurbnios inibitérios passa a exercer paradoxal acéo
excitatéria sobre os neurdnios da lamina I, aumentando a
sensibilizagdo central (COULL et al., 2003).

Outra mudanca importante que tem sido encontrada é a
reducdo da expressdo de canais de potassio. Estes séo
essenciais entre outras fungdes para a manutencdo do potencial
de membrana. Neste sentido, estudos demonstram uma reducéo
destes canais nos neurénios aferentes primarios e no GRD, em
animais submetidos ao modelo de axotomia periférica, bem como
uma reducado da atividade destes canais em animais submetidos
ao modelo de ligadura do nervo espinal (KAWANO et al., 2009a;
TSANTOULAS et al., 2012). Além disto, foi demonstrado que
animais transgénicos que nao expressam estes canais
apresentam hiperalgesia mecanica (in vivo) e hiperexcitabilidade
de neurbnios do GRD (in vitro) (TSANTOULAS et al., 2012).
Ainda ndo sdo bem conhecidos 0os mecanismos que levam a
estas alteracbes, porém foi identificado um fator silenciador de
transcricAo para estes canais, assim como 0 aumento da
expressao destes fatores em modelos in vitro e in vivo apés
inducdo de neuropatia experimental induzida pela ligadura parcial
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do nervo isquiatico (LPNI) (MUCHA et al., 2010; ROSE et al.,
2011).

1.5 CANAIS DE POTASSIO

Os canais de potassio (K") sdo os mais amplamente
distribuidos entre todos os tipos de canais ibnicos e formam
poros que atravessam a membrana celular e séo seletivos para
os ions (K*), em mamiferos suas subunidades s&o codificadas
por aproximadamente 80 genes fazendo desta a mais diversa
entre todas as familias de canais idnicos (COETZEE et al., 1999;
MALJEVIC; LERCHE, 2013). Além disto, os canais de potassio
sdo expressos basicamente em todos os tecidos e estdo
envolvidos em vérias funges fisiolégicas, fundamentalmente na
regulacdo do potencial de membrana e da excitabilidade celular
(COETZEE et al., 1999; GONZALEZ et al., 2012).

Os canais de potassio sdo classificados e agrupados em
familias e subfamilias de acordo com o nimero de dominio trans-
membrana de cada uma das subunidades (2TM, 4TM e 6TM ou
7TM), bem como por suas caracteristicas fisiologicas e
farmacologicas (MALJEVIC; LERCHE, 2013). A sua abertura é
regulada por um grande numero de estimulos, como mudancas
na voltagem da membrana, concentragdo de certos ions (ex.
Ca*", Mg~), pequenas moléculas organicas (ex. poliaminas como
a espermidina), e proteinas (ex., proteina G) (COETZEE et al.,
1999; GUTMAN et al., 2005). Além disto, os canais de potassio
parecem contribuir de forma marcante para o efeito
antinociceptivo de muitas drogas. Neste sentido, eles s&o vistos
como potenciais alvos para a investigagdo de compostos que
possam ter efeitos analgésicos.

1.6 CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS A ATP (KATP)

Os canais de potassio sensiveis ao ATP (Kap) estédo
presentes em neurdnios sensorias centrais e periféricos, assim
como em muitos outros tecidos, incluindo células da ilhota
pancreética, coragdo, muasculo esquelético e muasculo liso
vascular, onde desempenham papéis fisiolégicos fundamentais
(VIRGILI et al.,, 2011; MILSTEIN et al., 2012; ASHCROFT;
RORSMAN, 2013).
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Os canais de Karpp sdo formados por 8 sub-unidades,
guatro destas sdao membros da familia Kir6.x de canais de
potassio retificadores de influxo (Kir6.1 ou Kir6.2), enquanto as
outras 4 séo receptores de sulfoniluréias (SUR1, SUR2A, SUR2B
e SUR2C) (INAGAKI et al., 1995; INAGAKI et al., 1996). Os
papéis fisiologicos e fisiopatoldgicos dos canais Karp tém sido
amplamente estudados na manutencdo da homeostasia, no
sistema cardiovascular e na regulacéo do ténus vascular (ZHUO
et al., 2005)

Como citado anteriormente estes canais sdo amplamente
expressos em neurfnios aferentes tanto periféricos quanto
centrais, onde regulam a excitabilidade da membrana e liberacéo
de neurotransmissores, oferecendo uma via de neuroprotecdo
(reduzindo a excitabilidade neuronal) (BABENKO; AGUILAR-
BRYAN; BRYAN, 1998; LISS; ROEPER, 2001). Estas funcdes
sdo também pertinentes para a patogénese da dor neuropatica, a
qual pode resultar do aumento da excitabilidade de neurdnios
periféricos (CHI; JANG; NICOL, 2007).

Ja estd bem estabelecido que os canais Kap, estdo
envolvidos na resposta de muitas drogas com atividade
antinociceptiva (OCANA et al., 2004). Estudos demonstram que
agonistas de receptores opidides (4 e O) ativam canais de
potassio retificadores de influxo (Kir6.x) por meio da ativacéo de
proteinas Gy, (NORTH, 1989). As proteinas Gy séo capazes de
ativar dois diferentes tipos de canais Kir:GIRK (canais de
potassio retificadores de influxo regulados por proteina G)
(MARK; HERLITZE, 2000) e KATP (WADA et al., 2000). De fato,
varios estudos corroboram estes dados mostrando que o efeito
antinociceptivo de algumas substancias (ex. morfina, inosina e o
flavonoide miricitrina) é drasticamente reduzido pelo tratamento
de animais (camundongos) com a toxina pertussis (toxina que
inativa a proteina Gj,) em modelos de dor (MEOTTI et al., 2007;
MACEDO-JUNIOR et al., 2013).

Especificamente tem sido demonstrado que a
glibenclamida (uma sulfoniluréia capaz de bloquear canais Kap)
antagoniza o efeito antinociceptivo de substancias e drogas que
ativam vias de sinalizagdo reconhecidamente capazes de abrir
este canal como: morfina (OCANA et al.,, 1990; MEOTTI et al.,
2007; HERVERA et al., 2011), inosina (MACEDO-JUNIOR et al.,
2013) e diclofenaco (ORTIZ, 2011), bem como por compostos
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naturais como galato de etila (SANTOS et al., 1999) e carcuma
(DE PAZ-CAMPOS et al., 2012).

Como apresentado acima, a ativacdo de canais Katp € um
importante mecanismo envolvido na antinocicep¢cdo de muitas
drogas e produtos naturais, portanto representam um alvo
farmacoldgico interessante para novos compostos com atividade
analgésica.

1.7 GALATO DE ETILA

O galato de etila (GE) (Figura 4) € um composto fenolico
encontrado naturalmente em um grande namero de espécies de
plantas entre as quais se destacam: Phyllanthus urinaria
(SANTOS et al., 1999), Pistacia integerrima (MEHLA et al.,
2013), Lagerstroemia speciosa (GAO et al.,, 2010), Ailanthus
altissima (LOU; TANG; WANG, 2012), Alchornea trewioides (QIN
et al.,, 2012), Hamamelis virginiana (KOSTALOVA; MISIKOVA,
GABOROVA, 2001), Ampelopsis brevipedunculata (XU; LIU; XU,
1995), e também no vinho tinto onde sdo encontrados em
abundancia compostos fendlicos entre estes os galatos
(CLIFFORD et al., 1996).

Figura 4 — Estrutura molecular do galato de etila.
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Fonte: o autor (2014).

Dados da literatura tém demonstrado que compostos
fendlicos como os galatos possuem diversas propriedades
biolégicas, como efeito antioxidante (WU et al., 1998; HAWAS,
2007; ZHENG et al, 2009), atividades antiparasitaria
(CALDERON et al., 2006), anticancer (SALEEM et al., 2002; KIM
et al., 2012), antimicrobiana (SHIBATA et al., 2005), na
prevencdo de choque séptico (GOTES et al, 2012) e
antinociceptivo (CECHINEL FILHO et al., 1996; SANTOS et al.,
1999).
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Estudos que abordaram o efeito antinociceptivo do GE
demostraram que ele foi capaz de reduzir o comportamento
nociceptivo induzido pelo acido acético em camundongos
(CECHINEL FILHO et al., 1996). Além disto, foi demostrado que
0 galato de etila também reduziu a hiperalgesia induzida pela
injecdo intraplantar de bradicinina e substancia P em ratos, bem
como, 0 comportamento nociceptivo causado pela injecao
intraplantar de formalina e capsaicina em camundongos, sendo
que este efeito foi observado pela sua administracdo sistémica,
espinal e supraespinal (SANTOS et al., 1999). Além disso, o0s
mesmos autores também demonstraram que a antinocicepcgao
causada pelo GE envolve a ativacdo de canais de potassio
operados por baixa e alta conduténcia de calcio, canais de
potassio sensiveis ao ATP e ativagdo da proteina Gjo (SANTOS
et al., 1999).

