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RESUMO

Em pacientes portadores de fibromialgia, a administracdo de doses
farmacologicas de DHEA ocasionou redug¢do da sensagao de dor muscular e
fadiga, o que permitiu inferir seu envolvimento na modulagdo da percepgao
dolorosa. E sabido que a DHEA pode ser convertida, tanto perifericamente
como no SNC, em sua forma sulfatada (DHEAS) por acdo de enzimas
sulfotransferases, tendo esta papel na modulagdo da nocicepcdo. Outro
horménio esterdide com acgédo sobre a nocicepgdo € a progesterona, cuja
administracao resultou em efeitos anestésicos e sedativos.

A maioria destes resultados foram obtidos em mamiferos e humanos.
Todavia, um estudo recente demonstrou que o tecido encefalico de ra foi capaz
de sintetizar esterdides a partir de colesterol, sendo este processo de
biossintese similar aquele descrito em mamiferos. Deste modo, o presente
estudo utilizou a rd Rana catesbeiana, adulta, macho, para determinar os
efeitos da administracdo aguda (1,0, 2,0 e 10,0 mg/kg) e crdénica (2,0 mg/kg) de
DHEA, DHEAS e progesterona sobre o limiar nociceptivo das mesmas. Este
limiar foi determinado pela utilizagdo do teste quimico do acido acético, o qual
foi realizado 2 horas antes da administragdo das solugdes e apos 2, 6 e 24
horas nos estudos de tratamento agudo e 48 horas apds o término da ultima
injecao nos estudos cronicos, sendo que nestes as ras receberam 6 injecdes
subcutaneas, havendo entre cada administragdo um intervalo de 72 horas.
Foram utilizados 3 grupos: controle, veiculos e tratados.

No tratamento agudo, as doses de 1,0 e 2,0 mg/kg de DHEA, DHEAS e
progesterona nao ocasionaram modificacées estatisticamente significativas no
limiar nociceptivo das ras. Ja a dose de 10,0 mg/kg de DHEA e DHEAS induziu
um acréscimo significativo no limiar nociceptivo destes animais. Esta alteragao
nao foi observada nas ras tratadas com progesterona nesta dose. Entretanto, a
administragao cronica de DHEA, DHEAS e progesterona, provocou aumento

estatisticamente significativo no limiar nociceptivo das ras. A interrupcao da
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administragcao de DHEA por 05 dias resultou no retorno do limiar nociceptivo a
valores semelhantes aqueles obtidos antes das inje¢gdes subcutaneas de
DHEA. A repeticdo deste tratamento por mais 07 dias ocasionou um novo
aumento no limiar nociceptivo das ras.

Estes resultados sugerem que o efeito antinociceptivo destes esterdides
apareceram precocemente na evolucdo dos vertebrados, estando ainda
presente em humanos. Assim, as ras, constituem modelos experimentais que
poderao contribuir para o esclarecimento dos mecanismos celulares de acao
da DHEA, da DHEAS e da progesterona sobre a nocicep¢ao, tema ainda muito

especulativo na neurociéncia.



1. INTRODUGAO

1.1. Fisiologia da Transmissao Nociceptiva

Dor € um complexo de sensagdes desagradaveis, experiéncias
emocionais, respostas neurovegetativas ou autondmicas e psicologicas
resultantes de dano tecidual propriamente dito ou da eminéncia de lesao
tecidual. Por este carater subjetivo, portanto, pode ser somente relacionada
aos humanos, os quais podem verbaliza-la. Nocicepcédo, por sua vez, é o
mecanismo pelo o qual estimulos nocivos, de origem térmica, mecanica e/ou
quimica, sao transmitidos para o Sistema Nervoso Central (SNC) (BYERS &
BONICA, 2001). A lesao nos tecidos constitui um estimulo nocivo, gerando
alteracdes celulares com liberagdo de substancias neuroquimicas. Portanto, a
dor compreende um conjunto de efeitos ocasionados por mecanismos
bioquimicos, fisiolégicos e psicolégicos, desencadeando atividade em varios
centros do sistema nervoso onde ocorrem 0s processamentos sensorial,
motivacional e cognitivo (BYERS & BONICA, 2001).

Esta demonstrado que, em mamiferos, o processo da nocicepcao inicia
com a geragao de impulsos elétricos nos terminais axonais de pequenos
neurbnios sensoriais, 0s quais sdo de dois tipos: 1) fibras mielinizadas de

pequeno didametro, chamadas A delta (Ad) e responsaveis pela dor rapida ou
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primaria, e 2) fibras do tipo C, que ndo possuem bainha de mielina e sao
responsaveis pela dor lenta ou secundaria. Estas fibras localizam-se na maioria
dos tecidos e sao excitadas pela presenga de estimulos de origem mecanica,
térmica e/ou quimica nocivos. Nesse processo de excitagao, postula-se que em
suas membranas existam proteinas receptoras que convertem as diferentes
modalidades energéticas em impulsos nervosos, 0os quais sao transmitidos
para o SNC (BEAR et al., 2001; KANDEL et al., 2000; BYERS & BONICA,
2001).

A informagédo nociceptiva destina-se inicialmente ao corno dorsal da
medula espinal, quando proveniente da pele, dos musculos e dos 6rgaos
internos localizados no tronco axial e nos membros, e para nucleos do tronco
encefalico quando provém da pele e da musculatura da cabeca e do pescoco.
Destas regides saem fibras axonais que se dirigem, em sua maior parte, para o
talamo, principal regido responsavel pela integragdo das aferéncias
nociceptivas. Dai a informagao sensorial segue para o cortex cerebral onde &
novamente processada resultando na percepgao dolorosa (MILLAN, 1999;
MARTIN, 1996; TERMAN & BONICA, 2001).

