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RESUMO

A Riparina IV, uma alcamida sintetizada de Aniba riparia, foi testada em modelos animais
padronizados de dor, bem como os possiveis mecanismos de acdo envolvidos. Foram
utilizados camundongos Swiss (20-30g), e a Riparina IV foi administrada de forma aguda em
todos os testes, nas doses de 25 e 50 mg/kg, por via oral. Foram utilizados os testes de
contor¢Bes abdominais induzidas por &cido acético; placa quente; teste da formalina;
hipernocicepcdo mecanica induzida pela carragenina; teste da nocicepgdo induzida por
capsaicina, cinamaldeido, mentol; teste da nocicepcdo induzida por glutamato, bem como em
modelos comportamentais que permitam excluir a possibilidade de uma atividade relaxante
muscular ou induzir resultados falso-positivos nos modelos anteriores, tais como testes do
campo aberto e rota Rod. Os resultados demonstraram que a Riparina IV possui uma atividade
antinociceptiva no modelo de nocicepcdo visceral induzida por acido acético. A Riparina IV
ndo demonstrou atividade no modelo de nocicepcdo térmica da placa quente. O pré-
tratamento com a Riparina 1V reduziu significativamente a nocicepcdo inflamatéria induzida
pela segunda fase da formalina, porém ndo alterou a nocicepgdo neurogénica induzida pela
primeira fase do teste da formalina. Os animais pré-tratados com a Riparina IV tambem
exibiram uma reducéo significativa na hipernocicep¢do mecénica induzida pela carragenina.
Em relacdo a participacdo dos receptores de potencial transitorio (TRP), a Riparina 1V
demonstrou atividade nos modelos de nocicepcao induzida pela administracdo de capsaicina e
mentol, porém ndo apresentou atividade na nocicepg¢do induzida por cinamaldeido. Também
reduziu a nocicepc¢do induzida pela administracao intraplantar de glutamato. Para o estudo dos
mecanismos de acdo da Riparina IV foi utilizada somente a dose de 50 mg/kg da substancia.
Na avaliacdo da participacdo dos canais de potassio ATP-dependentes, o pré-tratamento com
glibenclamida ndo foi capaz de reverter a agdo antinociceptiva da Riparina 1V, descartando-se
0 seu envolvimento; da mesma forma, o pré-tratamento com ioimbina, um antagonista o2-
adrenérgico, e pCPA, um depletor das reservas de serotonina, também ndo foram capazes de
reverter tal acdo, ndo havendo envolvimento com o mecanismo de acdo da Riparina IV. O
pré-tratamento com L-arginina, um precursor do 6xido nitrico, reverteu a acdo antinociceptiva
da Riparina 1V, sugerindo, em parte, a participacdo da via do 6xido nitrico no seu mecanismo
de acdo. Os resultados mostraram que essa substancia ndo alterou a atividade locomotora no
teste do campo aberto, nem diminuiu o namero de quedas no teste do rota Rod, descartando a
possibilidade de haver sedacdo ou incoordenacdo motora por parte da Riparina IV. Em
sintese, os resultados demonstraram que a Riparina IV possui uma atividade em modelos
animais de nocicepcdo, possivelmente envolvendo os receptores TRPV1, TRPMS,
glutamatérgicos e a via do 6xido nitrico.

Palavras chave: Riparina IV. Nocicepcdo. TRPV1. TRPMS. Glutamate. Oxido nitrico.



ABSTRACT

Riparin 1V, an alkamide synthesized from Aniba riparia, was tested in standard animal
models of pain, as well as the possible mechanisms of action involved. It was used Swiss mice
(20-30g), and Riparin IV was administred acutely in all tests, at the doses of 25 and 50 mg/kg,
by gavage. It was used the tests of abdominal writhing induced by acetic acid, hot plate test,
formalin test, mechanical hypernociception induced by carrageenan, nociception test induced
by capsaicin, cinnamaldehyde and menthol, nociception test induced by glutamate, as well as
models of behavior that ruled out the possibility of a muscle relaxing activity or induce false-
positive results in previous models, such as the open field test and the rota Rod test. The
results showed that Riparin 1V has an antinociceptive activity at the model of visceral
nociception induced by acetic acid. Riparin IV did not show any activity at the hot plate
thermal nociception model. Pretreatment with Riparin IV reduced significantly the
inflammatory nociception induced at the second phase of formalin test, but did not alter the
neurogenic nociception induced at the first phase of formalin test. The animals pretreated with
Riparin IV also exhibited a significant reduction at the mechanical hypernociception induced
by carrageenan. Related to the participation of the Transient Potential Receptors (TRP),
Riparin 1V showed an activity at the models of nociception induced by capsaicin and menthol,
but did not show any activity at the nociception induced by cinnamaldehyde. Also reduced the
nociception induced by administration of glutamate at the rind paw. To study the mechanisms
of action of Riparin IV, it was used only the dose of 50 mg/kg of the substance. At the
evaluation of participation of the ATP-dependent potassium channels, pretreatment with
glibenclamide was not able to reverse the antinociceptive action of Riparin 1V, discharging its
involvment; at the same way, pretreatment with yohimbine, an a2-adrenergic antagonist, and
pCPA, a depletor of the serotonin reservations, were not able of reverse such action, not
having any involvement with the mechanism of action of Riparin IV. Pretreatment with L-
arginine, a precursor of Nitric Oxide, reversed the antinociceptive action of Riparin IV,
suggesting, in part, the participation of nitric oxide pathway at the mechanism of action. The
results showed that this substance did not alter the locomotor activity at the open field test,
neither diminished the number of falls at the rota Rod test, discharging the possibility of
sedation or incoordination by Riparin IV. In summary, the results showed that Riparin IV has
an action in animal models of nociception, possibly involving the receptors TRPV1, TRPMS,
glutamatergic receptors and the nitric oxide pathway.

Key words: Riparin IV. Nociception. TRPV1. TRPMS8. Glutamate. Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

1.1 PARTE |

1.1.1 Dor

Em 22 de maio de 2012, a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
atualizou o conceituo de dor, definindo-o como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a uma lesdo tecidual potencial ou real, ou descrita em termos de tal

lesdo”.

A experiéncia dolorosa resulta da interpretacdo do aspecto fisico-quimico do estimulo
nocivo e da sua interacdo com fatores emocionais e culturais individuais que estejam, de
alguma forma relacionados a dor, tais como o humor, experiéncias anteriores, crencas,
atitudes, conhecimento, significado simbdlico atribuido a queixa dolorosa, entre outros. A
apreciacdo da dor &€ uma experiéncia privada e subjetiva que ndo resulta apenas das
caracteristicas da lesdo tecidual. Na apreciacdo do fenbmeno algico, aspectos sensoriais,
afetivos e socio-culturais estdo imbricados de modo indissociavel. (MELKACK; WALL,
1991; PIMENTA,; PORTINOI, 1999).

A dor é necessaria para a sobrevivéncia do organismo e também para manter a sua
integridade, e pode ser classificada em nociceptiva ou neuropatica. A dor nociceptiva resulta
de uma atividade nas vias neuronais causada por estimulos que provocam danos reais ao
tecido ou estimulos potencialmente danosos aos tecidos, como nos casos de dores em
processos pos-cirargicos, artrite e dor associada a lesbes provocadas por praticas esportivas.
Ja a dor neuropatica é iniciada por lesGes ou disfun¢bes do sistema nervoso e pode ser
mantida através de varios mecanismos, como excesso de estimulacdo das vias nociceptivas ou
dano as vias inibitérias (HUNT; MANTYH, 2001; NICHOLSON, 2006).
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1.1.1.1 Classificagéo dos tipos de dor

A dor nociceptiva pode ser dividia em aguda e cronica: a dor aguda esta relacionada a
afeccdes traumaticas, infecciosas ou inflamatdrias; ha expectativa de desaparecimento apds a
cura da lesdo; a delimitacdo temporal-espacial é precisa e ha respostas neurovegetativas

associadas, como elevacgdo da pressao arterial, taquicardia ou taquipnéia. (PIMENTA, 1999).

A dor aguda é um fendmeno mundial. Cirurgias eletivas e de emergéncia, doencas
graves, trauma do parto, queimaduras, calamidades  naturais, guerras e
tortura, tudo contribui para 0 seu advento. Quando ndo  aliviada,
comumente provoca alteragdes fisiopatoldgicas neurais,  incluindo senssibilizacdo  neural
periférica e central, que podem evoluir para sindromes de dor cronica (BRENNAN et al.,
2007).

Dor cronica é aquela que ndo desaparece apds a cura da lesdo ou que esté relacionada
a processos patologicos crénicos. Ndo tem mais a funcéo bioldgica de alerta e, em geral, ndo
ha respostas neurovegetativas associadas ao sintoma. E mal delimitada no tempo e no espaco
e ansiedade e depressdo sdo respostas emocionais frequentemente associadas ao quadro.
(PIMENTA, 1999).

A dor crbnica pode gerar uma série de sintomas, como mobilidade reduzida e
conseqliente perda de forca, sono perturbado, comprometimento imune e aumento da
susceptibilidade a doenca, dependéncia de medicacdo, e co-dependéncia com membros da
familia e outros cuidadores. (BRENNAN et al., 2007).

Pacientes acometidos com dor cronica sofrem muita influéncia de estressores
psicossociais e socioecondmicos, depressdes recorrentes e se beneficiam com o tratamento
com antidepressivos. Queixas dolorosas podem desencadear medo, dependéncia ou mesmo
comportamentos para obtencdo de beneficios que surgem com o adoecimento. Em alguns
casos, 0 sofrimento relacionado a dor domina o quadro clinico e a sindrome depressiva

associada s6 e reconhecida meses ou, muitas vezes, anos apds (TEIXEIRA, 2006).
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Kreling et al. (2006) realizaram um estudo epidemiolégico em uma populagdo do sul
do Brasil e evidenciaram a alta prevaléncia das dores crbnicas, onde 61,4% da populacdo
estudada relatou acometimento de dor crénica, de acordo com os critérios preconizados pela
IASP. Destacou-se a alta prevaléncia de individuos do sexo feminino, compreendendo 69,2%
da amostra de pacientes. Esse estudo demonstrou a importancia das dores cronicas,
especialmente as cefaléias e dores lombares, como possiveis determinantes de prejuizos

pessoais e sociais.

Embora o limiar de percepcdo a dor seja muito semelhante entre os individuos, a
tolerancia a dor varia muito e esté relacionada a fatores sensoriais (extenséo e localizacdo da
lesdo), fatores genéticos (relativos ao sistema nociceptivo e da modulagdo da dor), emocionais
(medo, raiva, ansiedade e depressdo), culturais (aprendizagem, experiéncias anteriores,
significado simbolico da dor), e sociais (possiveis ganhos secundarios de ordem econémica,
social e afetiva). (PIMENTA; PORTINOI, 1999).

O estudo das diferencas individuais de resposta a dor tornou-se mais avangado com o
advento da tecnologia em pesquisa genética. Multiplos genes, cada um com uma pequena
influéncia individual, interagem entre si e com uma variedade de fatores ambientais,
influenciando na sensibilidade a dor e na expressdo de condicGes ligadas a dor cronica;
porém, quais genes contribuem para a grande variedade de respostas a dor clinica e
experimental, e a funcdo direta dos polimorfismos genéticos especificos sdo questes ainda
ndo elucidadas. (FILLINGIM et al.,2008).

1.1.1.2 Caminhos da dor

A compreensdo do fendmeno da dor esta relacionada a trés mecanismos: transducéo,
transmissdo e modulacdo. A transducdo trata-se da ativacdo dos nociceptores por um estimulo
noxico, sendo esse mecanico, térmico ou quimico. A transmissdo trata-se da conducdo das
informacGes relativas a nocicepcdo da periferia para o sistema nervoso central, e constitui a
primeira linha de defesa a fim de minimizar os danos ao organismo. A modulacdo
compreende a inibi¢do ou facilitacdo das informacdes nociceptivas da periferia para o sistema
nervoso central, através de vias que descendem do cérebro para a medula espinhal. A inibicao
descendente ocorre em qualquer momento da transmissdo do impulso nervoso, e trés

mecanismos podem descrever essa modulagdo: a teoria do controle do portdo, o sistema
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descendente inibitério e o controle inibitorio produzido em outros centros do SNC. (PORTO,
2004).

A propagacdo da dor é iniciada com a ativacdo de receptores fisiolégicos denominados
nociceptores, que sdo amplamente encontrados na pele, musculos, mucosas, tenddes, tecido
conectivo de 6rgaos viscerais, fascias profundas, ligamentos e cépsulas articulares, periosteo e
veias arteriais. Os receptores correspondem a terminagdes nervosas livres e representam a
parte mais distal de um neurbnio aferente (HUNT; MANYTH, 2001; ALMEIDA;
ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

A transmissdo ocorre apds a deflagracdo de um estimulo doloroso capaz de ativar um
namero suficiente de nociceptores, produzindo um estimulo aferente. Esse estimulo se
propaga ao longo de fibras primarias até o corno dorsal da medula espinhal, onde ocorre a
sinapse com neurdnios de segunda ordem - predominantemente na regido da lamina Il
(substancia gelatinosa) - e propagam a mensagem nociceptiva através da liberacdo de uma
grande variedade de neurotransmissores, como 0 aminoacido excitatorio glutamato ou do
peptideo sustancia P. Os neurdnios de segunda ordem, entdo, cruzam a medula espinhal e
ascendem ao trato espinotalamico, onde projetam as suas fibras terminais, especialmente no
talamo. No tadlamo, neurdnios de terceira ordem emitem axdnios para diversas regides,
caracterizando diferentes vias ascendentes (RUSSO; BROSE, 1998; SCHAIBLE; RICHTER,
2004).