Corroborando os resultados de Santos e colaboradores
(1999), foi demonstrado em outro estudo que o GE também foi
capaz de promover o relaxamento de traqueia isolada de cobaia
(in vitro), sendo que esta acdo depende da ativacdo de canais de
potassio operados por alta condutancia de calcio e canais de
potassio sensiveis ao ATP (PAULINO et al., 1999). Assim, os
dados descritos até o momento indicam que o GE possui um
importante efeito farmacoldégico o qual pode ser observado
através de diversos estudos (in vivo e in vitro) e o seu efeito
envolve a participacdo dos canais de potassio, sendo que este
efeito parece ser imprescindivel para explicar 0 mecanismo de
acao do galato de etila no controle da dor (CECHINEL FILHO et
al., 1996; SANTOS et al., 1999).
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2 JUSTIFICATIVA

A dor constitui-se num importante problema de saude
mundial, e permanece como um grande desafio de clinicos e
pesquisadores. A dor crénica é um problema de salde publica
que causa desconforto/sofrimento pessoal e social afetando a
gualidade de vida do paciente acometido como também dos seus
familiares. A dor crénica neuropatica pode originar-se a partir de
doencas ou lesBes que acometam o SNC ou SNP. Além disto,
milhares de pessoas em todo o mundo sofrem desta condi¢do
crbnica, sendo que a falta de tratamento adequado ou a
inexisténcia de um tratamento efetivo pode levar disfungbes
transitérias ou permanentes e assim compromete a qualidade de
vida e 0 engajamento nas atividades diarias.

De maneira geral, 0s mecanismos moleculares subjacentes
associados a dor neuropatica ainda ndo sdo completamente
entendidos, e como consequéncia, os tratamentos disponiveis
atualmente sdo muitas vezes insatisfatérios e grande parte deles
apresentam baixa eficacia e muitos efeitos colaterais (WOOLF;
MANNION, 1999; MENDELL; SAHENK, 2003). Portanto, ainda
h&4 uma grande necessidade de se buscar novas e melhores
drogas analgésicas (WANG; WANG, 2003). Nesse contexto,
considerando os estudos realizados anteriormente, os quais
demonstram a atividade antinociceptiva do GE em modelos
animais, e os indicios de que os mecanismos de acdo podem
envolver alvos associados ao desenvolvimento da dor
persistente, torna-se pertinente investigar o possivel efeito do GE
em modelos de dor crdnica de origem neuropatica.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antinociceptivo do GE na dor neuropatica
causada pela leséo parcial do nervo isquiatico em camundongos,
bem como os mecanismos de a¢ado envolvidos neste efeito.

3.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia da administragéo intragastrica (i.g.) do
GE sobre a hiperalgesia mecénica e térmica (frio) induzida
pela ligacdo parcial do nervo isquiatico;

o Verificar o efeito da administracdo prolongada do GE sobre
as concentracdes de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-13
e TNF-a) na medula espinal em animais submetidos a
LPNI;

e Avaliar o efeito do GE sobre a nocicepcdo induzida por
agentes algogénicos (NMDA, cainato, AMPA, Trans-ACPD,
IL-18 e TNF-a, capsaicina e cinamaldeido) administrados
pela via intratecal (i.t.) (medula espinal);

o Verificar a participacdo dos canais de potassio sensiveis ao
ATP no efeito antinociceptivo induzido pelo GE, no modelo
de injecdo de NMDA i.t.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados
camundongos Swiss adultos machos com dois a trés meses de
idade, pesando entre 25 e 35 g, provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal de Santa Catarina. Todos os protocolos
experimentais foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Santa Catarina, sob o numero PP00745, e os experimentos
foram realizados entre as 8:00 e 17:00 horas.

Uma vez recebidos do Biotério Central, os animais foram
mantidos no biotério do Laboratério de Neurobiologia da Dor e
Inflamag&o (LANDI), em micro-isoladores com circulacdo de ar,
em gaiolas de 12x30x18 cm (6 animais por gaiola), com
temperatura mantida a 20 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 h, com
agua e comida a vontade. Antes dos experimentos, 0s animais
foram aclimatados ao laboratério por periodo minimo de 1 h e
conduzidos de acordo com as normas de cuidados com animais
de laboratério e as diretrizes éticas para investigacao de dor em
animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). O numero de
animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos foram
0s minimos necessarios para demonstrar o efeito ao tratamento
recebido, sendo que estes foram expostos somente a um
protocolo experimental.

4.2 NEUROPATIA INDUZIDA PELA LIGACAO PARCIAL DO
NERVO ISQUIATICO (LPNI)

O efeito do galato de etila foi investigado no modelo de
neuropatia induzida pela ligadura parcial do nervo isquiatico
(LPNI). Para a realizacdo da cirurgia, os animais foram
anestesiados com uma injecao intramuscular (1 mL/kg, i.m.)
contendo uma solucdo de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) e a anestesia foi mantida com isoflurano por via inalatéria
(2-3% em O, 100%). Ap6s a verificacdo do estado de
consciéncia do animal (através da auséncia de resposta ao
pingamento da cauda e das pregas interdigitais), efetuou-se a
tricotomia da area a ser operada (coxa direita). Em seguida, foi
realizada uma incisdo curvilinea no hemicorpo direito do animal,
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iniciando acima e medialmente ao trocanter maior do fémur,
terminando préximo a fossa poplitea, no nivel da insercao dos
misculos isquiotibiais (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990). A
exposicdo do nervo isquiatico foi conseguida pelo afastamento
dos musculos semitendinoso e reto femoral. Aproximadamente
1/2 a 1/3 do nervo isquiatico foi amarrado com o fio de sutura de
polipropileno néo absorvivel (8-0) (MALMBERG,; BASBAUM,
1998). Nos camundongos falso-operados (grupo Sham), o nervo
isquiatico foi exposto utilizando o0 mesmo procedimento cirlrgico,
mas sem sofrer a ligadura. A inciséo da pele foi fechada com fio
de sutura de polipropileno (6-0) e realizada a assepsia no local
com (Povidine® - lodo) (Figura 5). Imediatamente apés a cirurgia,
0s animais foram mantidos em uma sala aquecida até a
recuperagdo completa da anestesia. Paralelamente avaliados
animais que ndo passaram por procedimento algum, grupo este
denominado “Naive”. A partir do 8° dia apds o procedimento
cirirgico os animais foram avaliados quanto ao limiar nociceptivo
mecénico e térmico, conforme descrito na figura 7.

Somente 0s animais que apresentaram hiperalgesia,
permaneceram para a sequéncia dos experimentos. Os grupos
experimentais foram ent&o divididos como listado a seguir:

Grupol: Naive; Grupo 2: Sham/veiculo; Grupo 3: Sham/GE
(100 mg/kg); Grupo 4: LPNI/veiculo; Grupo 5: LPNI/ GE (10
mg/kg); Grupo 6: LPNI/GE (100 mg/kg). Nas avaliagdes agudas
foi administrada uma unica dose do GE ou veiculo, ja durante o
tratamento prolongado foi administrado duas doses diarias de GE
ou veiculo para os diferentes grupos experimentais como listado
anteriormente. Sendo as administracdes realizadas as 08:00h (12
administracdo) e 17:00h (2% administracdo). O periodo de
tratamento prolongado foi de sete dias (10°-16° dias),
interrompido por periodo igual (17°-23° dias) e retomado por mais
cinco dias (24°-28° dias). A interrupc¢éo do tratamento prolongado
teve por objetivo verificar a possibilidade deste em reduzr a
hiperalgesia mecénicas e térmicas (frio) decorrente do periodo
de tratamento anterior. Todas as avaliacdes seguidas dos
ensaios de decurso temporal do efeito do GE foram realizadas 1
h apds o primeiro tratamento do dia, bem como para os testes de
nocicepcao aguda.