Uma questdo que sempre € citada quando se estuda a fisiologia da
transmissao nociceptiva € qual ou quais sao 0s neurotransmissores que
medeiam e/ou modulam esta informagao sensorial. Uma grande quantidade de
estudos, empregando distintas metodologias, investigou a neurofarmacologia
da transmissao nociceptiva, particularmente aquela que envolve os aferentes

primarios, mostrando que nesse processo ocorre participagcao tanto de
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substancias quimicas com acao excitatoria quanto inibitéria, as quais podem
ser liberadas pelos proprios terminais dos aferentes primarios, bem como por
neurdnios intrinsecos do corno dorsal ou dos nucleos sensoriais do tronco
encefalico, e/ou de fibras descendentes provenientes de regides mais
superiores do neuroeixo que chegam até essas areas neurais (FURST, 1999;
WALL & MELZACK, 1999; DORAN, 2000). Dentre a diversidade de
substancias quimicas envolvidas incluem-se os neurotransmissores classicos e
os neuropeptideos, sendo que esta lista estda em crescente processo de
acréscimo de novos nomes. O desafio atual para a neurociéncia da nocicepgao
€ desvendar a funcdo de cada uma destas diferentes substancias neste
processo sensorial, embora seja evidente até o presente momento que as
mesmas estejam contribuindo para o processo da transmissao nociceptiva e/ou
para controlar as aferéncias nociceptivas que ai chegam (KANDEL, et al.,
2000; FURST, 1999; WALL & MELZACK, 1999: LOESER & BONICA, 2001;
WILLIS & WESTLUND, 1997). O equilibrio entre os processos excitatérios e
inibitorios nestas regides de entrada € a base da teoria das comportas para a
transmissao nociceptiva estabelecida por Melzack & Wall, em 1965, e o
mecanismo referido como controle inibitério nociceptivo por Le Bars et al., em
1979.

Neste contexto, cabe ser ressaltado o recente interesse recebido pelo
horménio chamado desidroepiandrosterona (DHEA). Este fato surgiu pela
demonstracdo de que o tratamento de pacientes portadores de fibromialgia
com doses farmacolégicas de DHEA ocasionou redugdo na sensagao de dor

muscular e fadiga destes pacientes (MORALES et al., 1995), o que permitiu



4
inferir o envolvimento desta substancia quimica na modulagdo da percepcao

dolorosa (BAULIEU & ROBEL, 1998).

1.2. Neuroesterdides

Esterdides sao horménios que apresentam um nucleo molecular basico
derivado das moléculas de colesterol, sendo classificados em glicocorticéides,
mineralocorticdides, androgénios, estrogénios e progestogénios. Sua
biossintese é restrita a alguns poucos tecidos (cortex da supra-renal, testiculos,
ovarios e placenta) (DEGROOT & JAMENSON, 2001).

A maioria das reacbdes envolvidas na sintese destes hormébnios é
catalisada por enzimas do citocromo P450, localizadas nas membranas do
reticulo endoplasmatico e das mitocéndrias. A primeira etapa do processo de
sintese hormonal é o transporte do colesterol para as mitocondrias, o qual é
feito por uma enzima transportadora de esterdides. Nas mitocéndrias, o
colesterol é convertido em pregnenolona numa reagdo catalisada pela
colesterol desmolase, a qual € um citocromo mitocondrial P450 também
conhecida como proteina de clivagem de cadeia lateral ou P450s.; (side chain
cleavage cytochrome P450) (TAKASE et al., 1999). Esta é a etapa limitante da
sintese, a qual é controlada por diferentes fatores (STOFFEL-WAGNER, 2001).
A pregnenolona formada ent&o se desloca para o reticulo endoplasmatico liso,
onde parte dela € desidrogenada para formar progesterona em uma reagéo

catalisada pela 3-beta-hidroxi-esterdide desidrogenase. Parte da pregnenolona
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e parte da progesterona sdo hidroxiladas no reticulo endoplasmatico liso por
acao da enzima 17-alfa-hidroxilase, outra P450 conhecida como P450.17,
resultando nos produtos 17-alfa-hidroxipregnenolona e 17-alfa-
hidroxiprogesterona, respectivamente. Parte da 17-hidroxipregnenolona é
convertida em 17-alfa-hidroxiprogesterona. O P450.¢7 € também a 17,20-liase,
a enzima que catalisa a clivagem da ligagao 17,20 para converter a 17-alfa-
hidroxipregnenolona e a 17-alfa-hidroxiprogesterona em DHEA e
androstenediona. A hidroxilagdo da progesterona e da 17-alfa-
hidroxiprogesterona, que também ocorre no reticulo endoplasmatico liso, &
catalisada pela enzima 21-beta-hidroxilase, um citocromo também conhecido
como P450.1. Os produtos finais destas reacdes, a 11-desoxicorticosterona e
o 11-desoxicortisol voltam para as mitocdndrias, onde sao 11-hidroxilados pela
acao da enzima 11-beta-hidroxilase, conhecida também por P450.4,
resultando nos produtos corticosterona e cortisol, respectivamente (Fig. 1).
Estes passos ocorrem nas zonas fasciculada e reticular da glandula adrenal.
Na génada masculina, a DHEA formada é convertida em androstenediona pela
agao da enzima 17-beta-hidroxi-esterdide-desidrogenase, e a androstenediona,
por sua vez, € transformada em testosterona pela acdo da enzima 3-beta-
hidroxi-esterdide-desidrogenase. Ja na gbnada feminina ocorre aromatizagao
da androstenediona e da testosterona, resultando na estrona e no 17-beta-
estradiol, devido a acdo das enzimas 17-beta-hidrogenase e aromatase

(GANONG, 1995; AIRES, 1999; MILLER, 2002).
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Em humanos, em torno de 99% da DHEA liberada na circulagdo pela
glandula adrenal estd na forma sulfatada (DHEAS), havendo, porém,
conversao periférica de DHEA em DHEAS e vice-versa apos liberagao. A meia-
vida da DHEA circulante é estimada estar em torno de 15-30 minutos, sendo
sua taxa de depuracdo metabdlica de 4 mg/dia. A meia-vida de sua forma
sulfatada é maior, sendo de aproximadamente 7-10 horas e sua taxa de
depuracéo em torno de 25 mg/dia (FLYNN et al., 1999; PENA, 1997).