As vias ascendentes mais significantes em primatas, incluindo o homem, ascendem do
cordao espinhal até o cérebro no quadrante antero-lateral. Dentre estas vias, as que
demonstram maior participacdo na mediacdo da dor sdo os tratos espinotalamico (STT),
espinomesencefalico (SMT) e espinoreticular (SRT) (WILLIS, 1985).

O trato espinotalamico é a via mais comumente relacionada a dor, sendo descritas trés
formas de aferéncias no trato espinotalamico: a via neoespinotalamica, ou trato
espinotalamico ventral, que participa do componente sensorio-discriminativo da dor; a via
paleoespinotalamica, ou via do trato espinotaldamico dorsal que esta envolvida nos aspectos
afetivo-motivacionais da dor; e a via espinotalamica, que representa 0 componente afetivo da
experiéncia dolorosa (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; RENN; DORSEY, 2005).



20

O trato espinoreticular esta envolvido nas caracteristicas afetivo-motivacionais e nas
respostas neurovegetativas a dor; o trato espinomesencefalico poderia ser considerado como
um componente do trato espinoreticular, porém ha diferencas organizacionais suficientes para
justificar a separacdo dos locais em espinomesencefalico e espinoreticular. A estimulacdo das
regides inervadas pelo trato espinomesencefélico produz repostas diferentes implicadas no
processo nociceptivo, podendo provocar comportamentos aversivos na presenca de um
estimulo nocivos e repostas motoras, como desercao visual, bem como respostas autonémicas,
cardiovasculares, motivacionais e afetivas (WILLIS, 1985; ALMEIDA; ROIZENBLATT,;
TUFIK, 2004; RENN; DORSEY, 2005). (Figura 1)

Figura 1. Vias ascendentes da dor
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(A) Trato espinotalamico (STT). As projecdes neuronais que formam o STT se originam predominantemente
nas laminas I, Il e V do corno dorsal da medula espinhal. Os neur6nios do STT cruzam a linha media através da
comissura branca ventral até o quadrante ventrolateral oposto da medula espinhal. No quadrante ventrolateral, os
neurdnios do STT ascendem da corda espinhal para o tdlamo no funiculo ventrolateral (VLF). (B) Trato
espinomesencefalico (SMT). Os neurdnios que formam o SMT se originam predominantemente nas laminas I, |1
e V do corno dorsal. Os neurénios do SMT decussam através da comissura branca ventral para o VLF, onde
ascendem do corddo espinhal para 0 mesencéfalo e terminam em varias estruturas, como a substancia cinza
periaquedutal (PAG). (C) Trato espinoreticular (SRT). Os neurdnios to SRT se originam predominantemente nas
laminas 1, 11, e V do corno dorsal, decussam através da comissura branca ventral até o funiculo ventrolateral e
ascendem da corda espinhal para a formacao reticular da medula.

Fonte: RENN; DORSEY, 2005.
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Em resposta a estimulagdo nociceptiva ascendente, ocorre ativacdo de algumas vias
descendentes de controle, modulando o sinal nociceptivo. Algumas teorias foram propostas na
tentativa de elucidar os mecanismos de modulacdo da dor, sendo duas destas muito
conhecidas.

Uma das teorias mais famosas sobre a modula¢do da dor foi postulada por Melzack e
Wall em 1965, conhecida como a teoria do controle do portdo. De acordo com o0s autores, 0
corno dorsal da medula espinhal apresenta “portdes” que sdo capazes de determinar quais
influéncias convergentes, provenientes dos receptores sensiveis a estimulos nocivos, tateis ou

térmicos seriam transmitidas para o sistema nervoso central.

A base de outra teoria sobre modulagéo iniciou-se com a identificagéo da area cinzenta
periaquedutal (PAG) como um local importante na producdo da analgesia (REYNOLDS,
1969). Basabaum e Fields (1978, 1984) conseguiram elucidar o mecanismo pelo qual a PAG
induz a analgesia. Segundo os autores, as células da PAG se projetam primariamente para o
nucleo magno da rafe (NMR), que envia axonios para o corno dorsal da medula espinhal.
Quando ativado, 0 NMR exerce uma atividade inibitoria em rede no processo sensorial
nociceptivo, provavelmente inibindo as células do corno dorsal superficiais e também aquelas
mais profundas, que recebem entradas de receptores aferentes primarios. Essa sistema linear

de modulacéo € conhecido como controle descendente inibitério.

Atualmente, conceitua-se a modulacdo da dor como algo mais complexo, envolvendo
a participacdo de importantes regides corticais e elementos do sistema limbico, bem como
locais do mesencéfalo e da medula espinhal (OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010).

1.1.2 Nocicepgao

Sherrington (1906), introduziu o conceito de nocicepc¢do a fim de diferenciar a
percepcdo de estimulos nocivos da sensacdo de dor, propriamente dita. A nocicepcdo € a
deteccdo de um estimulo agressivo por terminais sensoriais e a transmissdo de informacdes
sobre a presenca e qualidade desse estimulo pelas conexdes sinadpticas das ceélulas
transmissoras, do local estimulado até o cérebro, ndo havendo participacdo de um componente
afetivo. Trata-se de uma sensacdo ndo uniforme, e € considerada a progenitora da dor. A

qualidade da dor e o inicio das respostas protetoras sdo determinadas por muitos fatores
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dentro da medula espinhal e estruturas cerebrais superiores envolvidas na integracdo e
modificagédo dos sinais nociceptivos (RUSSO; BROSE, 1998; MC GRATH, 1992).

Na presenca de um estimulo ndxico, 0s nociceptores aferentes primarios demonstram
diferentes padrdes de propagacdo. Inicialmente, as fibras aferentes ndo-mielinicas foram
relacionadas com a dor e reagfes associadas a mesma (ZOTTERMAN, 1933; LEWIS;
POCHIN, 1937; GORDON; WHITTERIDGE, 1943), porém alguns estudos realizaram a
mensuracao do tempo de reacdo apds a estimulo ndxico, e demonstraram que a sensacdo de
dor era referida tdo rapidamente que ndo poderia ser mediada somente através de fibras nao-
mielinicas (BESSOU; PERL, 1969; BURGUESS; PERL, 1967).

Burguess e Perl (1967) realizaram um estudo capaz de provar que hd uma base para
um mecanismo associado a dor dependente da ativacdo de receptores especificos associados
as fibras mielinicas. De acordo com os resultados obtidos, eles classificaram as fibras
mielinicas em trés grupos: o grupo de fibras nociceptivas, que respondeu somente a estimulos
dolorosos aos humanos e ndxicos na pele dos animais. Um segundo grupo, classificado como
mecanorreceptores insensiveis, que pareceu similar ao grupo nociceptivo, porém as fibras
foram excitadas por estimulos ndo dolorosos a maioria dos individuos observados. O terceiro
grupo foi considerado de receptores de pressao moderada, e esses receptores tiveram as fibras

aferentes de maior velocidade de conducédo dentre os trés grupos observados.

Outro estudo realizado por Benson e Perl (1969), descreveu a existéncia de varios
tipos de fibras C, dentre eles os receptores polimodais, que se tratavam de unidades de alto-
limiar presentes em fibras ndo-mielinicas ativadas por estimulos mecanicos de moderados a
intensos, calor ndxico, irritantes quimicos e também por temperaturas da pele muito baixas,
ou seja, estimulos noxicos de qualquer tipo, justificando a denominacdo de receptores

polimodais.

Harper e Lawson (1985) classificaram os neur6nios aferentes primarios com base na
velocidade de conducdo, mensurada pela estimulacdo no nervo ciatico de ratos. Células que
eram capazes de conduzir em uma velocidade de 30-55 ms foram classificadas como
neurénios A-a; aquelas que conduziam em velocidade de 14-30 ms foram denominadas A-j,
e 0s neurdnios que conduziam em velocidades de 2,2-8 ms, e que requereram pulsos de 0,1

m.s para atingir o limiar foram classificadas como A-3. Neurdnios que apresentavam axdnios
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com velocidade inferior a 1,4 ms e que requeriam estimulacdo de 1ms de dura¢do foram

classificadas como neur6nios C.

Novas caracteristicas das fibras responsaveis pela conduc¢édo nervosa foram elucidadas.
As fibras A-a e A-f sdo células com os maiores diametros, mielinicas, de rapida conducéo,
capazes de detectar estimulos indcuos aplicados a pele, musculos e articulagbes. A
estimulacéo direta em qualquer frequéncia dessas fibras, em humanos, conduz rapidamente o
estimulo, porém, ndo produzem sensagdes descritas como dolorosas (JULIUS; BASAUM,
2001; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

As fibras Ad sdo mielinicas, de tamanho intermediario, e cuja velocidade de
propagacdo do sinal aferente € mais rapida que as fibras do tipo C. S&o responsivas a
estimulos nocivos de origem térmica, mecanica e quimica. Essas fibras podem ser divididas
em dois grupos: ambos respondem a estimulos mecanicos intensos, porém podem ser
distinguidas através da ativacdo diferencial em resposta ao calor intenso ou a forma como séo
afetadas por lesdo tecidual. As fibras Ad do tipo | sdo mais responsivas ao aquecimento lento
e disparam o potencial de acdo em temperaturas nocivas em torno de 53 °C, ja as fibras Ad do
tipo Il disparam em temperaturas em torno de 46 °C (JULIUS; BASBAUM, 2001; LAWSON,
2002; CRAIG, 2003; COUTAUX et al.,2005).

As fibras C tratam-se de fibras ndo mielinicas de pequeno diametro, que respondem a
estimulos nocivos de origem térmica, mecanica e quimica. Cerca de 60-90% dos neur6nios
aferentes primarios, de origem cutanea ou de tecidos mais profundos correspondem a fibras
do tipo C (LAWSON, 2002; COUTAUX et al.,2005). Assim como as fibras A-9, as fibras C
sdo divididas em dois grupos: um grupo expressa 0 receptor de purinas P2X3, fator
neurotrofico de células gliais (GDNF), e essas fibras terminam quase que exclusivamente em
partes mais profundas da substancia gelatinosa da medula espinhal; o outro grupo sintetiza
peptideos como a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
expressa 0 receptor TrkA, e terminam mais superficialmente no corno dorsal. Ambos 0s
grupos de fibras C respondem a estimulos noxicos similares e expressam o receptor VR1, que
traduz estimulos noxicos térmicos e quimicos (HUNT; MANTYH, 2001).
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Algumas fibras C s8o denominadas receptores silenciosos, pois 0s estimulos naturais
sdo de dificil identificacdo; essas fibras sdo normalmente insensiveis a estimulacdo mecénica
e térmica, e sdo recrutadas somente apoOs injuria tecidual, podendo estar envolvidos na
modificacdo da sensibilidade periférica que ocorre apds o dano tecidual (JULIUS; BASAUM,
2001; HUNT; MANTYH, 2001).

1.1.2.1 Receptores envolvidos na transducéo da nocicepcao

Os receptores de potencial transitorio (TRP) constituem uma das maiores familias de
canais idnicos. Baseada na homologia da sequencia de aminoacidos, os membros da familia
TRP em mamiferos foram classificados em 6 subfamilias: TRPC (Canénico), TRPV
(Vaniloide), TRPM (Melastatina), TRPP (Policistina), TRPML (Mucolipina) e TRPA
(Anquirina) (LEVINE; ALESSANDRI-HABER, 2007).

Os canais TRPV1 foram os primeiros a serem clonados. TRPV1 é sensivel a uma
variedade de estimulos, incluindo calor nocivo, protons com pH abaixo de 6,5 , e ligantes
especificos tais como a capsaicina. Sao expressos em nociceptores e medeia dor aguda e
crénica. Apresenta uma gama de substancias com capacidade de antagonizar as acdes desse
canal ibnico, como capsazepina e vermelho de ruténio (CATERINA et al.,1997; TANG et al.,
2007).

Os canais TRPV2, TRPV3 e TRPV4 apresentam homologia com o receptor TRPV1,
porém sao ativados por diferentes substancias, sdo insensiveis a capsaicina e apresentam

variadas temperaturas de ativacdo. (Tabela 1)
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Tabela 1. Receptores de potencial transitério homdlogos ao TRPV1

CANAL HOMOLOGIA AGONISTA TEMPERATURA
IONICO COM TRPV1 DE ATIVACAO
TRPV2 49% na sequéncia de | 2-aminoethoxydiphenylborate (2- | Igual ou superior a
aminoacidos APB) 52°C
TRPV3 43% na sequéncia de Canfora Em torno de 33°C a
aminoacidos 35°C
TRPV4 40% na sequéncia de | Solugdes hipotbnicas, ésteres de | Em torno de 27°C a
aminoéacidos forbol 34°C

Fonte: FEIN, 2011.