Figura 5 — Ligadura parcial do nervo isquiatico
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(A) Exposicao do nenvo isquiatico. (B) Ligadura do neno isquiatico. (C)
Sutura da pele. Fonte: o autor (2014).

4.3 MENSURACAO DA HIPERALGESIA AO ESTIMULO
MECANICO

A hiperalgesia mecénica foi avaliada conforme descrito
anteriormente (BORTALANZA et al., 2002). Os animais foram
aclimatados em caixas acrilicas individuais (9x9x8 cm) em uma
plataforma elevada de assoalho aramado, permitindo acesso a
superficie ventral das patas, e a resposta ao estimulo mecanico
foi efetuada da seguinte maneira: um filamento de von Frey com
carga de 0,6 g (Stoelting, Chicago, IL) foi aplicado
perpendicularmente na superficie ventral da pata posterior direita
dos animais (regido proximal aos dedos, metacarpo), sendo
mantido por 3 segundos e a aplicacdo foi repetida 10 vezes, com
intervalo de 1 minuto entre elas (Figura 6). A presséao aplicada foi
suficiente para promover a curvatura do filamento utilizado. A
resposta foi considerada positiva quando, apds o estimulo com o
filamento, o animal retirou completamente a pata da grade
metalica. O resultado foi expresso como a porcentagem de
retirada da pata frente ao estimulo mecénico.
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Figura 6 — Plataforma para avaliacdes de hiperalgesia mecanica.

(A) llustra plataforma com animais em amblentgéo. (B) Animal sendo
avaliado com filamento de von Frey. Fonte: o autor (2014).

4.4 AVALIACAO DA HIPERALGESIA TERMICA AO FRIO

A hiperalgesia ao frio foi avaliada conforme o método
descrito por (FLATTERS; BENNETT, 2004), com pequenas
modificagbes. Os animais foram aclimatados em caixas acrilicas
individuais (9x9x8 cm) em uma plataforma elevada de assoalho
aramado, permitindo acesso a superficie ventral das patas, e 20
uL de acetona foi sutiimente aplicado na superficie ventral da
pata posterior direita. A resposta comportamental foi avaliada
durante 30 s e registrada em escores: 0 — nenhuma resposta; 1 —
rdpida retirada ou movimento brusco da pata; 2 — retirada
prolongada ou agitacdo repetida da pata; 3 — agitacao repetida
seguida de lambida da pata. A aplicacéo de acetona foi repetida
trés vezes, em intervalos de cinco minutos, e a soma dos
escores foi utilizada para as andlises estatisticas (CORDOVA et
al., 2011).

Figura 7 — Esquema cronoldgico de avaliacbes LPNI.

Avaliagdo mécanica/térmica

tto. GE (10-100mg/kg 2xdia) _

v v

24 28 29

Fonte: O autor (2014).
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4.5 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE CITOCINAS

No 29° dia apdés a cirurgia os animais foram tratados
normalmente e apds 60 min foram anestesiados com isoflurano
(2-3% a 100% oxigénio), e seguido da verificacdo do estado de
consciéncia estes foram sacrificados, sendo coletadas amostras
da medula espinal (nivel lombar, L1-L6) para posterior
determina¢éo da concentragdo das citocinas IL-1p, IL-6 e TNF-a.
As amostras da medula espinal ap6s removidas foram
homogeneizadas com PBS contendo Tween 20 (0.05%), fluoreto
de fenilmetilsulfonil (0,1 mM), cloreto de benzometénio (0,1 mM),
EDTA (10 mM), BSA (0,5%), NaCl (0,4 M), PMSF (0,1 mM) e
aprotinina 2 (ng/ml). Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 3.000 x g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante
armazenado a -80 °C. A concentracdo das citocinas foi
determinada utilizando-se kits especificos de ELISA (R&D
Systems; Minneapolis,USA) de acordo com as recomendagfes
do fabricante. Os valores obtidos foram estimados através da
interpolacdo de uma curva padrdo, utilizando-se ensaio
colorimétrico, medido a absorbancia no comprimento de onda de
450 nm (comprimento de onda de correcéo de 540 nm) em leitor
de placa de ELISA (Berthold Technologies — Apollo 8 — LB 912,
Alemanha). A concentracdo de proteinas da amostra foi
determinada utilizando o reagente de Bradford (Bio-Rad Protein
Assay Kit). Desta forma todos os resultados foram expressos em
picogramas de citocinas por miligrama de proteina.

4.6 NOCICEPGCAO INDUZIDA PELA INJEGAO INTRATECAL
DE AGONISTAS GLUTAMATERGICOS

A fim de obter informac6es adicionais sobre o possivel
envolvimento dos receptores glutamatérgicos no efeito
antinociceptivo do GE, realizou-se a administracao via i.t. de
agonistas de receptores glutamatérgicos, 60 minutos apos o
tratamento dos animais com GE (100 mg/kg, i.g.) ou veiculo (10
ml/kg, i.g.). O procedimento utilizado para a injecao intratecal foi
similar ao descrito previamente por Hylden e Wilcox (1980)
(Figura 8-A). Previamente os animais foram tricotomizados (2-3
dias anteriores ao dias de teste), além disto, foram ambientados
nos funis de vidro por 10 minutos, em seguida retirados e
imobilizados manualmente para a realizacdo da injecéo
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intratecal, para tanto uma agulha de 30G acoplada por uma
cénula a uma microseringa de 25 pl foi inserida através da pele
no espaco sub-aracnéide entre as vértebras espinais L5-L6. A
seguir, foi administrado via i.t. 5 pl de acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropionico (AMPA, agonista seletivo de receptor
glutamatérgico ionotrépico do subtipo AMPA, 135 pmol/sitio), N-
metil-D-aspartato (NMDA, agonista seletivo de receptor
glutamatérgico ionotropico do subtipo NMDA, 450 pmol/sitio),
cainato (agonista seletivo de receptor glutamatérgico ionotropico
do subtipo cainato, 110 pmol/sitio) ou D-Acido (#)-1-
aminociclopentano-trans-1,3-dicarboxilico (trans-ACPD, agonista
seletivo de receptor metabotrépico do grupo | e Il, 50 nmol/sitio)
(SCHEIDT et al., 2002; GADOTTI et al., 2006). Apés a injecao,
0s camundongos retornaram para os funis de vidro e o tempo
que os animais permaneceram lambendo ou mordendo a regido
posterior do corpo (patas posteriores, cauda, genitalias e
abddmen) foi quantificado e considerado como comportamento
indicativo de nocicepcdo durante os respectivos tempos: AMPA
(1 min) NMDA (5 min), cainato (4 min) e trans-ACPD (15 min)
(URCA; RAIGORODSKY, 1988; BRAMBILLA et al, 1996;
BOXALL et al., 1998; SCHEIDT et al., 2002).

Figura 8 — Injecao intratecal e comportamento avaliado

(A) Manuseio para o procedimento de injecdo intratecal. (Bj
Comportamento expresso pelo animal dentro do funil apds injecao.
Fonte: O autor (2014).
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4.7 NOCICEPCAO INDUZIDA PELA INJEGAO INTRATECAL
DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

As citocinas IL-1B e TNF-a contribuem diretamente na
modulag¢do da informagdo nociceptiva relacionada a processos
inflamatérios como hiperalgesia e alodinia (FERREIRA et al.,
1988; CUNHA; FERREIRA, 2003; COUTAUX et al., 2005). Com
o intuito de avaliar o efeito antinociceptivo do GE na nocicepc¢éo
induzida pela citocinas pro-inflamatérias, realizou-se a
administracao via i.t. (Figura 8-A) de 5 pL de IL-1B (1 pg/sitio) ou
TNF-a (0,1 pg/sitio), conforme descrito anteriormente (MEOTTI et
al., 2007; GADOTTIl et al., 2012). Para isto, os animais foram pré-
tratados com GE (100 mg/kg i.g.) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.), 60
minutos antes da injecdo da IL-1B e do TNF-a. O comportamento
nociceptivo foi avaliado imediatamente ap6s a injecdo e
observado durante 15 min, sendo contabilizado o tempo em que
0 animal permaneceu lambendo ou mordendo a parte posterior
do corpo (patas posteriores, cauda, genitdlias e abddémen)
(Figura 8-B) (SAKURADA, 1996).