E sabido que a concentragdo sangiiinea de DHEA apresenta flutuacdes
que sao similares aquelas observadas com o cortisol, 0 que sugere uma
possibilidade de controle da secrecao de DHEA pela adrenocorticotrofina
(ACTH), muito embora n&o tenha sido demonstrado mecanismo de controle por
“feedback” hipotalamo-hipéfise na secrecdo de DHEA. O horménio ACTH
também parece estimular a sintese de DHEAS, muito embora sua
concentragao plasmatica se mantenha constante ao longo das 24 horas do dia.
Sabe-se também que as enzimas que participam da metabolizacido da DHEA e
da DHEAS estdo amplamente distribuidas pelo corpo e que humanos e
macacos apresentam altas concentragdes sanguineas destes horménios nos
periodos pré-natais, os quais caem consideravelmente ao nascimento,
aumentam na puberdade e vao se reduzindo gradualmente com o avango da
idade (PENA, 1997).

A progesterona também apresenta uma meia-vida curta, sendo quase
toda metabolizada em outros esterdides sem efeito progesterdénico alguns
minutos apds ser secretada. Essencial para a manutengdo da gestagao, este

horménio €& produzido e secretado em grande quantidade pelo corpo amarelo
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ou luteo do ovario (na segunda metade do ciclo ovariano) e pela placenta
durante a gravidez. Em quantidades menores, € também sintetizada pelos
testiculos e supra-renais, onde serve de precursor para a producao de
androgenos e corticosterdides. A concentragdo plasmatica de progesterona
varia de 1,13 a 10,40 mgl/litro. Sua secregao € regulada pelas gonadotrofinas
hipofisarias, que por sua vez, sao controladas por fatores hipotalamicos. No
figado, a progesterona é reduzida a pregnandiol e conjuga-se com acido
glicurénico para ser excretada na urina. Apenas 10% da progesterona original é
excretada sob essa forma (WILLIAM & WILSON, 1985; DEGROOT &
JAMESON, 2001; GUYTON & HALL, 1996).

Esterdides, que também sao sintetizados no sistema nervoso central e
periférico, independentemente da atividade esteroidogénica de glandulas
periféricas, foram chamados de neuroesterdides (BAULIEU & ROBEL, 1998;
ROBEL & BAULIEU, 1994; ROBEL, et al.,, 1995). Este fato decorreu da
demonstracdo de que esterdides classicamente associados a reproducao nas
glandulas enddcrinas periféricas ocorriam em concentragbes relativamente
altas no SNC, mesmo apéds a realizagdo de adrenalectomia e gonadectomia
periféricas (BAULIEU & PAUL, 1996 APUD ZWAIN & YEN, 1999). Outras
evidéncias para a sintese central de esterdides advém de estudos recentes
demonstrando que determinadas regides do SNC de vertebrados possuem
capacidade de formar pregnenolona (MEYER et al., 1999; SCHUMACHER et
al., 1996), estando sua concentragcédo encefalica aproximadamente uma ordem

de magnitude acima da concentracdo de DHEA, o que é esperado em uma
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relagdo precursor-produto. Sua concentracido também esta dez vezes acima
daquela observada no plasma (BAULIEU & ROBEL, 1998).

Parece que os principais tipos celulares responsaveis pela sintese de
pregnenolona sdo os astrécitos (MELLON & COMPAGNONE, 1999) e os
oligodendrdcitos (JUNG-TESTAS et al.,, 1989). Estas ultimas células, em
cultura, foram capazes de sintetizar pregnenolona a partir de colesterol
marcado com ftritio (HU et al., 1987; JUNG-TESTAS et al., 1989). Entretanto, foi
demonstrado que neurdnios também expressam as enzimas P450s,. € P450.17
(MELLON & DESCHEPPER, 1993; ZWAN & YEN, 1999), o que sugere que
também estas células sdo capazes de sintetizar pregnenolona e DHEA.

Apesar de estar ainda incompletamente determinados seus locais e
rotas de sintese no sistema nervoso, diversos estudos demonstraram o
envolvimento dos neuroesterdides no controle de importantes mecanismos
neurofisiolégicos. A infusdo de sulfato de pregnenolona no nucleo “basalis” de
rato estimula processos de aprendizagem (McEWEN & SAPOLSKY, 1995),
enquanto déficits no desempenho cognitivo de ratos senis foram atribuidos as
baixas concentragdes hipocampais deste composto (VALLEE et al., 1997). E
postulado ainda que os neuroesteroides poderiam participar na regulagéo da
atividade do sistema endocrino (SCHUMACHER et al., 1996), bem como na
adaptacao de animais frente a novos estimulos ambientais (MAYO et al., 1999;
1993). Além disso, os neuroesteroides também parecem exercer algum papel
na regulagdo da formagdo e regeneragcdo da bainha de mielina de nervos