Similar ao receptor para o calor, TRPV1, existem dois receptores que detectam o frio.
O receptor de potencial transitorio anquirina 1 (TRPAL), chamado anteriormente de
ANKTML1, é um canal ndo-seletivo permeavel ao célcio (STORY et al., 2003) e ativado por
temperaturas menores que 17 °C (PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF, 2009). O TRPMS é
ativado por temperaturas frias moderadas (15 a 25 °C) e por compostos que evocam uma

sensacdo de frescor, como mentol, icilina, eucaliptol e eugenol.

Canais TRPV1, TRPV2, TRPV3 e TRPM8 sdo comumente referidos como
termoreceptores, e TRPV4 e TRPALl como mecanoreceptores; porém, os canais TRP
apresentam-se como receptores polimodais. Ja os receptores de potencial transitorio TRPV4 e
TRPAL, séo conhecidos também como termoreceptores (LEVINE; ALESSANDRI-HABER,
2007; BANDELL et al.,2004; JORDT et al.,, 2004; MCNAMARA et al.,2007; REID;
FLONTA, 2001; BEHRENDT et al.,2004; CHUANG; NEUHAUSSER; JULIUS, 2004;
PREMKUMAR et al., 2005; BENEDIKT et al., 2007).

Outra familia que participa da transducdo da nocicepcdo é a dos canais idnicos
sensiveis ao acido (ASICs). Estes canais sdo codificados por quatro genes, produzindo
subunidades designadas de ASIC1 a ASIC4, e diversas variantes do ASIC também foram
descobertas. Os ASICs sdo trimeros de proteinas e podem ser compostos de diferentes
combinacdes de subunidades. Ap6s a descoberta e clonagem, os ASICs tornaram-se 0S

principais candidatos a sensor de protons extracelulares (FEIN, 2011).
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Esses canais de cétions ativados por prétons extracelulares sdo insensiveis a
voltagem, expressos em neurdnios sensoriais e predominantemente localizados em neurdnios
de pequeno didmetro, sendo distribuidos de forma generalizada no cérebro (WALDMANN;
LAZDUNSKI, 1998).

A acidose tecidual estd relacionada com a dor persistente. Alguns estudos
demonstraram que a expressdo de ASICs é aumentada por mediadores pré-inflamatérios,
como fator de crescimento neutral (NGF), serotonina, interleucina 1 (IL-1) e bradicinina
(VOILLEY et al.,2001; MAMET et al.,2002).

1.1.2.2 Mediadores quimicos e nocicep¢ao

Os mediadores quimicos estimulam os nociceptores quimiosensiveis e agem atraves de
dois mecanismos, ou seja, excitacdo ou sensibilizacdo. Somente alguns mediadores agem via
excitacdo, sendo a grande maioria dos mediadores substancias que provocam uma diminuicao
no limiar de despolarizacdo dos nociceptores, tornando-0s responsivos a estimulos de baixa
intensidade (COUTAUX et al.,2005).

Os nociceptores presentes no tecido lesado podem ser ativados e sensibilizados tanto
por substancias liberadas no local do foco inflamatorio como através do recrutamento de
fibras adjacentes. Essa rede de interacBes neuroquimicas constitui a base da hiperalgesia
(COUTAUX et al.,2005).

Os principais mediadores inflamatorios que participam no processo nociceptivo, assim

como caracteristicas importantes dos mesmos encontram-se relacionados no quadro 1.



Quadro 1. Mediadores inflamatdrios e sua participacdo na nocicepgao.

MEDIADOR EFEITO CARACTERISTICAS REFERENCIAS
Sensibilizagcdo Analgesia ou OKUDA et al, 2001
Oxido Nitrico do nociceptor hiperalgesia, dependendo DOURSOUT et al, 2003
(NO) da concentragao SOUSA; PRADO, 2001
DRAY, 1997
Hiperalgesia mediada por STERANKA et al, 1988
receptores Bl e B2, LOPES et al, 1995
Ativagdo e/ou sensibilizacéo de NI et al, 1998
Bradicinina sensibilizagdo do | receptores TRPV1, além DRAY; PERKINS, 1993
(BK) nociceptor do aumento da sintese de AUNSTIN et al, 1997

outros mediadores em
modelos de dor
neuropatica

FERREIRA et al, 1993
MATHIS et al, 1996
ANDREVA; RANG, 1993

Substancia P
(SP)

Ativacao e/ou
sensibilizacdo do
nociceptor

Hiperalgesia direta e
indireta por atuagcdo em
receptores NK-1,
sinergismo com o
glutamato

TEOH et al, 1996
CARLTON et al, 1998
LOFGREN et al, 1999

FURST, 1999
TURNBACH; RANDICH,
2002

Prostaglandinas
(PGS)

Sensibilizagéo
do nociceptor

Hiperalgesia em modelos
de dor inflamatéria e
neuropatia sensivel aos
inibidores da
cicloxigenase

MALMBERG; YAKSH,
1995
BEICHE et al, 1996
YANG et al, 1996
TOTANI et al, 2001
SYRIATOWICZ et al, 1999

Citocinas pro
inflamatérias e

Ativacéo e/ou
sensibilizacdo do

Hiperalgesia em modelos
de dor aguda inflamatéria

STEIN et al, 1988
CUNHA et al., 1991
GEORGE et al, 2005

TNF-a nociceptor e cronica MURPHY et al, 1999
FUKUOKA et al, 1994
Hiperalgesia em
Serotonina Ativacéo e/ou humanos através da
(5-HT) sensibilizacdo do | excitagdo das fibras C e JULIUS et al, 2001
nociceptor Ad, (principalmente pela MILAN, 1999
ligagdo em 5-HT3)
Fator de Modulacéo da expresséo

Crescimento
Neural (NGF)

Sensibilizagédo
do nociceptor

génica de nociceptores,
sensibilizacéo de
receptores TRPV1

MARCHAND et al, 2005

Fonte: CARVALHO, 2011.
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1.2 PARTE II

1.2.1 A importancia dos produtos naturais na sintese de novas moléculas.

O tratamento e a cura de muitas doencas através da utilizacdo de plantas vém sendo
feita ao longo da historia. Ainda hoje, em regides mais pobres do pais e até mesmo nas
grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas (MACIEL, 2002).

Os produtos naturais podem ser considerados como uma populacdo de estruturas
selecionadas através de pressdes evolucionistas para interagir com uma grande variedade de
proteinas e outros alvos bioldgicos para propositos especificos; esse ponto de vista € reiterado
pelo fato de que os produtos naturais tém sido reconhecidos como drogas efetivas para uma
grande variedade de indicacdes terapéuticas (KOEHN; CARTER, 2005).

Embora amplamente utilizadas na medicina popular em muitos paises, muitas das
plantas medicinais tém seus principios ativos desconhecidos, sendo necessarios estudos

experimentais que visem demonstrar suas propriedades farmacoldgicas (SOSA et al., 2002).

Os paises da América Latina possuem grande parte da biodiversidade mundial;
somente o Brasil representa 20 a 22% de todas as plantas e microorganismos. Apesar da
grande variedade de recursos naturais, esses paises ainda ndo os utilizam de maneira

adequada, em beneficio do seu préprio desenvolvimento (CALIXTO, 2005).

O uso de produtos naturais como fonte de inspiracdo aliado ao uso dos instrumentos da
Quimica Medicinal é ainda uma estratégia bastante util na prospeccdo de novas moléculas
bioativas devido a sua alta diversidade quimica, especificidade bioquimica, vasta capacidade
de biossintese e outras caracteristicas que as tornam favoraveis para a descoberta de novas
drogas (SCHMIDT et al.,2008; KOEHN; CARTER, 2005).

Um dos marcos no gue concerne ao desenvolvimento de farmacos a partir de produtos
naturais foi a descoberta dos salicilatos obtidos através de folhas de Salix Alba. Através de
estudos realizados no Instituto de Farmacologia de Munique, Johann A. Buchner isolou uma
pequena quantidade do principio ativo salicina no ano de 1828. Em 1860 foi descoberto o
acido salicilico por Hermann Kolbe e seus alunos, o qual comecou a ser produzido em larga

escala e amplamente comercializado posteriormente. Somente em 1898, Felix Hofmann
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conseguiu isolar o &cido acetilsalicilico, que foi registrado em 1899 como “aspirina” (JACK,
1997; RISHTON, 2008).

O isolamento do é&cido acetilsalicilico pode ser considerado ndo apenas como a
descoberta de um novo medicamento, porém como o estopim do desenvolvimento de uma
area terapéutica inteira, visto que varios outros medicamentos foram desenvolvidos através de
modificacOes na estrutura do &cido acetilsalicilico em busca de medicamento com efeito
terapéutico semelhante, ou melhor, com efeitos colaterais menos pronunciados. (JACK,
1997; RISHTON, 2008). (Figura 2)

Figura 2. Evolucdo do &cido salicilico natural para a aspirina sintética e o subsequente
desenvolvimento de varias drogas antiinflamatorias néo-esteroidais e de inibidores da
ciclooxigenase-2
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Fonte: RISHTON, 2008.

Dos 847 farmacos de baixo peso molecular (micromoléculas) lancados no mercado
entre 1981 e 2006, 43 eram produtos naturais, 232 produzidos por hemi-sintese a partir de
produtos naturais e 572 obtidos por sintese total. Entretanto, 262 entre estas Ultimas
substancias possuiam um grupo farmacoforico inspirado em produtos naturais ou poderiam
ser considerados analogos de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).
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Ao invés de considerar os produtos naturais como distintos da sintese combinatoria,
torna-se mais efetivo adotar estratégias que combinem ambas as abordagens. H& muitas
estratégias através das quais a diversidade molecular Unica dos produtos naturais pode ser
aproveitada no projeto de colecBes de sintese combinatéria. Visa-se a elaboracdo de
modificacOes estruturais do esqueleto de um produto natural bioativo ja existente de maneira
sistematica, a fim de promover melhoras na sua atividade bioldgica inerente ou nas suas
propriedades, enquanto droga. Isso pode ser realizado através das modificacBes semi-
sintéticas da molécula ou de métodos sintéticos (KOEHN; CARTER, 2005).

Apesar do desafio dos pesquisadores para desenvolver a sintese de novos compostos
baseados em produtos naturais de maneira rapida e em grande escala, a gama de pesquisas
cientificas que estdo sendo desenvolvidas, juntamente com a grande quantidade de moléculas
naturais selecionadas através da evolucdo seriam capazes de assegurar 0s produtos naturais
como fonte de futuros agentes terapéuticos. Além disso, o isolamento continuo de uma série
de novos metabolitos secundarios bioativos sugere que foram descobertas apenas uma
pequena parte da vasta colecdo de ligantes de pequenas moléculas naturais, podendo constituir
um recurso para além da capacidade da quimica sintética corrente por um longo tempo
(SCHMIDT et al., 2008; PATERSON; ANDERSON, 2005).

1.2.2 Aniba riparia e as Riparinas

O género Aniba é composto por aproximadamente 41 espécies que encontram-se
distribuidas na América Central, Antilhas e América do Sul, sendo a regido das Guianas e a
Amazonia Central os locais de maior concentracdo do numero de espécies. No Brasil, o
género € representado por cerca de 25 espécies, dentre elas a Aniba riparia (Ness) Mez
(QUINET; ANDREATA, 2002).

A espécie Aniba riparia (Ness) Mez é tipica da regido amazonica, e € popularmente
conhecida como louro amarelo (BARBOSA-FILHO et al.,1988). Nas cascas do seu caule foi
descoberta a presenca de flavondides, benzoatos a benzaldeidos (FRANCA et al.,1976); ja no
seu fruto verde foi demonstrada a presenca de neoglicanas, benzilbenzoatos, feniletilaminas
(O-metil-tiramina) e alguns alcaldides, especificamente alcamidas (feniletilamidas do acido
benzbico). Dentre esses compostos, a classe das alcamidas tem sido fonte de interesse de

pesquisadores na busca de novas fontes vegetais com principios farmacologicamente ativos
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(FERNANDES; GOTTHEB; XAVIER, 1978; FRANCA et al.,1976; BARBOSA-FILHO et
al.,1987; CASTELO-BRANCO, 2000).

Eteres metilicos de N-benzoiltiramina (riparina 1), de N-(2-hidroxibenzoil) -tiramina
(riparina 11) e N-(2,6-dihidroxibenzoil)-tiramina (riparina I1l), isoladas dos frutos de Aniba
riparia (Ness) Mez, apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana,
antimalarica, schistossomicida e moluscicida (CASTELO-BRANCO, 1992). Essas alcamidas
foram denominadas riparinas em homenagem a planta (BARBOSA-FILHO et al.,1997).

As riparinas I, I e I1l foram submetidas a ensaios experimentais, que demonstraram
auséncia de toxicidade aguda e de alteracbes centrais, autondémicas ou musculares,
demonstrando assim serem viaveis para uso enquanto principios ativos para farmacos
(CASTELO-BRANCO et al.,2000). As trés substancias apresentaram efeito hipotensor e
bradicardico transitorio devido a uma acdo que parece envolver principalmente, um

componente de origem parassimpatica a nivel cardiaco (SEIXAS, 1996).