4.8 NOCICEPCAO INDUZIDA PELA INJECAO INTRATECAL
DE CAPSAICINA E CINAMALDEIDO

Para avaliar o efeito antinociceptivo do GE na nocicep¢ao
induzida por agonistas de receptores de potencias transitério
TRPs, os animais foram tratados com GE (100 mg/kg i.g.) ou
veiculo (10 mL/kg, i.g.), 60 min antes da injecao i.t. (Figura 8-A)
de 5 L de capsaicina (ativador de canais TRPV1, 100 pmol/sitio)
(SAKURADA et al., 1996) ou cinamaldeido (ativador de canais
TRPA1, 30 pmol/sitio). A injecdo i.t. dos agonistas TRPs foi
realizada como descrito anteriormente (MEOTTI et al., 2007;
GADOTTI et al, 2012). O comportamento nociceptivo foi
avaliado imediatamente apds a inje¢cdo e observado durante 5
min para a capsaicina € 30 min para o cinamaldeido, sendo
contabilizado o tempo em que o animal permaneceu lambendo
ou mordendo a parte posterior do corpo (patas posteriores,
cauda, genitdlia e abdémen) (Figura 8-B) (SAKURADA et al.,
1996). A concentracdo e o tempo de avaliacdo do experimento
realizado com o cinamaldeido foram obtidos através de curva de
doses realizada pelo grupo (NUCCI, 2014).
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4.9 PART!CIPA(;AO DOS CANAIS DE POTASSIO
SENSIVEIS AO ATP NO EFEITO DO GE

Para avaliar a participacdo dos canais de potassio
sensiveis ao ATP, os animais foram pré-tratados com o
bloqgueador de canais de potassio sensiveis ao ATP
glibenclamida (2 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.), 15
minutos antes da administracdo do GE (100 mg/kg i.g.) ou
veiculo (10 mlL/kg, i.g) (SANTOS et al.,, 2005). A resposta
nociceptiva induzida pela injecdo i.t. de NMDA (450 pmol/sitio) foi
avaliada 60 min apos o tratamento com o GE ou veiculo, como
anteriormente descrito no item 4.6.

4.10 SUBSTANCIAS E REAGENTES

As seguintes substancias foram utilizadas: galato de etila
(Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA, USA), acido cainico
(cainato), acido (x)-1-aminociclopentano-trans-1,3-dicarboxilico
(trans-ACPD), acido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4  isoxazol
propidnico  (AMPA), acido N-metil-D-aspartico (NMDA),
capsaicina e glibenclamida (Tocris Bioscience, Ellisville, Missouri,
EUA), Interleucina-1p (IL-1B) e fator de necrose tumoral-a (TNF-
a) (R&D Systems, Minneapolis, MN), cinamaldeido, xilazina,
cetamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), isoflurano
(Cristalia, SP, Brasil). Todas as substancias foram diluidas em
solucdo salina (0,9% NaCl), exceto a capsaicina (diluida em
solucdo salina e DMSO) e o galato de etila (diluido em solucéo
salina e Tween 80). A concentracao final de DMSO e Tween ndo
excedeu 5%.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao
da média (E.P.M). As andlises estatisticas entre 0s grupos
experimentais foram realizadas pelo teste t de Student ou por
meio de analise de variancia de (ANOVA) de uma ou duas vias
quando apropriado seguida do teste post-hoc para multiplas
comparacg6es de Bonferroni ou Student Newman-Keuls. Todas as
anadlises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad
Prisma 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Valores
de P menores que 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

51 EFEITO DO GE NA HPERALGESIA MECANICA
INDUZIDA PELA LPNIL

A hiperalgesia mecanica foi avaliada por meio de
filamentos de von Frey, iniciando-se no oitavo dia apés a LPNI e
estendendo-se até o 28° dia pds-operatério. Conforme ilustrado
na figura 9 (B e D), a LPNIinduziu o aumento do comportamento
nociceptivo quando comparado aos grupos controle naive e
sham. J4 o tratamento com ambas as doses de GE (10 e 100
mg/kg, i.g.) foi capaz de reduzir de maneira significativamente a
resposta nociceptiva por até quatro horas apds o tratamento
guando comparado ao grupo tratado apenas com veiculo (Fig.
9A). A dose de 10 mg/kg do GE foi eficaz até duas horas com
inibicBes de 89+12% a 100%, enquanto a dose de 100 mg/kg foi
efetiva até quatro horas com inibicbes de 70+18% a 100% (Fig.
9A).

Os resultados apresentados na figura 9 C mostram que a
administracao diaria (duas vezes ao dia) de GE (10 e 100 mg/kg,
i.g.) reduziu significativamente a hiperalgesia mecénica induzida
pela LPNI quando comparado ao grupo tratado apenas com
veiculo. A dose de 10 mg/kg do GE foi efetiva ao longo do
periodo de tratamento avaliado com inibicdes de 52+15% a
92+12%, enquanto a dose de 100 mg/kg teve inibicdes de 63+9%
a 80+26%. Com o objetivo de verificar se o tratamento
prolongado com GE teria efeito em reduzir a hiperalgesia em
relacdo aos animais tratados com veiculo o tratamento foi
interrompido, entretanto como visto na figura 9 C, a hiperalgesia
mecéanica foi novamente observada nos animais até entdo
tratados, sendo que ela foi reduzida novamente quando o
tratamento foi restaurado, no 24° dia, com uma resposta
semelhante a observado anteriormente e se manteve até o final
do ensaio 28° dia (Fig. 9 C).

O célculo da area sob a curva (Fig. 9 E) representa
somente os dias de tratamento das figuras 9 (C e D), excluindo o
periodo em que este foi suspenso. Esta analise revelou que os
grupos LPNI que receberam as doses de 10 e 100 mg/kg do GE
diferiram significativamente do grupo LPNI que recebeu apenas
veiculo.
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Figura 9 — Efeito do GE sobre a hiperalgesia mecénica.
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Efeito do tratamento com GE na hiperalgesia mecanica induzida pela
LPNI em camundongos. No painel A, obserna-se o decurso temporal do
efeito da administracdo (aguda) do GE (10 e 100 mg/kg, i.g.) no 8° dia
pés-cirurgia na hiperalgesia mecanica. No painel C, observa-se o efeito
do tratamento prolongado com o GE (10 e 100 mg/kg, i.g.) 2 vezes ao
dia do 10°-16° e 24°-28° dias pos-cirurgia. O painel E representa a area
sob a curva (ASC) dos grupos experimentais representados no painel C
e D. A letra B, representa a resposta de frequéncia de retira anterior a
cirurgia. Cada grupo experimental foi composto por 7-9 animais, cada
ponto representa a média e as linhas \erticais indicam E.P.M. Os
asteriscos (*) denotam os niveis de significaAncia, quando comparado
com o grupo LPNI + Veiculo *P<0,05; **P<0,01, **P<0,001 quando
comparado com o grupo LPNI + weiculo . A significancia estatistica foi
determinada por analise de variancia de duas vias (medidas repetidas)
seguida pelo po6s-teste de Bonferroni. A ASC foi analisada por ANOVA
de uma via seguida do teste de Student-Newman-Keuls.
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5.2 EFEITO DO GE NA HIPERALGESIA AO FRIO INDUZIDA
PELA LPNI

A hiperalgesia térmica ao frio foi avaliada utilizando a
aplicacdo da acetona (20 pL) iniciando-se no 9° dia ap6s a LPNI
e estendendo-se até o 28° dia pés-operatério. Conforme ilustrado
na figura 10 (B e D), a LPNI induzu o aumento do
comportamento nociceptivo quando comparado aos grupos
controle naive e sham. O tratamento com GE (100 mg/kg, i.g.) foi
capaz de reduzir a resposta nociceptiva por até sete horas
quando comparado ao grupo tratado apenas com veiculo, com
inibicBes de 55+11% a 77+18%, respectivamente (Fig.10 A).

Os resultados apresentados na figura 10 (C) demonstram
gue a administracdo diaria (duas vezes ao dia) de GE (100
mg/kg, i.g.) reduziu significativamente a hiperalgesia ao frio
induzida pela LPNI quando comparado ao grupo tratado apenas
com veiculo. As inibicdes observadas ao longo de todo periodo
avaliado foram de 52+7%, 59+9%, 88+9%, 54+19%, 76+12%,
67+10% e 64+15% para os dias 10, 12, 14, 16, 24, 26 e 28 de
avaliacdo, respectivamente. Além disto, com o objetivo de
verificar se o tratamento prolongado com GE teria efeito em
reduzir a hiperalgesia em relacdo aos animais tratados com
veiculo o tratamento foi interrompido, porém, como observado na
figura 10 (C) a hiperalgesia ao frio foi novamente observada,
sendo que esta foi reduzida novamente quando o tratamento foi
reiniciado, no 24° dia, com uma resposta bastante similar ao
observado no primeiro periodo de tratamento (Fig. 10 C).