periféricos (BROCKES et al., 1979; JUNG-TESTAS et al., 1992).
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Postula-se que para exercerem suas agdes fisiolégicas, os
neuroesteroides poderiam induzir a sintese de fatores de crescimento ou de
outras proteinas especificas apos ligagdo dos mesmos a receptores
intracelulares. Poderiam também interagir com receptores préprios localizados
na membrana celular, ou ainda agirem em receptores de membrana
especificos a outros neurotransmissores, tais como o receptor GABA (acido
gama-aminobutirico) do tipo A (GABAa), o0 receptor glutamatérgico do tipo
N-metil-D-aspartato (NMDA) e o receptor sigma (o) (WANG, et al., 1996;
UCHIDA et al., 2002; LAMBERT et al., 2003; MEUNIER & MAURICE, 2004).
Uma hipétese que se faz quanto ao mecanismo de acédo dos neuroesterodides &
que os mesmos poderiam modular, de forma excitatoria ou inibitoria, canais
idbnicos ativados por neurotransmissores, regulando, assim, o balango entre os
processos excitatérios e inibitérios do SNC (SHUMACHER, 1999; WEHLING,
1994; PAUL & PURDY, 1992). Esta hipotese decorreu do fato de que, em
concentragodes fisiolégicas, o sulfato de pregnenolona e a forma sulfatada de
DHEA foram capazes de inibir o complexo do receptor GABAx (MAJEWSKA,
1999; 1996), enquanto metabdlitos da progesterona potencializaram a resposta
do neurotransmissor GABA (IRWIN, et al.,, 1994, MAJEWSKA, 1991). A
administracao de sulfato de pregnenolona provocou redugéo de corrente ibnica
e aumento da concentragdo intracelular de Ca*™, os quais tinham sido
desencadeados pela ativagao do receptor NMDA (IRWIN, et al., 1994). Tanto o
sulfato de pregnenolona quanto a DHEA e a sua forma sulfatada foram
capazes de inibir canais de Ca™ dependentes de voltagem em neurdnios

hipocampais, além de terem potencializado a resposta neuronal glutamatérgica
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resultante da ativacdo do receptor NMDA em medula espinal e neurdnios
hipocampais (FFRENCH-MULLEN & SPENCE, 1991; IRWIN et al., 1992). Esta
modulacao da resposta do receptor NMDA parece requerer o envolvimento de
receptores 0, uma vez que ligantes seletivos a este receptor também
potencializam a atividade neuronal induzida similarmente pela ativagcdo do

receptor NMDA (MONNET et al., 1995; 1994).

1.2.1. Desidroepiandrosterona (DHEA) e Desidroepiandrosterona Sulfatada

(DHEAS)

Diversos estudos demonstraram a presenca de DHEA e de DHEAS no
SNC de muitas espécies de vertebrados, sendo abundantes em encéfalos de
ratos, coelhos, macacos, cées, humanos (SCHUMACHER, 1999;
CORPECHOT et al., 1981; COMPAGNONE et al., 1995) e anfibios (MENSAH-
NYAGAN et al., 2000).

Atualmente existe um grande interesse no conhecimento do papel da
DHEA no tecido nervoso, visto que esta substancia quimica, anteriormente
apenas considerada como um precursor de horménios androgénicos e
estrogénicos (DEGROOT & JAMESON, 2001; SCHUMACHER et al., 1996;
STRAUSS & BARBIERI, 2004), esta comegando a ser empregada na terapia
clinica de diversos disturbios fisiolégicos, recebendo inclusive, o nome de
‘pilula da juventude” em funcdo do bem estar e disposicdo relatada pelos

pacientes que fizeram tratamento crénico com este horménio (HIMEL, 2001;
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MORALES, et al.,1995). Todavia, muitos destes dados nao foram obtidos em
estudos cientificos, constituindo parte das muitas propagandas e anuncios de
venda do mesmo. Porém, estudos recentes demonstraram que a DHEA possui
efeitos neuroprotetores (CARDOUNEL et al., 1999; KIMONIDES, et al., 1998),
rejuvenecedores e poderia ser um possivel substituto do estradiol na reposi¢cao
hormonal feminina (FLYNN et al., 1999). E sabido ainda que em situacdes de
estresse, interrupgao do sono, fadiga muscular e fibromialgia ha uma redugéo
da concentragao circulante de DHEA (MORALES et al.,, 1995; DESSEIN et
al.,1999). Sua concentragdo plasmatica também estd reduzida no
envelhecimento (KIMONIDES et al., 1998; MORLEY et al., 1997) e a terapia de
reposicao deste hormdnio resultou em aumento da forga muscular, da massa
corporal, da fungdo imune, na melhora do sono (MAJEWSKA et al., 1995), da
libido (MACLUSKY & NAFTOLIN, 1981), da qualidade de vida e da habilidade
para enfrentar eventos estressantes em homens e mulheres (BAULIEU et al.,
2001; HIMEL, 2001). Em Rodentia, a DHEA e a metil-DHEA foram capazes de
inibir a agressividade, e esta parece ter decorrido da diminuigdo da
concentragdo cerebral de sulfato de pregnenolona (KAASIK, et al., 2003;
ROBEL et al., 1999).

A forma sulfatada da DHEA, por sua vez, € mais abundante no tecido
nervoso do que na circulacdo, e raramente atravessa a barreira hemato-
encefalica (BAULIEU, et al., 1999). Desta forma, a maior parte da DHEAS
presente no tecido encefalico resulta de sua sintese neste local. E sabido que a
DHEAS pode ser convertida em DHEA e vice-versa por agao da enzima

sulfotransferase (MENSAH-NYAGAN et al., 1999; VARET et al., 2004). De
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acordo com Rhodes et al. (1997), a atividade desta enzima pode estar
envolvida na regulagdo da concentragdo de DHEAS no encéfalo. Estudos em
ratos demonstraram um aumento da concentracdo de DHEAS apds a
administragdo de um inibidor seletivo desta enzima, o (p-O-sulfamoil)-N-
tetradecanoil tiramina (DU-14) (RHODES et al.,1997). Esta demonstrado ainda
que a DHEAS, ao contrario da DHEA, é antagonista de receptores GABAa
(ZINDER & DAR, 1999; MEYER et al., 1999; PARTRIDGE & VALENZUELA,
2001), o que sugere que este esteréide poderia desempenhar um papel
contrario ao da DHEA na modulacido da nocicepc¢ao. Entretanto, estudos
realizados em humanos mostraram que baixas concentragcdes encefalicas de
DHEAS ocasionaram aumento nas queixas de dor dos pacientes, bem como
acréscimo desta sensagdo em diversos locais do corpo (FINSET et al., 2004;
MORRISON et al.,, 1998). Este resultado sugere que o papel da DHEAS na
nocicepgao seja similar aquele da DHEA, ou seja, pode estar relacionada a

antinocicepgao.