A Riparina IV é uma substancia sintética, que possui 0 mesmo grupo (ndcleo) das
riparinas isoladas da planta Aniba riparia, e possui essa denominagdo por tratar-se de um

analogo das riparinas. (Figura 3)

Figura 3. Estrutura quimica das Riparinas I,11,11l1 e IV
NH_ /[ j NH. [ l

Meo/@/v T Meo/@/\/ [ r
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RIPARINA 11 RIPARINA IV

Fonte: CASTELO-BRANCO, 1992.
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1.3 Relevancia e Justificativa

Em estudos realizados por nosso grupo de pesquisa, a atividade antinociceptiva de
algumas riparinas foi testada. A Riparina | demonstrou esta atividade em modelos quimicos e
térmicos de nocicepcdo em camundongos, sendo sugeridos mecanismos de acao periféricos e
centrais do composto (ARAUJO et al., 2009). Ja a Riparina Il apresentou uma acio
antinociceptiva de acdo apenas periférica, interagindo com receptores TRPV1 e NMDA
(CARVALHO, 2011).

Devido & comprovada atividade antinociceptiva das riparinas | e 11, e sendo a Riparina
IV um analogo estrutural dessas substancias, torna-se relevante a investigacdo do seu

potencial farmacologico em modelos classicos de nocicepcéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o potencial antinociceptivo da Riparina IV em camundongos, € 0s possiveis

mecanismos envolvidos.

2.2 Objetivos especificos

Determinar o efeito antinociceptivo da Riparina IV nos modelos animais de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, placa quente, formalina e teste da
hipernocicepgdo mecénica induzida por carragening;

Pesquisar o0 envolvimento de receptores de glutamato na acdo antinociceptiva da
Riparina 1V;

Analisar a participacdo dos receptores de potencial transitério (TRP) no efeito
antinociceptivo da Riparina 1V no modelo de nocicepcdo induzida pela injecao
intraplantar de capsaicina, cinamaldeido e mentol;

Investigar o papel dos canais de potassio dependentes de ATP, dos sistemas
o2—adrenérgico e serotonérgico, e do Oxido Nitrico no mecanismo de agéo
antinociceptivo da Riparina IV através do modelo de contor¢des abdominais induzidas
por &cido acético;

Avaliar se a Riparina IV compromete a atividade motora dos animais nos modelos de

campo aberto e rota Rod;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo do material

As feniletilaminas, p-hidroxifeniletilaminas, e seus derivados, sdo encontrados em
abundancia na natureza. Porém, aminas derivadas de &cidos benzéicos substituidos séo
relativamente raras. A descoberta da atividade antibacteriana das amidas isoladas de Aniba
riparia levaram a sintese de varios analogos dessas amidas para o estudo de suas

caracteristicas biologicas e espectrais.

Como 0s compostos ativos isolados a partir Aniba riparia sdo conjugados de o-
metiltiramina e &cidos benzdicos substituidos, foram sintetizados varios analogos destes,
mantendo a por¢do amina constante com variagdes no padrdo de substituicdo da porcéo de

acido benzdico.

A substancia utilizada no presente estudo foi cedida pelo Prof. Dr. José Maria
Barbosa-Filho do grupo de pesquisa do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da

Universidade Federal da Paraiba.

3.2 Drogas e reagentes

e Acido Acético Glacial P.A. (Vetec®, Brasil)
e Agua Destilada (Deionizador)

e Formaldeido P.A. (Reagen®, Brasil)

e Tween 80- Polyoxyethilene Sorbitan Mono-oleate (Vetec®, Brasil)
e L-arginina (Sigma®, U.S.A))

e Capsaicina (Sigma®, U.S.A)

e MK-801 (Sigma®, U.S.A)

e pCPA (Sigma®, U.S.A)

e Glibenclamida (Sigma®, U.S.A.)

e Cinamaldeido (Sigma®, U.S.A.)

e Canfora (Sigma®, U.S.A))

e Mentol (Sigma®, U.S.A.)

e Carragenina (Sigma®, U.S.A))

e Glutamato (Sigma®, U.S.A))
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e Sulfato de Morfina (Cristalia®, Brasil)
e Indometacina (Sigma®, U.S.A)

e Vermelho de Ruténio (Sigma®, U.S.A)
e loimbina (Sigma®, U.S.A))

3.3 Equipamentos e materiais

e Balanca Analitica (Modelo H5, Mettler®, Suica)
e Balanca para animais (Filizola®, Brasil)

e Crondmetros (Incoterm®, Brasil)

e Analgesimetro Digital (Insight®, Brasil)

e Placa Quente (mod. DS37) (Ugo Basile®, Italia)
e Equipamento do Rota Rod (Ugo Basile®, Italy)

e Campo aberto (Confeccionado)

e Seringas Pléasticas (BD® Plastipak)

e Alicate para deslocamento cervical

e Pipetas automaticas (H.E., Dinamarca)

3.4 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos, pesando entre
25 e 35 gramas. Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara (UFC), mantidos em caixas de prolipopileno a temperatura media de 26 + 2°
C e ciclos de claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo racdo padréo e agua a vontade. Os
animais foram colocados em jejum de solidos 6-8 horas, antes da realizacdo dos experimentos

em que a via oral era utilizada.

Todos os protocolos envolvendo a utilizagdo de animais realizados nesse trabalho
seguiram as recomendacbes do Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
respeitando a legislacdo vigente e o projeto foi aprovado pelo Comisséo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (protocolo n° 38/2011).
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3.5 Testes de atividade antinociceptiva
3.5.1 Teste das contorg¢des abdominais induzidas por &cido acético

Os animais foram divididos em 4 grupos e tratados com veiculo (3% Tween 80 em
agua destilada) ou Riparina 1V nas doses de 25 e 50 mg/kg. Indometacina (10 mg/Kkg,
dissolvida em bicarbonato de sddio 8,4%) foi utilizada como droga de referéncia. Todos os
tratamentos foram realizados por via oral (v.0.). Ap6s 60 minutos, 0s animais receberam uma
injecdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético 0,6% (10 mL/kg). Decorridos 10 minutos da
administracdo do &cido acético, o nimero de contor¢fes abdominais foi registrado durante um
periodo de 20 minutos. Uma contorcdo foi padronizada como uma extensdo das patas
traseiras, acompanhada da constriccdo do abddmen (KOSTER; ANDERSON; DE BEER,
1959).

3.5.2 Teste da placa quente

Os animais foram divididos em 4 grupos e pré-selecionados pela passagem individual
na placa quente mantida a uma temperatura de 51 + 0,5°C. Aqueles que mostraram tempo de
reacdo superior a 20 segundos foram descartados. Os camundongos selecionados foram
colocados na placa quente e tiveram o tempo de reacdo (ato de saltar ou lamber a pata
traseira) registrado antes e 30, 60, 90 e 120 minutos apos a administracdo de Riparina IV nas
doses de 25 e 50mg/kg, morfina (7,5 mg/Kg) ou veiculo (3% de Tween 80 em agua destilada).
Estes tratamentos foram realizados por via oral, com excecdo da morfina, cujo tratamento foi
realizado por via intraperitoneal. (EDDY; LEIMBACH, 1953).

3.5.3 Teste da formalina

Os animais foram divididos em 4 grupos, foram tratados com veiculo (3% Tween 80
em agua destilada) ou Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg. Morfina (7,5 mg/kg, i.p.) foi
utilizada como droga de referéncia. Todos os tratamentos, com exce¢do da morfina, foram
realizados por via oral. Apo6s 30 (i.p.) ou 60 minutos (v.0.) em relacdo a estes tratamentos, 0s
animais receberam uma injecdo intraplantar de formalina 1% na pata direita traseira (20 uL).
O tempo de lambedura da pata foi registrado, em segundos, de 0-5 min (1* Fase) e 20-25 min
(2° Fase) ap6s a administracdo da formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987).
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3.5.4 Teste de hipernocicep¢do mecanica induzida por carragenina

As respostas comportamentais para o estimulo mecénico foram realizadas com o
auxilio do filamento de Von Frey (diametro de 0,8 mm), e foram mensuradas antes, e apés 30,
60 e 180 minutos do tratamento. Os camundongos foram colocados em uma caixa elevada
com uma trama de arame no soalho. Os filamentos de Von Frey foram aplicados embaixo da
superficie plantar da pata direita traseira em ordem ascendente de estimulo de forca até um
valor méaximo de 50 g (para evitar lesdo na pata). No limiar, 0 camundongo retirava a pata do
filamento. A pata direita traseira foi testada trés vezes, sendo o intervalo entre dois testes
consecutivos na mesma pata de até 1 minuto. Os resultados foram apresentados como a média
das respostas contra um dado estimulo de forca. A hipernocicepcdo foi mensurada como
sendo a diferenca entre a leitura do tempo zero e dos tempos mensurados (30, 60 e 180
minutos). ApoOs a administracdo intraplantar de carragenina 0,1% por pata em camundongos
pré-tratados com Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg ou veiculo (3% de Tween 80 em
agua destilada) 60 minutos antes da administracdo desse agente flogistico. (ROCHA et al,
2011).

3.5.5 Participacao dos receptores glutamatérgicos

3.5.5.1 Nocicepcéao induzida pela injecédo intraplantar de glutamato

Os animais foram tratados com Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg ou veiculo
(3% de Tween 80 em &gua destilada) . Apds 60 min, os animais receberam, por via
intraplantar, 20 ul de solucéo de glutamato (20 umol/pata), preparada em solugéo salina com
pH ajustado para 7,4 com hidroxido de sddio na pata posterior direita. A resposta nociceptiva
(tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada) foi cronometrada
por um periodo de 15 min (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).
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3.5.6 Participacdo dos receptores de potencial transitério (TRP)

3.5.6.1 Teste da nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina

Com o objetivo de avaliar o possivel envolvimento dos receptores TRPV1, foi
realizado o experimento de nocicep¢do induzida pela injecdo de capsacina (agonista de
receptor TRPV1).

Os animais foram divididos em 4 grupos e tratados com veiculo (3% Tween 80 em
agua destilada) ou Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg. Vermelho de ruténio (antagonista
TRP néo-seletivo; 3 mg/kg, i.p.) foi utilizado como droga de referéncia. Todos os tratamentos,
com excecgédo do vermelho de ruténio, foram realizados por via oral. Apds 30 (i.p.) ou 60 (v.0.)
minutos do tratamento, os animais receberam uma injecdo intraplantar de 20 ul da solugédo de
capsaicina (2.2jug/pata) na pata direita traseira. O tempo de lambedura da pata foi registrado,
em segundos, de 0-5 min, e considerado como um indice de nocicep¢do. (SANTOS;
CALIXTO, 1997).

3.5.6.2 Teste da nocicepc¢ao induzida pela injecédo intraplantar de cinamaldeido

Para investigar o possivel papel dos receptores TRPAL no efeito antinociceptivo da
Riaprina 1V, foi realizado o experimento de nocicepg¢éo induzida pela inje¢do de cinamaldeido

(agonista de receptor TRPAL).

Os animais foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agua destilada) ou Riparina
IV nas doses de 25 e 50 mg/kg. Canfora (antagonista TRPAL; 7,6 mg/kg, s.c.). Todos os
tratamentos, com exce¢do da canfora, foram realizados por via oral. Apds 15 (s.c.) ou 60
(v.0.) minutos do tratamento, os animais receberam uma injecdo intraplantar de 20 ul da
solucdo de cinamaldeido (10 nmol/pata) na pata posterior direita. O tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata foi cronometrado por um periodo de 5 min e

considerado como indice de nocicep¢do (ANDRADE et al., 2008).



39

3.5.6.3 Teste da nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de mentol

Com o objetivo de avaliar a possivel relacdo dos receptores TRPM8 na acédo
antinociceptiva da Riparina 1V, foi realizado o experimento de nocicepcdo induzida pela
injecdo de mentol (agonista de receptor TRPMS).

Os animais foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em &gua destilada), Riparina IV
nas doses de 25 e 50 mg/kg ou vermelho de ruténio (antagonista TRP ndo-seletivo; 3 mg/kg,
i.p.). Todos os tratamentos, com excecdo da canfora, foram realizados por via oral. Apés 30
(i.p.) ou 60 (v.0.) minutos do tratamento, 0s animais receberam uma injecdo intraplantar de 20
ul da solucdo de mentol (1,2 umol/pata) na pata posterior direita. O tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata foi cronometrado por um periodo de 20 min e

considerado como indice de nocicep¢do (ANDRADE et al., 2008).

3.5.7 Estudo dos possiveis mecanismos de a¢do envolvidos
3.5.7.1 Participacao dos canais de potassio dependentes de ATP

O papel dos canais de potassio dependentes de ATP sobre o possivel efeito
antinociceptivo da riparina 1V foi determinado pela administracdo de Glibenclamida (2,0
mg/kg; i.p.) 15 minutos antes de 0s animais receberem Riparina IV na dose de 50 mg/kg, v.o.,
ou veiculo (3% de Tween 80 em agua destilada). Apds 30 minutos do tratamento, 0s animais

foram submetidos ao teste das contor¢des abdominais induzidas por &cido acético.