O célculo da area sob a curva (Fig. 10 E) representa
apenas o periodo de tratamento das figuras (C e D), excluido o
periodo quando este foi suspenso. Esta analise revelou que os
grupos que receberam ambas as doses de GE (10 e 100 mg/kg)
diferiram significativamente do grupo que recebeu apenas
veiculo.



53

Figura 10 — Efeito do GE sobre a hiperalgesia térmica (frio).
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Efeito do tratamento com GE na hiperalgesia térmica (frio) induzida pela
LPNI em camundongos. No painel A, observa-se o decurso temporal do
efeito da administragdo (aguda) do GE (10 €100 mg/kg, i.g.) no 9° dia
pbs-cirurgia na hiperalgesia térmica (frio). No painel B, observa-se o
efeito do tratamento prolongado com o GE (10 €100 mg/kg, i.g.) 2 vezes
ao dia do 10°-16° e 24°-28° dias pOs-cirurgia. O painel E representa a
area sob a cuna (ASC) dos grupos experimentais representados no
painel C e D. A letra B representa o escore dos animais anterior a
cirurgia. Cada grupo experimental foi composto por 7-9 animais, cada
ponto representa a média e as linhas werticais indicam E.P.M. Os
asteriscos (*) denotam os niwveis de significancia, quando comparado
com o grupo LPNI + Veiculo *P<0,05; **P<0,01 ou ***P<0,001 quando
comparado com o grupo LPNI + wveiculo. A significAncia estatistica foi
determinada por analise de variancia de duas vias (medidas repetidas)
seguida pelo pés-teste de Bonferroni. A ASC foi analisada por ANOVA
de uma via seguida do teste de Student-Newman-Keuls.
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5.3 EFEITO DO GE SOBRE AS CONC!ENTRAQC)ES
ESPINAIS DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS APOS
LESAO DO NERVO ISQUIATICO

Os resultados apresentados na figura 11 A-C demonstram
qgque o procedimento de ligadura parcial do nervo isquiatico
induziu um aumento significativo das concentracdes de citocinas
pré-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a na medula espinal dos
animais quando comparado aos grupos naive e sham. Além
disto, pode-se observar que o GE (10 e 100 mg/kg, i.g.) reduziu
de forma significativa as concentra¢des das citocinas na medula
espinal quando comparados com o grupo LPNI que receberam
veiculo. Assim, observa que a dose de 100 mg/kg de GE
promoveu inibicdo de 100% das concentragBes de IL-13 e IL-6 e
de 83+7% de TNF-a (fig.11 A-C), ja a dose de 10 mg/kg de GE
reduziu em 55+10% e 91+7% respectivamente as citocinas IL-13
e IL-6 . Além disto, 0 GE néo alterou as concentragdes no grupo
sham + GE 100 mg/kg, quando comprado com o grupos sham +
veiculo e grupo naive, indicando que o tratamento néo altera as
concentracdes basais destas citocinas em situacao onde nao ha
presenca de leséo.
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Figura 11 — Efeito do tratamento com galato de etila sobre as
concentragdes das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a.
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Efeito do tratamento com galato de etila (10 e 100 mg/kg, i.g.) sobre as
concentragbes de citocinas proé-inflamatérias IL-13 (painel A), IL-6
(painel B) e TNF-a (painel C) nos segmentos medulares L1-L6 de
camundongos submetidos a LPNI. O tecido foi retirado no 29° dia apos
o procedimento cirdrgico, 0s animais receberam injecées i.g. de GE ou
veiculo duas vezes ao dia do 10° ao 29° dia apds a LPNI. Cada barra
representa a média de 7-9 animais, as linhas \erticais indicam o E.P.M.
Os asteriscos denotam os niveis de significancia quando comparados
ao grupo LPNI + weiculo (10 mL/kg, i.g.),*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
A cerquilha indica niveis de significancia do grupo LPNI + wveiculo (10
mL/kg, i.g.) em relacdo aos grupos naive, e sham, “P<0,05, #P<0,01 e
#P<0,001. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de
uma via seguida pelo teste student Newman-Keuls.
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5.4 EFEITO DO GE NA NOCICEPGAO INDUZIDA PELA
ADMINISTRACAO INTRATECAL DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS

Os resultados apresentados na figura 12 A-B demonstram
que o GE (100 mg/kg, i.g.) foi eficaz em reduzir a nocicepc¢ao
causada pela injecao i.t. de IL-1B (1 pmol/sitio), com inibicdo de
36 £ 8 % (Fig. 12 A), porém néo inibiu a nocicepcédo induzida
pelo TNF-a (0,1 pmol/sitio) (Fig. 12B) quando comparado com o
grupo veiculo.

Figura 12 — Efeito antinociceptivo do GE sobre a nocicepgéo
induzida por IL-18 e TNF-a.
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Efeito do GE (100 mg/kg i.g.), sobre a nocicepg¢ao induzida pela injecéo
intratecal de interleucina-1p (painel A) e de fator de necrose tumoral-a
(painel B) em camundongos. Os valores representam a média de 8-10
animais e as linhas \erticais representam o erro padrao da média
E.P.M. Os asteriscos mostram o nivel de significancia estatistica em
relacdo ao grupo weiculo (teste t de Student). *P<0,05.

55 EFEITO DO GE NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
ADMINISTRACAO  INTRATECAL DE  AGONISTAS
GLUTAMATERGICOS

Os resultados apresentados na figura 13 A-D demonstram
gque a administragdo via i.g. de GE (100 mg/kg) causou reducéo
significativa do comportamento nociceptivo induzido pela injecédo
i.t. de NMDA, AMPA e cainato em relacdo ao grupo controle
(veiculo), com inibicbes de 67+15%, 57+13% e 53+12%,
respectivamente (Fig. 13 A-C). No entanto, o0 mesmo tratamento
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com o GE néo apresentou efeito significativo na reducédo da
nocicepc¢ao induzida pelo trans-ACPD (Fig. 13D).

Figura 13 — Efeito antinociceptivo do GE sobre a nocicepgéo
induzida por NMDA, AMPA, cainato e trans-ACPD.
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Efeito do galato de etila (100 mg/kg, i.g.) sobre a nocicepc¢ao induzida
pela injecdo i.t.l de NMDA (450 pmol/sitio, painel A), AMPA (135
pmol/sitio, painel B), cainato (110 pmol/sitio, painel C) e de trans-ACPD
(50 nmol/sitio, painel D) em camundongos. Cada coluna representa a
média de 8-10 animais e as linhas \erticais indicam o erro padrao da
média (E.P.M.). Os asteriscos mostram o nivel de significancia
estatistica em relagédo ao grupo veiculo (teste t de Student), *P<0,05 e
*P<0,01.

56 EFETO DO GE NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
ADMINISTRACAO INTRATECAL DE CAPSAICINA E
CINAMALDEIDO

Os resultados apresentados na figura 14 A-B demonstram
gque o GE (100 mg/kg, i.g.) causou reducdo significativa do
comportamento nociceptivo induzido pela injegdo i.t. de
capsaicina (100 pmol/sitio) (agonista TRPV1) e cinamaldeido (30
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pmol/sitio) (agonista TRPAl) em relagdo ao grupo controle
(veiculo), com inibicBes de 38+13% e 54+14%, respectivamente.

Figura 14 — Efeito antinociceptivo do GE sobre a nocicepgéo
induzida por capsaicina e cinamaldeido.
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Efeito do GE (100 mg/kg i.g.) sobre a nocicepc¢ao induzida pela injecéo
i.t. de capsaicina (painel A) e de cinamaldeido (painel B) em
camundongos. Cada coluna representa a média de 8-10 animais e as
linhas verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). Os asteriscos
mostram o nivel de significancia estatistica em relagdo ao grupo
controle (veiculo) (teste t de Student), *P<0,05 e **P<0,01.