1.2.2. Progesterona

Assim como a DHEA, a progesterona também parece desempenhar
importantes fungdes no tecido nervoso. Diversos estudos in vivo mostraram
sua participagao nos processos de regeneracado neuronal (VONGHER & FRYE,
1999; SCHUMACHER et al., 1996). Em situagdes de axotomia, o tratamento

de ratos adultos com progesterona resultou na sobrevivéncia de motoneurdnios
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da medula espinal (YU, 1989). A administracdo deste horménio foi capaz de
reduzir o edema cerebral e a alteracdo comportamental que acompanha as
lesbes de cortex frontal (ROOF et al., 1993). Estd demonstrado ainda que
concentragdes enddgenas elevadas de progesterona promoveram mielinizagéao
em situacdes de regeneracao axonal (SHUMACHER, et al.,1996). Foi sugerido
também que a progesterona possa estimular diretamente a formacgédo de
mielina em células de Schwann e, desta forma, o crescimento axonal
(SCHUMACHER et al., 1999; 2004).

Outro papel atribuido a progesterona no tecido nervoso € sua
propriedade anestésica e sedativa (FRYE & DUNCAN, 1994; PATTE-MENSAH
et al., 2005). Nessas condigdes foi sugerido que este efeito seria decorrente de
alteragdes em lipidios constituintes das membranas das células neuronais, 0
que resultaria em disfuncdo dessa membrana (PAUL & PURDY, 1992).
Segundo esses autores, isto seria similar aos resultados obtidos nos estudos
com colesterol, barbiturios e inalacdo de anestésicos.

A progesterona, similar ao que ocorre com a DHEA, parece modular o
receptor NMDA. Ela atuaria como um antagonista deste tipo de receptor, o qual
estaria agindo via receptor o (MONNET et al., 1995). Também parece possuir
papel na modulacdo do receptor GABAA e, assim, na abertura de canais de
cloreto (MAJEWSKA, 1992), o que poderia contribuir para seus efeitos
anestésicos, hipnéticos e ansioliticos (PAUL & PURDY, 1992; CRAWLEY et al.,

1986; KAVALIERS, 1988; 1988b).
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1.3. Anfibios como Modelos para a Nocicepgao

Os anfibios tém sido utilizados como modelos experimentais em uma
grande quantidade de estudos morfolégicos e fisiolégicos, inclusive em estudos
sobre a nocicep¢ao (HAMAMOTO & SIMONE, 2003; WILLEMBRING &
STEVENS, 1996; KUFFLER, et al., 1997; STOSKOPF, 1994; STEVENS, 2003;
1996). A escolha destes animais decorreu de sua grande tolerancia as
condicbes ambientais adversas, a facilidade de aquisicdo de espécimes em
comeércio local, e a similaridade de funcionamento de seus sistemas, inclusive o
sistema nervoso, com aqueles de mamiferos (ROCHA & BRANCO, 1998; ADLI
et al.,1988).

Uma espécie de anfibio muito empregado como modelo experimental é
a ra Rana catesbeiana, conhecida como ra-touro. Este anfibio aquatico
resistente as baixas temperaturas, pertencente a familia Ranidae, é tipico da
regidao norte dos Estados Unidos, mas que se adaptou as condi¢des climaticas
do Brasil, sendo o espécime encontrado em criadouros locais (STORER et al.,
1984).

O sistema nervoso deste animal compreende no sentido céfalo-caudal o
lobo olfatério, o telencéfalo, o diencéfalo, os lobos 6pticos, o cerebelo, a
medula oblonga, a medula espinal, os ganglios e 0s nervos espinhais e
cranianos, sendo muitas das terminacbes nervosas destes receptores
sensoriais (BECCARI, 1943; BUTLER & HODOS, 1996; KARDONG, 1997).
Estes ultimos, similar ao que é observado em mamiferos, possuem ou nao

bainha de mielina. De acordo com sua morfologia, velocidade de condugéao e
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laténcia de resposta, estas fibras foram classificadas em trés tipos: 1) as
chamadas fibras do tipo A, que possuem uma espessa bainha de mielina, 2) as
chamadas fibras do tipo B, que sao envolvidas por uma bainha de mielina
pouco espessa, e 3) as chamadas fibras do tipo C, que n&o possuem envoltorio
de mielina (para revisao rever Stevens, 2004). Com relagdo a nocicepgao, os
estudos demonstraram que os estimulos térmicos, mecanicos e quimicos
nocivos foram transmitidos para o SNC pelas fibras do tipo B (MARUHASKI et
al., 1952; ADRIAN et al., 1931, APUD STEVENS, 2004). No entanto, resultados
experimentais recentes, onde foi empregado o teste do acido acético para
excitar fibras aferentes isoladas, demonstraram que nesta situacao tanto fibras
do tipo B como as do tipo C foram excitadas, sendo a propor¢ao de ambas
igual (HAMAMOTO & SIMONE, 2003). Assim, parece que as fibras do tipo B e
C estao envolvidas na transmissao de estimulos quimicos nocivos em anfibios,
0 que é semelhante ao observado em mamiferos, ja que as fibras do tipoB e C
dos anfibios assemelham-se, quanto as suas caracteristicas morfolégicas e
fisiologicas, as fibras do tipo Ad e C dos mamiferos (HAMAMOTO & SIMONE,
2003; GARRY et al., 2004).