3.5.7.2 Participacao dos receptores serotonégicos

Os animais foram tratados durante 4 dias consecutivos com pCPA (100 mg/kg i.p.), a
fim de depletar as reservas de serotonina do animal. No 4° dia, 30 minutos apds o tratamento
com pCPA, os animais receberam Riparina IV na dose de 50 mg/kg, v.o., veiculo (3% de
Tween 80 em agua destilada). Ap6s 30 minutos desse ultimo tratamento, os animais foram

submetidos ao teste das contor¢des abdominais induzidas por &cido acético.
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3.5.7.3 Participacgdo dos receptores a2-adrenérgicos

O papel dos receptores a2-adrenérgicos sobre o possivel efeito antinociceptivo da
Riparina IV foi determinado pela administracdo de loimbina (2,5 mg/kg; i.p.) 15 minutos
antes de os animais receberem Riparina IV na dose de 50 mg/kg, v.0., ou veiculo (3% de
Tween 80 em agua destilada). Ap6s 30 minutos do tratamento, os animais foram submetidos
ao teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético.

3.5.7.4 Participacéo do 6xido nitrico

O papel do NO sobre o possivel efeito antinociceptivo da Riparina IV foi determinado
pela administracdo de L-arginina (150 mg/kg; i.p.). Os animais receberam L-arginina e foram
submetidos ao teste apds 30 minutos. Um outro grupo de animais recebeu riparina 1V na dose
que apresentou melhor efeito analgésico (50 mg/kg, v.0.) e apds 30min receberam L-arginina
(150 mg/kg; i.p.). Apds 30 minutos do tratamento os animais foram submetidos ao teste das

contorcdes abdominais induzidas por acido acetico.

3.6 Testes de atividade locomotora

3.6.1 Teste do campo aberto

O aparato para camundongos é feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto,
30x30x15 cm) e dividido em 9 quadrantes. Foi realizado tratamento dos animais, por via oral,
com veiculo (2% de Tween 80 em agua destilada), Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg.
Diazepam (2 mg/kg) foi utilizado como droga de referéncia. Ap6s 30 ou 60 minutos dos
tratamentos i.p. ou Vv.0., respectivamente, os animais foram colocados, um por vez, no centro
do campo aberto, e foram observados o numero de cruzamentos com as quatro patas

(atividade locomotora espontanea: ALE) durante 5 minutos. (CRUZ et al., 1997)
3.6.2 Avaliacdo da capacidade locomotora na barra giratdria (rota Rod)
Esse experimento foi realizado para excluir a possibilidade dos parametros observados

nos experimentos que avaliaram a atividade antinociceptiva terem sido influenciados por

alteracdes na coordenagdo motora dos animais.
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Para esse teste, 0s camundongos receberam tratamento com veiculo (3% de Tween 80
em &gua destilada), Riparina 1V nas doses de 25 e 50 mg/kg. Diazepam (2 mg/kg) foi
utilizado como padrdo positivo. Todos os tratamentos, com excecdo do diazepam, foram
realizados por via oral. Apos 30 ou 60 minutos do tratamento, 0s animais foram colocados
com as quatro patas sobre uma barra de 2,5cm de diametro, elevada a 25 cm do piso, em uma
rotacdo de 12 rpm, por um periodo de 1 minuto. Foram registrados o tempo de permanéncia
na barra girat6ria, em segundos (s), e 0 namero de quedas, com trés reconduc¢des, no Maximo
(DUNHAM; MIYA, 1957).
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade antinociceptiva

4.1.1 Avaliacdo do potencial antinociceptivo da Riparina 1V no modelo de contorcoes

abdominais induzidas por Acido Acético.

A administracdo oral de Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg reduziu
significativamente a resposta nociceptiva induzida pelo &cido acético [Rip.I\V-25: 18,50 +
1,927, p < 0,01; Rip.1V-50: 18,83 + 2,931, p < 0,001], em relagdo ao veiculo [32,36 + 2,814].
O grupo de animais pré-tratados com indometacina 10 mg/kg, v.o., um anti-inflamatorio néo
esterdide usado como droga de referéncia, promoveu uma reducéo significativa do nimero de
contor¢des abdominais [INDO: 10,78 + 2,107, p<0,001]. Os resultados sdo mostrados na

Figura 4.

Figura 4. Efeito da administracédo oral de Riparina IV e indometacina sobre o nimero
de contorcbes abdominais induzidas por acido acético.
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Riparina IV (25 e 50 mg/kg), Veiculo (3% de Tween em 4gua destilada) e Indometacina foram administrados 60
min. antes da injecdo intraperitoneal de &cido acético 0,6%. Os valores representam a média + E.P.M do ndmero
de contorc¢des registrado durante 20 minutos. Foram utilizados de 8 a 14 animais por grupo. **p < 0,01; ***p <
0,001 vs Veiculo. (ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc).
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4.1.2 Avaliacdo do potencial antinociceptivo da Riparina IV no modelo de nocicepcao

térmica na placa quente.

A Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg ndo modificou o tempo de reacdo a placa
quente (51 + 0,5°C) em nenhum dos intervalos de tempo pré estabelecidos quando comparado
ao veiculo (Tabela 2), diferente da morfina (7,5 mg/kg), usada como droga de referéncia que
promoveu um aumento significativo no tempo de reacdo em todos os tempos observados em

relacdo ao grupo tratado apenas com o veiculo.

Tabela 2. Efeito da Riparina IV sobre o tempo de laténcia de resposta ao estimulo
térmico da placa quente.

Tempo de Resposta ao estimulo

Grupo

0 min. 30 min. 60 min. 90 min. 120 min.
Veiculo 15,17 £1,835 11,64 1,260 11,58 £ 2,074 10,77 £ 2,610 16,63 £ 2,376
Rip.IV-25 15,032,209 17,43 2,658 17,63 £ 1,699 15,57 £ 1,693 15,05 + 4,075
Rip.IV-50 17,56 £1,927 15,94 + 3,140 14,47 £ 2,820 16,30 £ 1,781 13,56 + 3,418
MORF-7,5 20,88+1,340 28,60+£0,9904 " 24,96+1,568"" 252119937  28,04+1,0147

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de reacdo ao estimulo térmico. A resposta consiste em saltar
ou lamber a pata direita traseira ap6s serem colocados na placa quente. O tempo de reagdo dos animais a placa
quente foi avaliado antes e 30, 60, 90 e 120 min. apds os tratamentos. Foram utilizados 9 animais por grupo.
***p < 0,001, *** p< 0,001 vs Veiculo (ANOVA e Student Newman Keuls, post hoc).
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4.1.3 Avaliacdo do potencial antinociceptivo da Riparina IV no modelo de nocicepgao

induzida pela formalina.

A Figura 5 mostra que a administracdo oral de Riparina IV nas doses de 25 mg/kg
[60,7 + 3,416] e 50 mg/kg [53,36 + 2,491], ndo foi capaz de reduzir o comportamento do
animal de lamber a pata injetada com formalina durante a primeira fase do teste (0 - 5
minutos) em relacdo ao veiculo [64,44 + 5,406]. Em relacdo a segunda fase do teste (20 - 25
minutos), a Riparina IV nas doses de 25 mg/kg [Rip.1V-25: 15 + 1,921, p < 0,01] e 50 mg/kg
[Rip.1V-50: 15,91 + 2,977, p < 0,001] foi capaz de promover uma reducéo significativa do
tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata em relacdo ao veiculo [34,11 + 6,188].
A morfina (7,5 mg/kg; i.p.), um analgésico opidide, foi capaz de diminuir significativamente
0 tempo de lambedura da pata tanto na primeira como na segunda fase do teste [MORF 7,5:12
fase: 29,57 £ 1,152, p < 0,001; 22 fase: 1,000 + 0,7237, p<0,001].

Figura 5. Efeito da Riparina IV sobre o tempo de lambedura da pata no modelo de
nocicepcéo induzida pela formalina, na primeira (0-5 minutos) e segunda fase (20-25
minutos) no teste da nocicepg¢ado induzida pela formalina.
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Riparina 1V (25 e 50 mg/kg) e Veiculo (3% de Tween em 4gua destilada) foram administrados 60 minutos antes
da inje¢do intraplantar de formalina 1%. Um grupo recebeu Morfina (7,5 mg/kg) 30 minutos antes da inje¢do de
formalina 1%. Os valores no gréfico representam a média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata ap6s a
aplicacdo da formalina na pata direita traseira. Foram utilizados de 7 a 13 animais por grupo. ***p< 0,001 vs
Veiculo (ANOVA e Student Newman Keuls, post hoc).
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4.1.4 Avaliacdo do potencial antinociceptivo da Riparina IV no modelo de

hipernocicep¢do mecéanica induzida pela carragenina

Na Figura 6 observa-se que a injecdo de carragenina na regido subplantar da pata dos
camundongos induziu uma hipernocicepcdo mecénica caracterizada por um aumento na
sensibilidade. A sensibilidade foi mantida de 30 a 180 minutos ap6s a administracdo da
carragenina. Os animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.) exibiram uma reducao
significativa na hipernocicep¢do mecanica induzida pela carragenina em todos os tempos
avaliados [Indometacina: 2,182 + 0,357, p<0,05; 1,520 + 0,457, p<0,01; -0,580 + 0,578,
p<0,001], quando comparados aos animais tratados com veiculo [Veiculo: 5,600 + 1,345;
6,867 + 1,821; 7,029 + 2,160] . A Riparina IV na dose de 25 mg/kg demonstrou um efeito
anti-nociceptivo semelhante ao da indometacina nos tempos de 60 e 180 minutos [Rip 1V-25:
2,667 + 0,209 p< 0,05; 2,719 + 0,355 p< 0,05; 1,586 + 0,439 p< 0,01]; a Riparina IV na dose
de 50 mg/kg demonstrou um efeito anti-nociceptivo semelhante ao da indometacina em todos
0s tempos [Rip 1V-50: 1,767 + 0,563, p< 0,05; -0,167 + 0,372, p< 0,001; 0,105 + 0,393, p<
0,001].

Figura 6. Efeito da administracdo do veiculo, Riparina IV ou indometacina na
hipernocicep¢do mecanica induzida por carragenina.
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Riparina IV (25 e 50 mg/kg), Veiculo (3% de Tween em &gua destilada) e Indometacina (10mg/kg) foram
administrados 60 minutos antes, e indometacina 30 minutos antes da injecdo intraplantar de carragenina a 0,1%.
Cada ponto representa a média + E.P.M. do limiar de retirada da pata (em gramas) da estimulacdo tatil da pata
direita traseira. Foram utilizados de 6 a 8 animais por grupo. *p <0,05 **p <0.01 ***p <0.001 vs Veiculo (Two
way ANOVA e Bonferroni test, post hoc).
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4.1.5 Avaliacdo da participacdo dos receptores glutamatérgicos na a¢édo antinociceptiva

da Riparina IV

Riparina 1V nas doses de 25 e 50 mg/kg, via oral, reduziu de forma significativa (p
<0,001) o tempo de lambedura da pata, apés a administracdo intraplantar de glutamato
[Rip.IV-25: 13,82 + 2,148; Rip.IV-50: 11,63 + 1,861] ao em relacdo ao veiculo [34,23 +
3,189]. O MK-801 (7,6 mg/kg, s.c.), utilizado como droga de referéncia, reduziu
significativamente [MK-801: 2,714 £ 2,254] o tempo de lambedura da pata quando
comparado ao veiculo. (Figura 7)

Figura 7. Efeito da Riparina 1V sobre o tempo de lambedura da pata direita traseira no
modelo de nocicepcéo induzida pelo glutamato.
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Veiculo (3% de Tween em &gua destilada), Riparina IV (25 e 50 mg/kg), MK-801 foram administrados 60
minutos antes do glutamato. Os valores representam média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata (s), durante
15 minutos. Foram utilizados de 7 a 13 animais por grupo. ***p <0,001 vs Veiculo (ANOVA seguido de Student
Newman Keuls post hoc)
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4.1.6 Participacgdo dos receptores de potencial transitorio (TRP)

4.1.6.1 Avaliagdo da participacdo dos receptores TRPV1 na agdo antinociceptiva da
Riparina IV

Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg, via oral, reduziu de forma significativa o
tempo gasto pelos animais lambendo a pata, ap6s a administracdo intraplantar de capsaicina
[Rip.IV-25: 34,33 £ 4,123; p < 0,05; Rip.1V-50: 25,00 + 3,480; p < 0,01] em relagéo ao
Veiculo [45,55 £ 4,190]. O vermelho de ruténio (3 mg/kg), utilizado como droga de
referéncia, reduziu significativamente [V.RUT.: 25,13 + 4,020; p<0,01] o tempo de
lambedura da pata quando comparado ao controle. Figura 8

Figura 8. Efeito da Riparina IV sobre o tempo de lambedura da pata no modelo de
nocicepcao induzida pela capsaicina.
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Veiculo (3% de Tween em agua destilada), Riparina IV (25 e 50 mg/kg) foram administrados 60 minutos antes,
e vermelho de ruténio 30 minutos antes da capsaicina. Os valores representam média £ E.P.M. do tempo que o
animal gastou lambendo a pata em segundos (s), durante 5 minutos. Foram utilizados de 8 a 11 animais por
grupo. *p < 0,05; **p< 0,01 vs Veiculo (ANOVA seguido de Student Newman Keuls post hoc).
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4.1.6.2 Avaliagdo da participacdo dos receptores TRPAL na agdo antinociceptiva da