57 ENVOLVIMENTO DOS CANAIS DE POTASSIO
SENSIVEIS AO ATP NO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DO
GE

A Figura 15 mostra que o pré-tratamento dos
camundongos com glibenclamida (2 mg/kg, i.p., bloqueadora de
canais de potassio sensiveis ao ATP) foi capaz de reduzr de
forma significativa a antinocicepcdo induzida pelo GE (100
mg/kg, i.g.) na nocicepcdo causada pela injecdo i.t. de NMDA.
Além disto, os resultados mostram que a glibenclamida per se
ndo alterou a resposta nociceptiva dos animais em relacdo ao
grupo tratado com veiculo.
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Figura 15 — Efeito da glibenclamida sobre a antinocicepg¢éo
induzida pelo GE.
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Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (2 mg/kg, i.p.) sobre o efeito
antinociceptivo do GE (100 mg/kg, i.g.) na nocicepcédo induzida pelo
NMDA (450 pmol/sitio, i.t.) em camundongos. Cada coluna representa a
média de 8-10 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. **P<0,01
difere significativamente do grupo controle (veiculo + weiculo) e *P<0,05
difere significativamente do grupo do weiculo + GE (ANOVA de uma via
seguida pelo teste student Newman-Keuls).
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6 DISCUSSAO

As dores crbnicas neuropaticas causam grande
desconforto e sofrimento nas pessoas afetadas, comprometendo
significativamente a qualidade de vida destas pessoas (HALL et
al.,, 2006; QUINTANS et al.,, 2013). Dados epidemiolégicos
mostram que a prevaléncia da dor crénica neuropatica atinge até
17,9% e sua incidéncia pode chegar a 8,2/1000 pessoas por ano
(VAN HECKE et al., 2013).

A dor neuropatica esta relacionada normalmente a algum
tipo de lesdo ou a uma patofisiologia evidente, porém
frequentemente também ocorre de forma silenciosa. Esta pode
ser causada por tumores, fadrmacos usados na quimioterapia,
distarbios metabdlicos, infecgbes virais, trauma ou hérnia de
disco, entre elas destacamos as neuropatias e a sindrome da dor
complexa regional (ZIMMERMANN, 2001).

A dor neuropatica é geralmente dificil de tratar em funcéo
da sua etiologia heterogénea e dos complexos mecanismos
moleculares e celulares que estdo envolvidos ha sua
patofisiologia. Desta maneira, os farmacos disponiveis tem
frequentemente potencial terapéutico limitado nas dores cronicas
neuropdéticas, e ainda oferecem algum risco devido aos seus
efeitos colaterais (WOOLF; MANNION, 1999; BATISTA et al.,
2010).

Por tras da instalagdo e manutencao da dor neuropatica
estdo diversas mudancas celulares e moleculares. As alteragfes
em nivel celular, por exemplo, podem compreender a ativagéo e
migracdo de células imunes e consequentemente liberagdo de
mediadores inflamatérios tais como citocinas, quimiocinas,
bradicinina, prostaglandinas, que levam a reorganizagdo da
circuitaria no CDME  (MOALEM,; TRACEY, 2006;
LATREMOLIERE; WOOLF, 2009). Entre as alteracées em nivel
molecular que estdo diretamente relacionados com a dor
neuropatica estao, por exemplo, 0 aumento das atividades de
proteinas cinases (PKA e PKC), aumento da formacdo de
espécies reativas de oxigénio (HUCHO; LEVINE, 2007), bem
como alteracdes da expressdo de canais ibnicos e receptores
(HONG; WILEY, 2005; KATSURA et al., 2006; SUN et al., 2012).
Considerando esta grande diversidade de alteracdes presentes
nas dores crbnicas, em especial as de origem neuropatica,
parece compreensivel a dificuldade de se controlar este tipo de
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dor, tornando este um importante alvo para estudos de novos
compostos que possam regular estas mudancas e por fim levar a
reducéo dos sintomas dolorosos de origem neuropatica.

Nas neuropatias, é comum a sensibilizacdo dos
nociceptores aferentes primarios e mudancas adaptativas, tais
como neuroplasticidade, a qual tem sido descrita em varios
niveis do sistema nervoso (BESSON, 1999) e isto
consequentemente é a causa da hiperalgesia e/ou alodinia
presente nas neuropatias (MILLAN, 1999; PARADA et al., 2003).
Neste sentido, o modelo de neuropatia induzida pela LPNI tem
sido utilizado sistematicamente por causar alteracdes
comportamentais, celulares e bioquimicas semelhantes as
observadas em humanos (MALMBERG; BASBAUM, 1998;
BORTALANZA et al.,, 2002; MEOTTI et al., 2006). Assim, o
modelo de LPNI tem sido utilizado amplamente na busca de
compostos que aliviem os sintomas observados na sindrome da
dor crdnica neuropatica.

Com relacdo as analises comportamentais nossos dados
vao ao encontro de trabalhos prévios utilizando o0 mesmo modelo
(MALMBERG; BASBAUM, 1998; MEOTTI et al, 2006;
MAZZARDO-MARTINS et al.,, 2012), uma vez que em nosso
estudo o procedimento de LPNI foi capaz de induzir hiperalgesia
mecénica e térmica ao frio. Além disto, os resultados
apresentados neste trabalho claramente mostram que o GE foi
eficaz em inibir o comportamento nociceptivo induzido pela LPNI
guando avaliado por estimulo mecénico (filamento de von Frey) e
térmico ao frio (acetona). Além disso, foram obtidos avancos
substanciais a cerca dos mecanismos subjacentes ao efeito
antinociceptivo do GE no modelo de neuropatia utilizado.

Entre os diversos fatores que levam a sensibilizacdo dos
neurdnios nociceptivos, buscamos primeiramente quantificar a
concentragdo das citocinas pré-inflamatérias IL-1p3, TNF-a e IL-6.
De fato, estas citocinas estdo relacionadas diretamente na
liberacdo de varios mediadores enddgenos responsaveis pela
neuroplasticidade tanto central quanto periférica e
consequentemente na sensibilizacdo dolorosa (MOALEM;
TRACEY, 2006; ZHUO; WU; WU, 2011). Assim, 0S n0ss0S
resultados confirmam os dados descritos na literatura (DA SILVA
et al.,, 2011; MAZZARDO-MARTINS et al., 2012) ao demonstrar
gue as concentragfes das citocinas pro-inflamatérias IL-6, IL-13
e TNF-a foram significativamente aumentadas nos animais
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submetidos a LPNI. Também, o tratamento prolongado com GE,
foi capaz de reduzr significativamente as concentracdes destas
citocinas na medula espinal dos animais neuropaticos sugerindo,
gque ao menos em parte, o efeito antinociceptivo do GE esteja
relacionado a reducéo da concentracéo destas citocinas em nivel
medular. Por outro lado, é importante mencionar que o GE per se
nao alterou as concentra¢cfes das citocinas estudadas quando
comparado com 0s grupos controle (naive e sham), indicando
que ele é capaz de reduzir o aumento das citocinas somente nos
processos patoldgicos e ndo em condicdes fisioldgicas.

De fato, esta bem estabelecida que as citocinas pro-
inflamatérias TNF-a, IL-13 e IL-6 estdo envolvidas na dor
neuropética. Ademais, tem sido demonstrado consistentemente
na literatura o aumento nos niveis destas citocinas bem como o
aumento dos seus receptores em diferentes modelos de
neuropatias (ex. lesdo por constricao crénica do nervo isquiatico
(CCl) ou induzida por quimioterapico) (AUSTIN e MOALEM-
TAYLOR, 2010; MA e QUIRION, 2005; SHAMASH, REICHERT e
ROTSHENKER, 2002; GAO, YAN e WENG, 2013; GEORGE et
al., 1999). Além disto, estudos demonstram que interven¢des na
sinalizacdo ou producéo destas citocinas reduzem os sinais da
dor neuropética (SACERDOTE et al., 2013).

Por outro lado, tem sido demonstrado que lesbes em
nervos periféricos resultam em uma resposta inflamatéria
caracterizada pela ativagdo de macréfagos, mastdcitos
residentes e células de Schwann nos axénios, células satélites
gliais no GRD e astrécitos e micrdglia no CDME (SCHOLZ;
WOOLF, 2007; AUSTIN;, MOALEM-TAYLOR, 2010; GAUDET;
POPOVICH;, RAMER, 2011). Além disso, as respostas
inflamatérias sdo aumentadas pelo infiltrado de macréfagos,
neutroéfilos, linfocitos-T e células NK (natural killer) (XIE et al.,
2006; SCHOLZ; WOOLF, 2007). Estas células contribuem para a
liberacdo de diversos mediadores inflamatérios como a
bradicinina, substancia-P, ions hidrogénio, NGF, prostaglandinas,
histamina, ATP e citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-18 e
IL-6 (RICHARDSON; VASKO, 2002).