Assim como em mamiferos, os anfibios também possuem em seu
encéfalo a enzima esteroidogénica citocromo P450s.. € sao capazes de
produzir pregnenolona e sua forma sulfatada, estando estas elevadas nas
fases reprodutivas do animal (MENSAH-NYAGAN et al., 2001). Isto parece
indicar que estes neuroesterdides poderiam agir como um modulador
excitatério para aumentar a atividade neuronal nesta fase de vida dos animais

(TAKASE etal., 1999). Um estudo recente sugere ainda que o processo de
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biossintese dos neuroesterdides em ras seja similar aquele descrito em
mamiferos (MENSAH-NYAGAN et al.,, 2000; 2001b). Nestes estudos foi
evidenciado que a concentracdo de DHEAS do telencéfalo e do hipotalamo de
ra &, respectivamente, quatro e onze vezes mais elevada do que a quantidade
circulante. A concentragao encefalica de progesterona foi cem vezes maior do
que aquela plasmatica, enquanto a concentracao hipotalamica deste hormdnio
foi apenas quatro vezes mais baixa do que o valor detectado na glandula
adrenal.

Recentemente demonstrou-se que, em hipotalamo de ras, neurdnios
produtores de esterdides expressaram receptores GABAA € que o GABA foi
capaz de inibir a atividade da enzima 3p-hidroxiesterdide desidrogenase apods a
ativacao de receptores GABAA (DO-REGO, et al., 2000). Nestes animais, foi
observado ainda que duas endozepinas foram capazes de estimular a
producao de neuroesterdides agindo em receptores centrais e periféricos de
benzodiazepinicos (DO-REGO, et al., 1998; 2001). Assim, uma relagao entre
GABA e neuroesteréides também parece existir em anfibios.

De acordo com Mensah-Nyagan et al. (2001), os neuroesteroides
presentes no encéfalo de anfibios poderiam controlar diversos processos
neurofisiolégicos destes animais. No entanto, estes ainda permanecem em sua
maioria desconhecidos. Considerando as similaridades entre rds e mamiferos
quanto a funcao e distribuicdo dos neuroesterdides no SNC, pode-se sugerir
que, similar ao que ocorre em humanos e mamiferos, € possivel que os
neuroesteroides apresentem algum papel analgésico em anfibios. Com o intuito

de oferecer subsidios a esta questdo, o presente estudo submeteu ras ao
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tratamento agudo e crbénico com diferentes neuroesteréides e mediu o limiar
nociceptivo destes animais em diferentes intervalos de tempo. Estes
resultados, apesar de preliminares, constituiram a primeira demonstracao dos
efeitos dos neuroesteréides DHEA, DHEAS e progesterona sobre a nocicepgéao

de ras.



2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo determinar, mediante o emprego do
teste quimico do acido acético, os efeitos da administragdo aguda de DHEA,
DHEAS e progesterona sobre o limiar nociceptivo de rds Rana catesbeiana,
adultas, machos, utilizando para este estudo as doses de 1,0, 2,0 e 10,0 mg/kg
dos horménios citados e os intervalos de tempo de 2, 6 e 24 horas apds a
administragdo subcutdnea dos mesmos no saco linfatico dorsal para a
realizacéo dos testes de limiar nociceptivo.

Avaliou-se ainda, mediante o emprego do teste quimico do acido acético,
os efeitos da administragcdo cronica de 2,0 mg/kg de DHEA, DHEA-S e
progesterona sobre o limiar nociceptivo de rds Rana catesbeiana, adultas,
machos, administrada na mesma via, durante um periodo de 14 dias, sendo

que entre cada injecdo decorria um intervalo de 72 horas.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais: Procedéncia e Manutengao

Para este estudo foram utilizadas réds Rana catesbeiana, adultas, do
sexo masculino, com peso médio de 50-150g. Estes animais foram obtidos do
ranario Ranasul (Imbé, RS), trazidos para o Biotério do instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde
permaneceram em tanques especiais, localizados em ambiente aberto,
contendo agua constantemente renovada e uma porgéo central com terra. Os
animais foram alimentados ad libitum com racao apropriada. A limpeza dos
tanques era efetuada diariamente, e o0s animais foram empregados
experimentalmente apds duas semanas de adaptacdo a estas novas
condicoes.

Durante o periodo experimental, as rds permaneceram em aquarios no
laboratorio de Neurobiologia Comparada do Departamento de Fisiologia. Estes
contiveram aproximadamente 2 cm de agua destilada. A limpeza dos aquarios
era efetuada todos os dias. A temperatura da sala onde permaneceram oscilou
de acordo com flutuacbes da temperatura ambiental. As ras n&o foram

alimentadas nos dias em que seriam submetidas ao teste quimico do acido
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acético. Todos os experimentos foram realizados durante o periodo de janeiro

a agosto.