Riparina IV

Riparina 1V nas doses de 25 e 50 mg/kg, via oral, ndo foi capaz de reduzir de forma
significativa o tempo gasto pelos animais lambendo a pata, apds a administragdo intraplantar
de cinamaldeido [Rip.IV-25: 45,43 + 5,988; Rip.IV-50: 51,57 + 6,838] em relacdo ao Veiculo
[55,83 + 4,689]. A canfora (7,6 mg/kg, s.c.), utilizada como droga de referéncia, reduziu
significativamente [CANF: 21,60 + 2,353] o tempo de lambedura da pata quando comparado
ao veiculo. (Figura 9)

Figura 9. Efeito da Riparina 1V sobre o tempo de lambedura da pata direita traseira no
modelo de nocicepcéo induzida pelo cinamaldeido.
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Veiculo (3% de Tween em agua destilada), Riparina IV (25 e 50 mg/kg) foram administrados 60 minutos antes,
e a canfora 15 minutos antes do cinamaldeido. Os valores representam meédia + E.P.M. do tempo que o animal
gastou lambendo a pata em segundos (s), durante 5 minutos. Foram utilizados de 7 a 12 animais por grupo.
***n< 0,001 vs Controle (ANOVA seguido de Student Newman Keuls post hoc).
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4.1.6.3 Avaliacdo da participacdo dos receptores TRPM8 na agdo antinociceptiva da
Riparina IV

Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg, via oral, foram capazes de reduzir de forma
significativa o tempo gasto pelos animais lambendo a pata, apos a administracéo intraplantar
de mentol [Rip.IV-25: 20,43 £ 5,511; Rip.IV-50: 5,714 + 2,101; p<0,001] em relagdo ao
Veiculo [44,30 £+ 5,412]. O vermelho de ruténio (3 mg/kg), utilizado como droga de
referéncia, reduziu significativamente [V.RUT.: 0,5 + 0,2673; p<0,001] o tempo de

lambedura da pata quando comparado ao controle. (Figura 10)

Figura 10. Efeito da Riparina IV sobre o tempo de lambedura da pata direita traseira no
modelo de nocicepgdo induzida pelo mentol.
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Veiculo (3% de Tween em agua destilada), Riparina IV (25 e 50 mg/kg) foram administrados 60 minutos antes
do mentol. Os valores representam média + E.P.M. do tempo que o animal gastou lambendo a pata em segundos

(s), durante 5 minutos. Foram utilizados de 7 a 10 animais por grupo. ***p< 0,001 vs Veiculo (ANOVA seguido
de Student Newman Keuls post hoc).
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4.1.7 Investigacdo dos possiveis mecanismos de acdo antinociceptiva da Riparina 1V

4.1.7.1 Investigacdo do envolvimento dos canais de potéssio dependentes de ATP no

efeito antinociceptivo da Riparina IV

O tratamento com a glibenclamida sozinha, (2 mg/kg) i.p., néo foi capaz de diminuir
significativamente o nimero de contor¢des induzidas pelo &cido acético [GLIB: 26,40 +
3,092; p> 0,05]. O pré-tratamento com glibenclamida, ndo foi capaz de reverter a acao
antinociceptiva da Riparina 1V na dose de 50 mg/kg [GLIB + Rip.1V-50: 16,00 + 2,380],
quando comparada com a Riparina 1V administrada sozinha [Rip.IV-50: 19,27 + 3,211].
(Figura 11)

+

Figura 11. Efeito da Riparina IV (50 mg/kg) v.o. , sozinha ou associada com
Glibenclamida (2 mg/kg) i.p., sobre o nimero de contorg¢des abdominais induzidas por
acido acético.
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Veiculo (3% de Tween em &gua destilada) e Riparina IV (Rip.IV-50 mg/kg), quando sozinhos, foram
administrados 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram administrados 15 min ap6s a
administracdo de Glibenclamida (GLIB; 2 mg/kg) e, entdo, 30 min. depois foram submetidos ao experimento.
Os valores representam a média + E.P.M do nimero de contor¢des registrado durante 20 minutos. Foram
utilizados de 7 a 17 animais por grupo. **p <0,01 vs Veiculo (ANOVA seguido por Student Newman Keuls
como teste post hoc).
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4.1.7.2 Investigacdo do envolvimento dos receptores serotonégicos no efeito
antinociceptivo da Riparina IV

O tratamento com pCPA sozinho (100 mg/kg) i.p., ndo foi capaz de diminuir
significativamente o nimero de contor¢Bes induzidas pelo &cido acético [pCPA: 26,78 +
3,643]. O pre-tratamento com pCPA (100 mg/kg) i.p., ndo foi capaz de reverter reverter a
acdo antinociceptiva da Riparina IV na dose de 50 mg/kg [pCPA + Rip.IV-50: 13,38 + 2,964],
quando comparada com a Riparina 1V administrada sozinha [Rip.IV-50: 19,27 + 3,211].
(Figura 12)

Figura 12. Efeito da Riparina IV (50 mg/kg) v.o. , sozinha ou associados com pCPA (100
mg/kg) i.p., sobre o nimero de contorg¢des abdominais induzidas por acido acético.
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Veiculo (3% de Tween em &gua destilada) e Riparina IV (Rip.IV; 50 mg/kg), quando sozinhos, foram
administrados 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram administrados 30 min apés a
administracdo de pCPA (pCPA; 100 mg/kg) e, entdo, 30 min depois foram submetidos ao experimento. Os
valores representam a média + E.P.M do nimero de contorgdes registrado durante 20 minutos. Foram utilizados
de 9 a 14 animais por grupo. ** p< 0,01 vs Veiculo (ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc).
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4.1.7.3 Investigacao do envolvimento dos receptores a2-adrenérgicos no efeito

antinociceptivo da Riparina IV

O tratamento com ioimbina sozinha (2,5 mg/kg) i.p., ndo foi capaz de diminuir
significativamente o nimero de contor¢des induzidas pelo &cido acético [IOIM: 30,86 +
4,312]. O pré-tratamento com ioimbina (2,5 mg/kg) i.p., ndo foi capaz de reverter reverter a
acdo antinociceptiva da Riparina IV na dose de 50 mg/kg [IOIM + Rip.IV-50: 12,43 + 1,771],
quando comparada com a Riparina 1V administrada sozinha [Rip.IV-50: 19,27 + 3,211].
(Figura 13)

Figura 13. Efeito da Riparina IV (50 mg/kg) v.o. , sozinha ou associados com ioimbina
(2,5 mg/kg) i.p., sobre o numero de contorgdes abdominais induzidas por acido aceético.

50+
)
S
o 404
8
S 30-
o *%
()
'g 20- I
2 ==
E 10+
zZ
O' T T
VEICULO I0IM Rip.IV-50 Rip.IV-50+I0IM

Veiculo (3% de Tween em &gua destilada) e Riparina 1V (Rip.1V; 50 mg/kg), quando sozinhos, foram
administrados 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram administrados 30 min apds a
administracdo de ioimbina (IOIM; 2,5 mg/kg) e, entdo, 30 min depois foram submetidos ao experimento. Os
valores representam a média + E.P.M do nimero de contorges registrado durante 20 minutos. Foram utilizados
de 7 a 14 animais por grupo. **p< 0,01 vs Veiculo (ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc).
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4.1.7.4 Investigacao do envolvimento do 6xido nitrico no efeito antinociceptivo da
Riparina IV

O tratamento com L-arginina sozinha, (150 mg/kg; i.p.), substrato da NOS, ndo foi
capaz de diminuir significativamente o nimero de contor¢des induzidas pelo acido acético [L-
ARG: 45,63 £ 3,122; p>0,05]. O pré-tratamento com L-arginina reverteu significativamente a
atividade antinociceptiva induzida pela Riparina IV na dose de 50 mg/kg (p<0,01) [Rip.IV-50
+ L-ARG: 33,88 + 3,420], quando comparada com a Riparina IV administrada sozinha
[Rip.1V-50: 19,27 + 3,211]. (Figura 14)

Figura 14. Efeito da Riparina IV (50 mg/kg) v.0., sozinha ou associada com L-arginina
(150 mg/kg) sobre o numero de contor¢des abdominais induzidas por acido aceético.
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Veiculo (3% de Tween em 4&gua destilada), Riparina IV (Rip.IV 50 mg/kg), quando sozinhos, foram
administrados 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram administrados 30 min antes da
administracdo de L-arginina (L-ARG; 150 mg/kg) e, entdo, 30 minutos depois foram submetidos ao
experimento. Os valores representam a média + E.P.M do nimero de contor¢des registrado durante 20 minutos.
Foram utilizados de 8 a 12 animais por grupo. ***p < 0,001 vs Veiculo, ® p < 0,01 vs Rip.IV-50 (ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc).
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4.2 Avaliacao da atividade locomotora

4.2.1 Teste da barra giratéria (rota Rod)

No teste da barra giratoria ndo observou-se diferenca significativa no nimero de
quedas entre os grupos tratados com veiculo ou Riparina 1V 25 e 50 mg/kg, v.0. Os animais
tratados com diazepam (2 mg/kg) , i.p. demonstraram maior dificuldade em se manter na
barra giratoria, exibindo um aumento significativo no nimero de quedas (p<0,001). (Tabela
3)

Tabela 3. Efeito da Riparina IV sobre o nUmero de quedas no teste da barra giratoria

Grupo NUmero de quedas/minimo e maximo
Veiculo 0 (0-1)
Riparina IV - 25 mg/kg 1(0-2)
Riparina IV - 50 mg/kg 1(0-1)
Diazepam 2 mg/kg 3 (1-3) ***

Os valores representam a mediana e, entre parénteses, os valores minimo e maximo para cada grupo. Os animais
foram previamente tratados com veiculo (3% de Tween em agua destilada), Riparina 1V 25 e 50 mg/kg e
Diazepam 2 mg/kg. Foram utilizados de 6 a 8 animais por grupo. ***p<0,001 Kruskal-Wallis e Dunns, post hoc.

4.2.2 Teste do campo aberto

A atividade locomotora espontanea (ALE) foi o parametro observado, e o resultado foi
expresso como numero de cruzamentos. A Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg néo
alterou a atividade locomotora dos animais [Rip.IV-25: 59,43 = 5,593; Rip.IV-50: 46,38 +
3,688] em relacdo ao veiculo [60,29 + 4,719]. O diazepam 2 mg/kg, i.p., utilizado como droga
de referéncia, reduziu a atividade locomotora em relacéo ao controle (p<0,001) [DZP: 18,38 +
2,577]. (Figura 15)
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Figura 15. Efeito da Riparina IV e do Diazepam sobre a atividade locomotora
espontanea (ALE) no teste do campo aberto.
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Veiculo (3% de Tween em agua destilada), Riparina 1V (25 e 50 mg/kg) foram administrados 60 minutos antes
do teste. Diazepam 2 mg/kg foi administrado 30 minutos antes do teste. Os valores apresentam a média + E.P.M.
do nimero de travessias durante 5 minutos. Foram utilizados de 7 a 8 animais por grupo. ***p <0,001 vs Veiculo
(ANOVA seguido de Student Newman Keuls post hoc).
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5 DISCUSSAO

O alivio da dor é atualmente visto como um direito humano bésico, sendo ndo somente
uma questdo clinica, mas também algo ético que envolve todos os profissionais de saude
(COUSINS, 2000). Uma série de avancos foram realizados no que se refere ao controle da
dor, porém apesar do desenvolvimento de numerosos medicamentos analgésicos, muitos
pacientes ainda vivenciam dores severas (YATES et al., 1998). Dessa forma, o estudo de
novas substancias com potencial analgésico é fundamental no incremento de novos recursos

que auxiliem no manejo do que é considerado o 5° sinal vital.

Existem diversos modelos utilizados para a investigagdo de compostos com atividade
analgésica, e varios de nocicepcdo, em animais de laboratério, sdo atualmente disponiveis.
Entretanto, esses modelos possuem caracteristicas proprias que devem ser consideradas, tais
como reprodutibilidade, simplicidade e possibilidade de serem correlacionadas com estudos
clinicos (DICKENSON; BESSON, 1997).

Os modelos utilizados na triagem de moléculas com potencial antinociceptivo
comumente baseiam-se na observacao da resposta animal frente a utilizacdo de estimulos de
diversos tipos e duracdo, e sdo divididos em trés categorias: 0s que utilizam os estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos. (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Com o objetivo de investigar uma possivel atividade antinociceptiva da Riparina 1V,
realizamos inicialmente o teste das contor¢fes abdominais induzidas por acido acetico,
descrito por Koster et al., 1959. Embora pouco especifico, esse modelo apresenta uma boa
sensibilidade, podendo assim ser utilizado como uma ferramenta para avaliacdo da atividade
analgésica e anti-inflamatdria de novos produtos (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

A injecdo de &cido acético no peritbneo dos animais provoca um estiramento
visceromotor ou contor¢do caracteristicos, com alternancia de flexdes e extensdes abdominais
(NESS; GEBHART, 1990). A atividade do &cido acético em produzir esse comportamento
deve-se a liberacdo de substancias enddgenas que excitam as terminacdes nervosas, como
TNF-a, 1I-1B, 11-8, prostaglandinas e bradicinina, oriundos de macrofagos e mastocitos
residentes no peritbneo (COLLIER et al., 1968; RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001).
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N&o obstante a acdo dos mediadores inflamatorios, o comportamento das contor¢des
abdominais também pode ser mediado pela diminuigdo do pH, que estimula canais de cations
ndo-seletivos, como os receptores ASICs e TRPV1 localizados nos neurdnios aferentes
primarios (IKEDA et al., 2001; JULIUS et al., 2001; COUTAUX et al., 2005).