Os nossos resultados demonstram também que o GE foi
capaz de reduzir significativamente o comportamento nociceptivo
induzido pela administragao intratecal de IL-13, mas néo alterou
a resposta causada pelo TNF-a. Desta maneira, o GE poderia
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reduzir as concentragdes de IL-1 e também inibir a transmissao
nociceptiva e consequente sensibilizagdo gerada pela IL-1(.

Somando aos nossos resultados sobre a concentracdo de
citocinas tem sido demonstrado que a IL-1f ativa diretamente
neurdnios sensoriais primarios resultando em uma resposta
hiperalgésica (BINSHTOK et al., 2008), e ainda, na medula
espinal a IL-1B aumenta as correntes excitatérias induzidas por
AMPA e NMDA, enquanto diminui as correntes inibitérias
espontaneas de glicina e GABA (KAWASAKI et al., 2008b). Além
disto, a IL-18 também induz a liberacdo de substancia-P e
glutamato a partir dos terminais nervosos no CDME contribuindo
para a transmissdo da dor (BASBAUM et al., 2009).

Uma vez que encontramos estes resultados e que tem sido
demonstrada uma estreita relagdo existente entre a sinalizacdo
glutamatérgica e o aumento da expressdo de citocinas
(SULKOWSKI et al., 2013; YE et al., 2013). A nossa abordagem
subsequente foi verificar o efeito do GE sobre a nocicepcgéo
induzida pela administracéo direta de agonistas glutamatérgicos
em niveis medulares.

Estd bem estabelecido que o glutamato é o principal
neurotransmissor excitatério envolvido na transmisséo de sinais
nociceptivos. Além disso, os neurdnios nociceptivos ativados por
glutamato podem liberar diversos mediadores inflamatérios e
neuropeptidios envolvidos na transmissdo nociceptiva tanto no
SNP quanto SNC (MILLAN, 1999; FUNDYTUS, 2001). Na dor
aguda o glutamato liberado na fenda sindptica gera correntes
excitatorias pés-sinapticas em neurénios de segunda ordem, isto
ocorre primariamente pela ativagdo de receptor glutamatérgico
do subtipo AMPA e cainato (BASBAUM et al., 2009). Nestas
condicbes muitos receptores do subtipo NMDA podem
permanecer “silenciosos”, mas quando a sinalizagdo é
sustentada ou exacerbada leva a ativacao destes receptores pela
remocdo do fon Mg** que bloqueia o poro do canal (YOUN;
GERBER; SATHER, 2013).

Os nossos dados demostram que a administracao
sistémica do GE foi capaz de reduzir o comportamento
nociceptivo induzido pela administracéo intratecal de agonistas
glutamatérgico ionotrépicos AMPA, NMDA e cainato sem, no
entanto, afetar a nocicep¢do causada pelo agonista
glutamatérgico metabotrépico Trans-ACPD. Estes resultados
sugerem que o GE apresenta sua acdo antinociceptiva via
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redugdo da ativagcdo direta ou indireta dos receptores
ionotropicos glutamatérgico e desta forma reduzindo a dor
neuropatica causada pela LPNI.

No contexto da dor neuropatica a transmissao
glutamatérgica estd diretamente implicada na sensibilizacdo
central. A transmissdo sinaptica produzida pela ativacdo dos
receptores AMPA e NMDA é responsavel pelo aumento da forca
sinaptica no CDME (YOUN; GERBER; SATHER, 2013),
aumentando o influxo de calcio, o que pode levar a ativacdo de
diversas proteinas cinases intracelulares como proteinas cinase
A e C, MAPK e PI3K, que por sua vez aumentam ainda mais a
excitabilidade destes neurbnios, em especial pela modulacdo da
funcdo dos receptores NMDA e AMPA (LATREMOLIERE;
WOOLF, 2009; YOUN; GERBER; SATHER, 2013). Desta
maneira, compostos que atuem na inibicdo dos receptores
glutamatérgicos merecem destaque uma vez que, esses
receptores estdo envolvidos em diversas condi¢cdes de dor,
inclundo a de origem neuropatica (BLEAKMAN; ALT;
NISENBAUM, 2006).

De fato, estudos demonstram que o bloqueio dos
receptores glutamatérgico € capaz de reduzir a concentracédo de
citocinas pré-inflamatérias IL-6, IL-1B e TNF-a, em modelos de
neuropatia induzida por lesdo periférica e encefalomielite
autoimune experimental (EAE) (KLEINSCHNITZ et al., 2004;
SULKOWSKI et al., 2013). Outro estudo demonstra que a IL-1B e
0 TNF-a induzem o aumento das concentragcfes de glutamato
intra e extracelular e o pré-tratamento com MK-801 reduziu
significativamente o aumento do glutamato extracelular (YE etal.,
2013).

Assim, € plausivel sugerir que o GE possa estar
interferindo em algum ponto da sinalizacdo glutamatérgica o qual
parcialmente explicaria a reducdo nas concentracdes de
citocinas estudadas, bem como interferindo sobre este quadro de
retroalimentacdo positiva entre o sistema glutamatérgico e
citocinas pro-inflamatdrias.

Apesar de ser a transmisséo glutamatérgica essencial para
a transmissao nociceptiva, diversas outras moléculas e vias de
sinalizacdo que contribuem para a deteccdo do estimulo nocivo
também foram caracterizadas (JULIUS; BASBAUM, 2001). No
campo da dor, uma grande familia de receptores denominados
TRPs, principalmente TRPV1 e TRPA1, parecem ser importantes
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para a inicializacdo e manutencdo dos impulsos elétricos em
neurdnios nociceptivos levando, portanto, a nocicepgdo (MORAN
et al., 2011).

Os canais idnicos TRP, especialmente TRPV1 e TRPAL,
estdo altamente envolvidos na transducdo e sensibilizacdo em
neurbnios aferentes primarios somatossensoriais. Além disto,
estes canais ibnicos sao transdutores de ambos os estimulos
térmicos e mecénicos, atuando como integradores moleculares
para uma gama de diversos estimulos nocivos (BASBAUM et al.,
2009; STUCKY et al., 2009).

Em nosso estudo, a LPNI foi capaz de reduzir os limiares
nociceptivo mecanico e térmico (frio), e o GE foi capaz de
restabelecer estes indices. Considerando estes resultados nossa
abordagem subsequente foi investigar o efeito do GE na
nocicepc¢ao induzida pela administracdo de capsaicina (agonista
TRPV1) e cinamaldeido (agonista TRPAL) em nivel espinal.

Nossos resultados mostraram que o GE foi capaz de
reduzir significativamente a nocicepcdo induzida pela
administracdo intratecal de ambos agonistas. De fato, ja foi,
previamente, demonstrado que o GE reduz o comportamento
nociceptivo induzido pela capsaicina quando injetada
perifericamente (intraplantar) (SANTOS et al., 1999). Assim, os
resultados do presente estudo estendem estes achados e
reafirmam que o GE pode modular a nocicepgéo induzida pela
ativagdo de receptores TRPV1 também em niveis centrais. Neste
sentido, foi demonstrado o aumento da expressao do receptor
TRPV1 no modelo de neuropatia diabética induzida por
estreptozotocina (HONG; WILEY, 2005) e também sua co-
expressao centralmente em neurdnios positivos para substancia-
P (HWANG; BURETTE; VALTSCHANOFF, 2003). Também, foi
demonstrado que a administracdo intratecal de capsaicina induz
a liberacdo de glutamato na fenda sinaptica e consequentemente
promove a geracdo de potenciais pos-sindpticos excitatérios
(SPICAROVA; PALECEK, 2008), sendo que este receptor pode
sofrer modulacdo positiva pelas proteinas cinases A e C
(BASBAUM et al., 2009).

Neste sentido podemos relacionar um possivel efeito do
GE pela inibicAo ou modulacdo direta do receptor TRPV1
prevenindo a liberacdo de glutamato e substancia-P. Outra
hipétese seria verificar se 0 GE poderia inibir a sinalizacdo da
substancia—P liberada na fenda sinaptica uma vez que 0 mesmo
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reduziu a hiperalgesia mecéanica causada pela substancia-P em
ratos (SANTOS et al., 1999).