3.2. Administragao dos Horménios DHEA, DHEAS e Progesterona

Para a administracdo aguda, DHEA e DHEAS (Calbiochem) foram
diluidas em solucdo de beta-ciclodextrina (Fluka) 20% nas concentragdes de
1,0, 2,0 e 10,0 mg/kg de peso corporal. Estas diluigdes foram preparadas de
modo que o maximo de volume injetado no animal fosse de 0,1 ml. A
progesterona (Sigma), por sua vez, foi diluida em solu¢do salina contendo 10
gl de Tween (Calbiochem) e preparada para resultar nas mesmas
concentracdes e condi¢des citadas acima. Para os estudos de administracéo
cronica de DHEA, DHEAS e progesterona, estes hormonios foram diluidos nas
mesmas solugdes descritas acima para resultar na concentragéo de 2,0 mg/kg
de peso corporal. Da mesma forma, esta solugao foi preparada para que o

volume maximo injetado no animal fosse de 0,1 ml.

3.3. Teste Quimico do Acido Acético

O teste nociceptivo empregado foi o teste quimico do acido acético

descrito por Pezala (1983), o qual demonstra o limiar nociceptivo das ras. Para

isto, um dia antes do comeco do experimento as ras foram aleatoriamente
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divididas em animais pertencentes aos grupos controle, veiculo e tratadas.
Estes animais foram pesados e identificados com fitas de diferentes cores,
sendo que cada animal recebia uma fita de uma dada cor, a qual permanecia
com este até o final do experimento. Estas fitas foram colocadas nas patas

anteriores e, assim, cada animal pode ser controle de sua propria resposta

(Fig. 2).

Fig. 2: R& Rana catesbeiana, adulta, macho, identificada com fita colorida em
uma de suas patas dianteiras.

No dia do experimento, cada ra era colocada em um aquario individual.
Para melhor visualizagédo da resposta do teste, a agua do aquario foi reduzida a
0,5 cm. O teste constituiu na aplicagdo de uma gota de acido na pata posterior
do animal, sendo o limiar nociceptivo considerado como a menor concentracao
de acido acético que fez com que a ra retirasse vigorosamente a pata quando
este foi colocado sobre a mesma (Fig. 3). Para isto foram utilizadas

concentragbes de acido que variavam de 15 M até 0,18 M, tendo entre estes
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valores 12 diluigdes igualmente espagadas e obedecendo a uma escala
logaritmica. As solugdes foram codificadas em ordem crescente de
concentragdo por numero de 0 -11 (Tab. 1). O teste iniciou com a menor
concentragao, seguida de concentragdes maiores até a obtencao da resposta
desejada. Para evitar que o acido pudesse danificar a pele do animal, a gota
era colocada com o auxilio de uma pipeta Pasteur, e apds 4s, se nenhuma
resposta fosse efetuada pelo animal, esta regido era lavada varias vezes com
agua destilada e procedia-se a aplicagao da proxima concentragédo do acido, e
assim, sucessivamente, até a obtencao da retirada da pata. Este momento foi
definido como o limiar nociceptivo e a pata foi imediatamente lavada com agua

destilada para evitar les&o na pele do animal.

Fig. 3: Ra Rana catesbeiana, adulta, macho, sendo submetida ao teste quimico
do acido acético, o qual é colocado com o auxilio de uma pipeta Pasteur € o
tempo de retirada da pata medido com um cronémetro.
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Tabela 1. Concentracbes de acido acético empregadas no teste quimico do
limiar nociceptivo das ras

Concentracao de Cddigo de
acido acético numeracao dos
(Molar) frascos
0,18 M 0

0,26 M
0,39 M
0,58 M
0,88 M
1,31 M
1.97 M
2,96 M
4,44 M
6,66 M
10,00 M
15,00 M
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3.4. Procedimentos Experimentais

Os animais submetidos a administragdo aguda de DHEA e de DHEAS
receberam uma dose subcutanea do horménio na concentracédo de 1,0, 2,0 e
10,0 mg/kg de peso corporal (Fig. 4). Para controle destes experimentos foram
utilizados dois grupos de animais: um grupo que nao recebeu nenhuma
injecdo, denominado controle, e outro grupo, denominado veiculo, que recebeu
administragdo de beta-ciclodextrina na concentracdo de 20%. Estes mesmos

grupos de animais controle foram empregados nos estudos dos efeitos da
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administragcao de progesterona sobre o limiar nociceptivo de ras, sendo que,
neste caso, o grupo veiculo recebeu solugdo salina acrescida de 10 pl de
Tween.

Para a determinagao do limiar nociceptivo desses animais, submetidos a
administragdo aguda de DHEA, DHEAS e progesterona, o teste do &acido
aceético foi realizado 2 horas antes da administragcao dos respectivos farmacos
e 2, 6 e 24 horas apos a administracao das diferentes doses de DHEA, DHEAS
e progesterona.

No tratamento crénico com DHEA, DHEAS e progesterona, as ras
receberam 6 inje¢gdes subcutaneas destes hormdnios no saco linfatico dorsal,
estando estas na concentragcdo de 2,0 mg/kg de peso corporal. Com o intuito
de minimizar os efeitos estressantes da manipulacdo do animal para a
administragcdo dos respectivos horménios, as inje¢cdes foram realizadas com
um intervalo de 72 horas entre cada uma delas. Este procedimento resultou no
tratamento das ras por um periodo de 14 dias. Para controle destes
experimentos foram utilizados animais que ndo receberam nenhuma injegéo
(animais controle), animais que receberam a administragdo do veiculo, beta-
ciclodextrina na concentragdo de 20% para os grupos que receberam DHEA e
DHEAS, e solucéo salina acrescida de 10 yl Tween para o grupo que recebeu
progesterona (grupo veiculo). Nos experimentos com a administragdo cronica
de DHEA e DHEAS ainda houve outro controle, os animais que receberam
injegao subcutanea no saco linfatico dorsal de solugdo salina. Como nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre este grupo e aquele que néo

recebeu qualquer injecdo, o mesmo ndo foi empregado nos demais



26
experimentos. Cabe destacar que este cuidado foi tomado pelo fato de que néo
ha relatos na literatura de ras tratadas com solucao de beta-ciclodextrina.