A Riparina 1V nas doses de 25 e 50 mg/kg, administrada por via oral, diminuiu de
forma significativa a nocicepcao induzida pelo &cido acético, assim como a indometacina, um
antiinflamatdrio ndo-esteroidal utilizado como droga de referéncia no teste, indicando um

efeito antinociceptivo.

O modelo de contorgdes abdominais induzidas por acido acético é um teste robusto e
reprodutivel em camundongos sendo demonstrado o envolvimento de varios mediadores
inflamatorios, como por exemplo PGE, e PGF,, histamina, bradicinina e serotonina
(DERAEDT et al., 1976; GUO et al., 2008). Varias classes de drogas sdo capazes de suprimir
ou dimiuir as contor¢cdes induzidas pelo acido, dessa forma, antihipertensivos,
antihistaminicos, antidepressivos triciclicos, narcoticos e anti-inflamatdrios ndo esterdides séo
exemplos de classes com efeito antinociceptivo neste teste. O amplo espectro de drogas
efetivas neste modelo tornam limitadas as conclusfes obtidas através de seus resultados no
que concerne a elucidacdo da mecanistica de acdo de uma substancia teste, caso ndo sejam
realizadas manipulacdes farmacoldgicas especificas. (COLLIER et al.,1968; STEPANOVIC-
PETROVIC et al., 2008).

Para uma melhor caracterizacdo e objetivando avaliar o efeito antinociceptivo
utilizamos além do teste de contorc¢des induzidas por &cido acético o modelo experimental da
placa quente, proposto por Huskaar et al., (1986), afim de melhor avaliar a atividade da droga
estudada. Este teste confere uma resposta operante a um estimulo térmico mediada por
integracdo central, e é considerado um método de avaliacdo dos efeitos antinociceptivos
supra-espinhais (YAKSH; RUDY, 1997; JINSMAA et al., 2004). Esse modelo de dor aguda
reflete a atividade das fibras aferentes sensiveis a temperatura e das fibras A-6 e C, com
provavel envolvimento dos receptores TRPV1, com participacdo da substancia P agindo como
um transmissor das vias aferentes na medula espinhal (JINSMAA et al., 2004; OHKUBO, et
al., 1990).
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O tratamento oral com a Riparina 1V apresentou efeito antinociceptivo frente ao
estimulo térmico no teste da placa quente, indicando que a substdncia em estudo
provavelmente ndo apresenta atividade antinociceptiva central. J& o tratamento intraperitoneal
com morfina, um analgésico opidide, aumentou significativamente o tempo de laténcia em
resposta ao calor. Dessa forma, excluimos a hipdtese de um envolvimento central na atividade

da Riparina IV.

Para verificar a efetividade da Riparina 1V em outro modelo, utilizamos o teste da
nocicepgdo induzida pela formalina, o que nds permitir dissociar dois eventos de natureza
distinta, ou seja, a nocicepcdo quimica direta e a nocicep¢do de origem inflamatoria. A
injecdo subcutanea de formalina na pata do animal provoca uma série de comportamentos
estereotipados - dentre eles os atos de lamber, elevar ou recolher a pata - que podem ser
considerados como parametros confiaveis na mensuragdo da nocicepcdo do animal.
(TAYLOR et al., 1995). Este é um modelo classico no estudo de drogas com acao analgésica
e antiinflamatoria, por gerar dor persistente produzida pela injecéo intraplantar da solugédo de

formalina.

Assim, a analise do teste e dividida em duas fases, sendo que a primeira é
caracterizada pela estimulacéo direta dos neurénios nociceptivos e pode ser suprimida pela
administracao de analgésicos de acao central, como por exemplo morfina, petidina e codeina
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; ROCHA et al., 2008), e a segunda pela liberacdo de mediadores
pro-inflamatorios - prostaglandinas, histamina, serotonina, somatostatina, bradicinina —
(SHIBATA et al.,, 1989; MALMBERG; YAKSH, 1992) e estimulacdo dos receptores
opidides periféricos (OLUYOMI et al., 1992) e TRPAL (MCNAMARA et al., 2007), sendo
esta fase antagonizada por antiinflamatorios nao-esterioidais, glicocorticoides e analgésicos
de acdo central OHKUBO et al., 1989; DOAK; SAWYNOK, 1997; PARADA et al., 2001).

Interessantemente Hunskaar e Hole demonstraram em 1987 que o paracetamol era
capaz de diminuir o tempo de lambedura tanto na primeira fase como na segunda o que
sugeria, de acordo com as particularidade do modelo, que o paracetamol possuia acdo central.
Em 2002, Chandrasekharan et al. descreveram a isoenzima COX-3 ou COX-1b sendo
posteriormente atribuido a inibicdo central essa enzima o mecanismo de acdo do paracetamol.
Isto demonstra que o teste é sensivel analgésicos de acdo central moderados e ndo somente a

drogas com eficécia clinica semelhantes a derivados opidides.
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Baseado nos resultados obtidos no teste de nocicepcdo induzida pela formalina, é
possivel sugerir que o efeito antinociceptivo demonstrado pela Riparina IV é voltado a um
mecanismo de acdo periférico, visto que o tratamento com a droga estudada somente foi capaz
de reduzir o tempo de lambedura da pata apenas na segunda fase do teste. Esse resultado
corrobora com os dados obtidos no teste da placa quente, onde 0s animais tratados com
Riparina IV demonstraram um comportamento semelhante aqueles tratados com veiculo em

relacdo ao tempo de laténcia em resposta ao estimulo gerado pela placa aquecida.

A suposicdo de que a Riparina IV é uma substancia analgésica com acdo sobre a
nocicepgdo de origem inflamatdria tornou-se mais clara quando foi realizado o teste de
hipernocicepcdo mecénica induzida pela carragenina, que, quando comparado aos testes de
nocicepc¢do induzida por agentes quimicos, apresenta uma importante vantagem, pois permite
uma dissociacdo entre a sensibilizacdo dos nociceptores (pela injecdo de um flogdégeno ou de
um mediador inflamatorio especifico, como uma citocina) € um comportamento nociceptivo
espontaneo (nocicep¢do manifesta) induzida por um estimulo quimico. (LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001).

A injecdo de carragenina na pata do animal gera uma processo inflamatorio que leva
ao recrutamento de neutrofilos, além de estimular a producdo de TNF-o, que por sua vez,
induz a liberacdo de 11-1p, bem como de 11-6 e 11-8. As interleucinas 1p e 6, agem através de
uma via dependente de prostaglandinas, gerando uma hipernocicepc¢éo inflamatoria; ja a 11-8
age através de uma via envolvendo aminas simpatomiméticas. (CUNHA et al., 1991;
CUNHA et al., 1992). A inflamacdo evocada pela carragenina envolve ainda a liberacdo de
histamina, serotonina e bradicinina. (CUNHA et al., 2005). Com relacdo a bradicinina, ela
parece ndo apenas ativar nociceptores e induzir respostar nociceptivas, Ferreira et al. (1993)
sugeriram que a bradicina € um mediador inicial pro-nociceptivo que leva a liberacdo de
TNF-a e entdo 1I-1B, 11-6, 11-8 o que pode levar a produgdo/liberacdo de prostandides ou

aminas simpatomiméticas.

Dessa forma, a aplicacdo intraplantar de carragenina é o agente central utilizado em
modelo de inflamagdo e nocicep¢do empregado em “screening” de drogas com agdo
antiinflamatoria e analgésica (CUNHA et al., 2005). Empregamos, entdo, a carragenina como
agente indutor de hiperalgesia inflamatéria para testar o tratamento dos animais com a

Riparina 1V, e nossos resultados mostraram que ambas as doses inibiram a hipernocicepgéo
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induzida pela carragenina. Esse efeito antihiperalgésico pode ocorrer devido ao bloqueio da
producdo de citocinas e quimiocinas, e corrobora com os resultados obtidos nos testes de

contorcéo e da placa quente, confirmando uma acdo antinociceptiva periférica.

A acdo antinociceptiva ou antihiperalgésica periférica pode ocorrer em diversos pontos
da cascata de producdo de interleucinas, prostandides ou ainda sobre receptores de
mediadores plasmaticos ou neurotransmissores. O glutamato, por exemplo, é o principal
neurotransmissor excitatorio envolvido na transmissdo de sinais nociceptivo (BEIRITH;
SANTOS; CALIXTO, 2002). Os receptores NMDA pré-sindpticos localizados nas
terminagdes nervosas de fibras de pequeno didmetro participam da transmissdo nociceptiva
facilitando e prolongando-a através da liberacdo de substancia P, de forma a mediar o
surgimento de hiperalgesia e alodinia (LIU; MANTYH; BASBAUM, 1997).

Diversos estudos de drogas com agdo antinociceptiva, tanto periférica quanto central,
demonstraram uma interacdo com mecanismos dependentes dos receptores glutamatérgicos
ionotrépicos ou metabotropicos (BATISTA et al., 2008; ROSA et al., 2005; SCHEIDT et al.,
2002; FREITAS et al., 2009), confirmando a participacdo ndo somente dos NMDA, mas
também dos outros receptores glutamatérgicos no processo nociceptivo. Outro estudo,
realizado por Fisher e Coderre (1996) sugeriu uma interacdo dos receptores metabotropicos

com 0os NMDA na nocicepc¢édo induzida pela formalina.

Os resultados demonstraram que a Riparina IV é capaz de reduzir a nocicepcao
associada a aplicacdo intranplantar de glutamato. A administracdo periférica (BEIRITH et al.,
2002) e intratecal (SHIM et al., 2007) de glutamato gera resposta comportamental sugestiva
de dor. A administracdo do antagonista de receptores NMDA, MK-801, levou a uma
diminuicdo significativa do tempo de lambedura da pata dos animais tratados com a droga

estudada, semelhante ao efeito ocorrido com a Riparina 1V.

Tomando esses resultados junto com as observacdes de Zanh e Breenan (1998) e Zanh
et al. (1998), que demonstraram que a administracdo de antagonista dos receptores NMDA é
capaz de bloquear a hiperalgesia inflamatéria induzida por carragenina, o que nao é observado

com o blogueio dos receptores do tipo AMPA.
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Os membros da familia de canais ibnicos TRP sdo moléculas fundamentais na
deteccdo de estimulos ndxicos, e sdo capazes de transduzir respostas a estimulos mecénicos e
quimicos (STUCKY et AL., 2009). Os TRPV1 (ou VR1) foram original descritos como
receptores das substancias ativas pungentes, como a capsaicina. Na captacdo de estimulos
nociceptivo os receptores VR1 estdo envolvidos na transducdo de estimulos térmicos e
quimicos associados a diversas substancias além da capsaicina como por exemplo a
resinoferatoxina, forbol-12-miristatel3-acetate, produtos da via lipoxigenase, leucotrieno B4,
Forbol-12-phenilacetato 13-acetato 20-homovanilato. (CATERINA et al., 1997; FEIN, 2011).

Esses receptores estdo localizados heterogeneamente em uma populacdo de fibras
aferentes primarias de pequeno didmetro, e em terminais de fibras aferentes que se projetam
para as laminas superficiais do corno dorsal, principalmente nas laminas | e 11 (TOMINAGA
et al., 1998). Assim, esses receptores sao transdutores de estimulos fisicos e quimicos que
promovem a dor, e sdo sensiveis ndo somente ao calor ndxico, mas também a alteracdes
moderadas do pH, e a concentracdo de cations divalentes, onde mesmo as pequenas alteracdes
na concentracdo desses cations pode influenciar a magnitude das respostas nociceptivas
mediadas pelos TRPV1 (CATERINA et al., 1997; TOMINAGA et al., 1998; AHERN et al.,
2005).

Andadre et al. (2008) demonstraram que a injecdo de um agonista dos receptores
TRPAL na pata do animal, provoca um comportamento nociceptivo mediado pela ativacao
desses receptores presentes nas fibras C dependentes de capsaicina, com liberacdo de
histamina - principalmente através de mastocitos - e participacdo de taquicininas, através dos
receptores NK1. Utilizando procedimento semelhante, os resultados obtidos do nosso estudo
mostraram que a Riparina IV administrada por via oral (doses de 25 e 50 mg/kg) e o vermelho
de ruténio (3 mg/kg), droga de referéncia, foram capazes de reduzir a nocicepcdo induzida
pela administracdo de capsaicina em camundongos, sugerindo o envolvimento deste receptor

no efeito antinociceptivo da Riparina IV.