Ja em relacdo aos canais TRPAL, varios estudos tém
demonstrado sua importancia na transduc¢do da nocicep¢do ao
frio, particularmente em estados de dor aguda e crénica (STORY
et al., 2003; DEL CAMINO et al., 2010). Um achado interessante
mostra uma reducdo da expressdo de canais TRPAL no GRD de
nervos espinais lesados (axotomia). Contudo, ocorre um
aumento na sua expressdo no GRD vizinho, sendo que este
aumento da expressdo de TRPA1l mostrou-se critico para o
desenvolvimento da hiperalgesia ao frio (KATSURA et al., 2006).

Nas terminag@es centrais, a ativacdo de TRPAL é sugerida
por facilitar a liberagdo de glutamato, levando ao aumento da
frequéncia e amplitude da transmissdo glutamatérgica de
neurbnios aferentes primarios no CDME (PERTOVAARA;
KOIVISTO, 2011). Neste sentido, Uta e colaboradores (2010)
demonstraram que a ativagdo de TRPA1 na medula espinal pelo
cinamaldeido aumentou a transmissao sinaptica excitatéria. Além
disso, foi relatado recentemente que 0 antagonismo
farmacologico do TRPA1 pelo composto A-967.079 foi eficiente
em atenuar a hiperalgesia ao frio produzido por lesdo do nervo
isquidtico em ratos, sem alterar a sensacéo de frio nociva em
animais normais, sugerindo diferentes fun¢gdes do TRPALl em
estados fisiologicos e patolégicos (CHEN et al., 2011).

No presente estudo foi demonstrado que o GE inibiu a
nocicepcdo espontanea induzida pelo agonista TRPAL,
cinamaldeido; da mesma forma que foi efetivo em reduzr a
hiperalgesia ao frio no modelo da LPNI. Assim, pode-se sugerir
também que o efeito do GE poderia ser via inibicdo direta do
receptor ou da sinalizacdo mediada pela ativacdo dos receptores
TRPAL. Por exemplo, inibindo a sinalizacao glutamatérgica como
apresentado anteriormente, uma vez que o GE foi capaz de inibir
a nocicepcao de receptores glutamatérgicos ionotrépicos.

Outra hipétese a ser verificada para o efeito do GE sobre a
nocicepcdo aguda e crbnica poderia ser por sua acgao
antioxidante (ZHENG et al.,, 2009; LIP et al.,, 2013). Em um
estudo, Nishio e colaboradores (2013) demonstraram através de
ensaios eletrofisiolégicos que as EROs aumentam a transmissao
sinaptica excitatéria e este efeito € bloqueado pelo uso de
“scavengers” de EROs. Ainda neste estudo foi demonstrado que
antagonistas de TRPAl e TRPV1 também foram capazes de
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reduzir as correntes excitatérias produzidas por EROs, sugerindo
que estes aumentam a liberacdo de glutamato a partir dos
terminais pré-sinapticos por meio da ativacéo de canais TRPAL e
TRPV1 (NISHIO et al., 2013).

Os resultados apresentados neste trabalho também
demonstram que a ativacdo de canais de potassio sensiveis ao
ATP esta envolvida na antinocicep¢do causada pelo GE. Visto
que o pré-tratamento dos animais com glibenclamida (um inibidor
de canais de potassio sensiveis ao ATP) foi capaz de prevenir
parcialmente, mas significativamente a antinocicepcdo induzida
pelo GE. Assim, o resultado apresentado aqui corrobora com os
obtidos anteriores os quais demonstram que a glibenclamida tem
capacidade de reverter o efeito do GE tanto em estudo “in vitro”
quanto “in vivo” (PAULINO et al., 1999; SANTOS et al., 1999).

Os canais Katp estdo amplamente presentes em neur6nios
periféricos e centrais, além de células gliais onde desempenham
um papel importante na regulagdo da excitabilidade da
membrana e liberacdo de neurotransmissores. Estudos
investigando o papel deste canal em neuropatias indicam que
ocorre uma reducdo da sua expressdo em neurbnios
nociceptivos, e isto provavelmente contribui para a
hiperexcitabilidade neuronal (KAWANO et al., 2009a; WU et al.,
2011).

Entretanto ativadores destes canais como a cromacalina
ou o diazdxido séo capazes de reduzir a nocicep¢do em modelos
animais de neuropatia (KAWANO et al., 2009a; WU et al., 2011).
Neste sentido foi demonstrado que estes canais mantem suas
propriedades biofisicas e farmacoldgicas intactas, fornecendo
assim oportunidade terapéutica com a utilizagdo de ativadores de
Katp Na dor neuropatica (KAWANO et al., 2009b).

Em relacdo a propriedade de ativagcdo de Karp,
considerando sua importancia sobre a manutencao do potencial
de membrana e consequentemente seu controle sobre a
excitabilidade neuronal é possivel que os efeitos observados com
0 GE em nosso estudo estejam relacionados a abertura destes
canais, e assim promovendo contrabalanco da excitabilidade
neuronal, reduzindo desta forma a despolarizacdo neuronal e
consequentemente a sinalizacdo nociceptiva (OCANA et al.,
2004, WU et al., 2011).

Em conjunto, os resultados do presente estudo reforcam a
ideia de que o GE possui potencial terapéutico para o controle da
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dor aguda e crdnica, em especial a dor neuropética. Em relagéo
a este resultado somado aos diversos trabalhos, podemos
sugerir que o GE tenha um efeito modulando a transmisséo
sinaptica (ex. reduzindo liberacdo de glutamato), reduzindo a
producdo de citocinas e possivelmente controlando a
excitabilidade neuronal por meio da abertura de canais de
potassio sensiveis ao ATP.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados podemos

concluir que:

7
0.0

O galato de etila administrado sistemicamente por via oral
levou uma reducdo do comportamento nociceptivo
(hiperalgesia mecénica e térmica) induzida pela LPNI.
Além de reduzir a concentracdo das citocinas pro-
inflamatéria IL-18, TNF-a e IL-6 na medula espinal;

O galato de etila foi capaz de reduzir o comportamento
nociceptivo induzido pela administracdo i.t. de agonistas
glutamatérgicos NMDA, AMPA e cainato, mas nao teve
este efeito sobre a nocicepcdo induzida pelo agonista
glutamatérgico metabotrépico Trans-ACPD;

O galato de etila administrado por via oral também foi
capaz reduzir o comportamento nociceptivo induzido pela
capsaicina (agonista TRPV1) e cinamaldeido (agonista
TRPAL);

O galato de etila administrado pela via oral foi capaz de
reduzir o comportamento nociceptivo induzido pela citocina
pré-inflamatéria IL-18, mas ndo teve efeito sobre a
nocicepc¢ao induzida pelo TNF-a;

A administracao prévia do bloqueador de canal de potéssio
sensivel a ATP glibenclamida reverteu significativamente o
efeito antinociceptivo do galato de etila, sugerindo que
estes canais possuem um papel importante no seu
mecanismo de ac¢ao;

Assim, os resultados apresentados nesta dissertacéo

mostram pela primeira vez que o galato de etila, um composto
fendlico encontrado em muitas espécies de plantas, foi eficaz em
reduzir a dor de origem neuropatica. Desta forma, este estudo
agrega evidencias cientificas novas e fornece subsidios para a
continuidade dos estudos pré-clinicos tanto farmacolégicos
guanto toxicol6gico, visando confirmar seu potencial terapéutico
para o tratamento de dores cronicas.
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8 PERSPECTIVAS

v

v

Verificar 0 efeito do galato de etila sobre a atividade do
fator de transcricdo nuclear-kappa B no modelo de LPNI;

Avaliar o efeito do galato de etila sobre a expressao de
outras proteinas envolvidas na dor crbnica de origem
neuropética (ex. COX, NOS-induzida, quimiocinas, entre
outras);

Avaliar o efeito antioxidante do galato de etila ex vivo sobre
0 estresse oxidativo em modelos de dor crénica de origem
neuropética (ex. ligadura parcial do nervo isquiético,
sindrome da dor complexa regional);

Verificar a participacdo de outros canais de potassio no
efeito antinociceptivo do GE;

Confirmar através de estudos eletrofisioldgicos o efeito do
galato de etila sobre os canais de potassio sensiveis ao
ATP.

Avaliar os eventuais efeitos tdxicos promovida pela
administracdo aguda ou prolongada do galato de etila em
camundongos.
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