A ativacdo desses receptores esta envolvida no mecanismo de varios modelos animais
de nocicep¢ao, como no modelo de contor¢des abdominais, onde a injecdo de acido acético no
peritdnio dos animais provoca uma diminuicdo do pH, ativando-os, na nocicepc¢do induzida
pela injecdo intraplantar de capsaicina, onde a injecdo de um agonista desses receptores

promove sua ativacédo direta, induzindo um comportamento de lambedura da pata do animal, e
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no modelo da formalina, quando a administracdo intradérmica dos antagonistas vermelho de
ruténio e capsazepina foi capaz de reverter a segunda fase do teste (IKEDA et al., 2001;
SANTOS; CALIXTO, 1997).

Dessa forma é plausivel imaginar que ha participacdo do bloqueio de receptores
TRPV1 ou interferéncias na cascata de mediacao iniciada pela ativacao desse receptor, ndo s6
no teste realizado com a aplicacdo direta de capsaicina, mas também nos resultados obtidos
nos testes da formalina, contor¢do abdominal induzida por &cido acético e no modelo de
hiperalgesia inflamatéria induzida pela carragenina.

A superfamilia de receptores TRP possui mais de 25 membros e alguns deles estdo
envolvidos na captacdo de estimulos sensorias, temos, além do TRPV1, os receptores de
pontencial melastatina oito (TRPM8) e Anquirina hum (TRPAL). Envolvido com a ativagédo
pelo frio, o canal ibnico TRPMS, esta localizado nas fibras C e A-6 (TAKASHIMA et al.,
2007) do sistema nervoso periférico, semelhante aos TRPV1, especialmente nos ganglios da
raiz dorsal, trigémeo, e nodoso (MCKEMY et al., 2002; PEIER et al, 2002).

TRPMB8 exibe um limiar de ativacdo na faixa de 22 a 27 °C (MCKEMY et al., 2002;
PEIER et al, 2002), e é ativado por varias substancias sintéticas responsaveis por sensacoes de
frio moderado ou “frescor”, como por exemplo icilina e eucaliptol (MCKEMY et al., 2002;
PEIER et al., 2002; BEHRENDT et al., 2004), e parece ser inibida pelo &cido, etanol e
ativacdo de PKC (WEIL et al., 2005; PREMKUMAR et al., 2005; BEHRENDT et al., 2004).

E provéavel que a ativacdo dos receptores TRPM 8 nio seja suficiente para produzir
uma analgesia satisfatdria nos casos de hiperalgesia e alodinia. (SU et al., 2011). No entanto,
Takashima et al. (2007) aventaram a possibilidade da sensacdo de queimacdo que é
experimentada a temperaturas muito baixas serem devidas a coexpressdo de receptores
TRPV1 e TRPM8 na mesma fibra aferente. Nessa linha Su et al. (2011) relataram que a
ativacdo dos TRPMS8 pode provocar uma hipersensibilidade aos estimulos frios, corroborando
com os achados de Proudfoot et al. (2006) de que o mentol, um agonista desses receptores,
pode apresentar propriedades pré-nociceptivas quando administrado em altas doses. Temos
ainda o fato desse canal ser fundamental para a analgesia promovida por pequenas doses de
compostos de refrescantes (PROUDFOQT et al., 2006;. DHAKA et al., 2007).
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Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que o tratamento oral com Riparina
IV em ambas as doses foi capaz de inibir a agcdo nociceptiva provocada pela aplicacdo de
mentol nas patas dos animais, porém ndo de cinamaldeido — agonista dos receptores TRPAL.
Dessa forma, a droga em estudo apresenta uma atividade antinociceptiva relacionada aos
receptores TRPMS8, ndo havendo participagdo dos receptores TRPAL em seu mecanismo de

acao.

Quando comparados aos receptores TRPAL, os TRPM8 apresentam uma temperatura
de ativacdo significativamente maior, resposta mais rapida ao frio e menor sensibilidade, em
geral, a capsaicina (KARASHIMA et al., 2009).

Os canais de potassio ATP-dependentes estdo distribuidos em uma variedade de tipos
de tecidos e células, onde acoplam alteragdes metabdlicas intracelulares com a actividade
eléctrica da membrana plasmatica, desempenhando assim um papel importante tanto nas
células normais quanto em processos patologicos. (AGUILAR-BRYAN et al, 1998). Estudos
demonstraram que alguns receptores, como 0s a2-adrenergicos, u e & opidides, e 0s
receptores 5-HT1A sdo acoplados a classe dos canais de sdédio ATP-dependetes, e que a
abertura de estes canais esta envolvida no efeito antinociceptivo dos agonistas destes
receptores (GALEOTTI et al., 1999; OCANA; BAEYENS, 1993; RODRIGUES; DUARTE,
2000; ROBLES et al., 1996).

Destaca-se, ainda, a relacdo os canais de potassio ATP-dependentes e a via do 6xido
nitrico, como proposto por Soares et al. (2000). Segundo esses autores, a liberacdo do oxido
nitrico pode promover a ativacdo dos canais de potassio no terminal nociceptivo, induzindo a

sua desensibilizacdo e, dessa forma, promovendo analgesia.

No presente estudo, o bloqueio dos canais de potassio ATP-dependentes ndo foi capaz
de reverter a acdo antinociceptiva provocada pela Riparina IV, sendo descartado o seu

envolvimento com o mecanismo de acdo da droga estudada.

A partir dessas observacdes, estudamos o envolvimento do éxido nitrico e das vias
adrenérgica e serotonérgica no mecanismo de acdo da Riparina 1V, afim de confirmar as

hipdteses relatadas na literatura.
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As vias serotonérgicas e noradrenérgicas sao implicadas no processo de controle da
dor como mediadores do sistema descendente inibitério na medula espinhal. (MARKS et al.,
2009). Um estudo realizado por Korzeniewska-Rybicka e Plaznik (2001) indicou a
participacdo de ambas as vias em modelos de dor visceral, salientando que, dependendo dos
receptores ativados, a noradrenalina e a serotonina poderiam agir ndo s6 bloqueando, mas

também induzindo o comportamento nociceptivo.

O mecanismo de acdo dos receptores serotonérgicos na modula¢do da dor ainda nao
foi completamente elucidado, porém estudos apontam para acdes de alguns desses receptores:
0 receptor 5-HT; parece apresentar uma agdo dual no processo antinociceptivo (BARDIN;
COLPAERT, 2004), porém alguns autores consideram a sua acdo enquanto antinociceptiva
(KORZENIEWSKA- RYBICKA; PLAZNIK, 2001), e outros consideram que a ativagédo
desse receptor ndo possui acdo antinociceptiva (MILLAN, 1994). Os receptores 5-HTa, 5-
HT-, e a interacdo dos receptores 5-HT3; e 5-HT,c, parecem agir de forma antinociceptiva,
enquanto o recptor 5-HT3 sozinho, possui uma agdo pro-nociceptiva, através de uma via
descendente que facilita a nocicepcdo (BARDIN et al., 2000; DOGRUL; OSSIPOV;
PORRECA, 2009).

Em relacdo aos receptores adrenérgicos, estd bem estabelecido na literatura que os
receptores a-1 apresentam uma acdo hiperalgésica e 0s a-2, uma acdo antinociceptiva.
(KORZENIEWSKA-RYBICKA; PLAZNIK, 2001; BINDER et al.,2004; DOGURL,;
COSKUN; UZBAY, 2006).

Dentre 0s subtipos de receptores, destacam-se 0 o2a, Que possuem acéo
antinociceptiva somatica, visceral e um efeito antihiperalgésico inflamatério, e 0 a2¢c, quem

compartilha do ultimo dos efeitos do a2a. (MANSIKKA et al., 2004; TOMIC et al., 2007).

No presente estudo, a deplecdo das reservas de serotonina através do pré-tratamento
dos animais com pCPA, e 0 antagonismo dos receptores a2-adrenérgicos, utilizando o pre-
tratamento com ioimbina, ndo foram capazes de reverter a acdo antinociceptiva da Riparina
IV na dose de 50mg/kg, confirmando que ambos 0s sistemas serotonérgico e a2-adrenérgico

néo estéo relacionados com 0 mecanismo de acdo da droga estudada.
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O NO é um gas soluvel que envolve a regulagdo de varias fungdes biologicas, dentre
elas o relaxamento do musculo vascular e ndo vascular, inibicdo de agregacdo plaquetaria,
inibicdo de agregacdo leucocitaria no endotélio e como transdutor no sistema nervoso central
(LIAUDET et al., 2000).

Um estudo realizado por Kawabata et al. (1994) demonstrou que a L-arginina,
substrato da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), aumenta significativamente o
comportamento nociceptivo induzido pela formalina, sugerindo que o NO possui uma
atividade pré-nociceptiva, visto que 0 mesmo é o produto final da interacdo entre L-arginina e

a enzima NOS.

Outros autores provaram que a acdo de inibidores da NOS é capaz de produzir um
comportamento antinociceptivo em modelos animais, corroborando com a hipétese de que o
NO desempenha um papel na nocicep¢do (MOORE et al., 1991; MOORE et al., 1993).

Diante dessas informacGes, consideramos de extrema importancia estudar o possivel
envolvimento da via metabolica do NO na atividade analgésica da Riparina IV. O pre-
tratamento com L-arginina ocasionou uma reversao significativa da atividade antinociceptiva
induzida pela Riparina IV na dose de 50 mg/kg, quando comparada com a Riparina IV
administrada sozinha, indicando que a via do NO possui uma relacdo com o mecanismo de

acdo da droga estudada.

Ao analisar o comportamento dos animais em modelos de nocicepcdo, faz-se
necessario também excluir a possibilidade de que a droga estudada esteja agindo ndo somente
como analgésico, mas também como relaxante muscular ou depressor do sistema nervoso
central. Em ambos 0s casos, o comportamento do animal pode encontrar-se alterado, como
por exemplo o ato de lamber a pata, caracterizando um viés no estudo. Diante disso, foram
realizados os testes do Rota Rod e campo aberto, afim de excluir a possibilidade de alguma

dessas interferéncias na acdo antinociceptiva da Riparina V.

O teste do Rota Rod é um procedimento que requer que o animal mantenha o
equilibrio sobre um cilindro que movimenta-se com uma velocidade de rotacdo constante
(DUNHAM; MIYA,1957). Esse modelo é bastante utilizado para avaliar o efeito do

relaxamento muscular ou incoordenagdo motora produzidos pro drogas em animais
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(CARLINI; BURGOS, 1979), assim como o déficit motor provocado por disfuncdes
cerebelares, injarias cerebrais provocadas por trauma ou doencas degenerativas induzidas em
animais (HAMM, 1994; MONVILLE; TORRES; DUNNETT, 2006; SHIOTSUKI et al.,
2010).

O tratamento oral com Riparina 1V nédo afetou a coordenagdo motora dos animais no
teste do rota Rod, diferentemente do tratamento com diazepam na dose de 2 mg.kg, que
sabidamente provoca um relaxamento muscular nos animais, aumentando de maneira

significativa 0 nUmero de quedas da barra giratoria.

O teste do campo aberto foi realizado para confirmar se a droga estudada apresentava
uma acdo sedativa ou depressora nos animais tratados. A literatura demonstra que drogas
como benzodiazepinicos e outros ansioliticos (ONAIVI et al., 1992) diminuem o

comportamento exploratério do animal.

O tratamento oral com Riparina IV ndo alterou de maneira significativa o nimero de
cruzamentos observados no teste do campo aberto, diferentemente dos animais tratados com
diazepam na dose de 1mg/kg, que apresentaram uma diminuicdo do comportamento

exploratério quando comparados aqueles tratados com veiculo.

Os resultados obtidos nos testes do Rota Rod e campo aberto demonstram que a
atividade antinociceptiva da Riparina 1V independe de algum efeito relaxante muscular ou de

acao central.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A Riparina IV foi testada em modelos animais de nocicepcéo, e os resultados obtidos

neste estudo nos permitem concluir que:

e Possui atividade antinociceptiva, evidenciada nos modelos de nocicepcdo quimica
induzida pelo acido acético, formalina (segunda fase) e hipernocicep¢do mecanica

induzida pela carragenina;

e A acgdo antinociceptiva parece ndo estar relacionada com mecanismos centrais, pois

ndo houve qualquer efeito sobre o teste da placa quente;

e Os efeitos antinociceptivos parecem estar relacionados aos receptores TRP,
especificamente aos TRPV1 e TRPM 8;

e Os receptores glutamatérgicos também estdo envolvidos na atividade antinociceptiva

da Riparina IV,

e O mecanismo de acdo da Riparina IV ndo esta relacionado com a ativacdo dos canais
de potéssio ATP-dependentes, receptores serotonérgicos ou com 0s receptores o-2

adrenérgicos;

e O mecanismo de acdo da Riparina IV envolve, de alguma forma, a via do éxido

nitrico;

e A atividade antinociceptiva da Riparina IV ndo se deve a alteracdo no comportamento

motor do animal, relaxamento muscular ou sedacéo.



68

7 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicam que a Ripaina IV apresenta importante
efeito antinociceptivo evidenciado em diversos modelos experimentais de nocicepcao,
tornando essa substancia e seus analogos possiveis alvos para a producdo de novas drogas

utilizadas no tratamento da dor.
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