O teste do limiar nociceptivo das ras tratadas cronicamente com DHEA,
DHEAS e progesterona foi realizado 2 horas antes da administracdo dos
horménios e 48 horas apds a administragao da ultima dose de DHEA, DHEAS
e progesterona.

Nos animais tratados cronicamente com DHEA, um grupo de animais
recebeu o horménio nas condi¢gdes acima citadas, porém este tratamento teve
duracdo de uma semana. Apos este periodo, a administracdo hormonal foi
suspensa por 5 dias e o limiar nociceptivo determinado mediante o teste do
acido acético. Em seguida, foram administradas injecdes de DHEA na mesma
concentragéo e condigdes anteriores durante uma semana, ao final desta as
ras foram novamente submetidas ao teste quimico do acido acético.

Em todos os grupos experimentais foram utilizados 8 animais.

Fig 4. R& Rana catesbeiana, adulta, macho, recebendo inje¢ao subcutanea no
saco linfatico dorsal
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3.5. Analise Estatistica

O efeito da administragdo aguda e crbnica das diferentes doses de
DHEA, DHEAS e progesterona foram apresentados em mediana e percentis
(25 e 75), ao passo que o grupo foi descrito através da frequéncia absoluta em
cada experimento.

As comparagdes entre os grupos tratados com as diferentes doses
foram realizadas mediante o emprego de ANOVA nao-paramétrica seguida do
Teste de Kruskal-Wallis. As comparagdes intragrupos foram feitas com o
emprego do teste de Friedman para os experimentos de administragdo aguda,
e do teste de Wilcoxon para os experimentos de administracdo crénica. Para
complementacdo destas analises, foram realizados testes de comparagdes
multiplas conforme indicado por Campos (1983).

As andlises estatisticas foram realizadas no sistema SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), versao 8.0; e o nivel de significancia adotado foi

de 5%.



4. RESULTADOS

4.1. Consideracgdes Iniciais

Antes de iniciar a descricdo dos resultados, é necessario enfatizar que o
tratamento das ras com beta-ciclodextrina e as diferentes doses de DHEA,
DHEAS e progesterona ndo ocasionaram modificagbes no comportamento dos
animais. Além disso, esses hormonios nao foram letais e nem téxicos para as
mesmas. Tanto as ras tratadas com os horménios e solugdes-veiculo como
aquelas controle exibiram respostas comportamentais similares frente as
mudangas na iluminagéo, presenca do investigador e vigor na retirada da pata
durante o teste quimico do acido acético. Cabe destacar que nenhuma ra, em
qualquer uma das concentragdes hormonais empregadas ou periodos de
tempo considerados aqui, mostrou-se inabil no desempenho normal de
atividades motoras, tais como reflexo de endireitamento ou resposta de fuga.
Sendo assim, tomou-se o cuidado usual com o fechamento dos aquarios em
todos os grupos experimentais para evitar a fuga das mesmas.

A comparacao das respostas de retirada da pata entre as ras controle,
veiculo e aquelas que receberam solugao salina foram similares ao longo dos

periodos experimentais. A pequena variacdo observada na resposta das ras



29
controle e veiculo, na situagdo de administragdo aguda de progesterona, néo
foi estatisticamente significativa (Tabela 2).

Outra questdo que deve ser ainda enfatizada é que os experimentos,
apesar de terem sido realizados durante os meses de janeiro a agosto, os
quais compreenderam diferentes estagdes do ano, as analises estatisticas dos
mesmos nao demonstraram a existéncia de variagdo sazonal no limiar
nociceptivo das ras controles. Este limiar mostrou-se muito similar ao longo
deste periodo experimental (Tabela 2, 3 e 4).

Antes de iniciar a descricdo dos resultados obtidos com os diferentes
tratamentos hormonais cabe salientar que estes resultados estdo
representados em medianas e percentis (25 e 75). As medianas obtidas
quando foram consideradas as medidas em diferentes tempos dentro de um
mesmo grupo experimental estdo representadas nas tabelas 2, 3 e 4. A
comparacgao entre os diferentes grupos experimentais estdo apresentados nas
figuras 5 a 15. Nestas figuras, o eixo da ordenada representa a mediana das
numeracgdes de 0 a 11 dos frascos contendo as diferentes concentracbes de
acido aceético (0,18 M a 15 M), sendo que o valor da mediana é a média obtida

a partir dos resultados dos diferentes animais que compde cada grupo.

4.2. Tratamento Agudo com DHEA, DHEAS e Progesterona

A administragdo aguda de DHEA, tanto na dose de 1,0 mg/kg de peso

corporal como naquela de 2,0 mg/kg de peso corporal, ndo modificaram
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significativamente o limiar nociceptivo das ras nos intervalos de 2, 6 e 24 horas
apos os tratamentos (Tabela 2, Figs. 5 e 6). Entretanto, a administragao aguda
de DHEA, na concentragdo de 10,0 mg/kg de peso corporal, ocasionou
aumento no limiar nociceptivo, o qual s6 se manifestou nos intervalos de 6 e 24
horas ap6s a administragdo da mesma (Tabela 2, Fig. 7). Note que o valor
obtido as 24 horas foi menor do que aquele observado as 6 horas apds o
tratamento, indicando que esta alteragéo ja estava retornando aos seus valores
basais (Tabela 2, Fig. 7). Os animais controles, bem como naqueles tratados
com o veiculo (no caso a beta-ciclodextrina na concentragdo de 20%), néo
mostraram mudancas significativas no limiar nociceptivo em todos os intervalos
de tempo considerados neste estudo (Tabela 2, Figs. 5,6 e 7).

Similar a estes resultados, o tratamento agudo das ras com DHEAS, nas
doses de 1,0 e 2,0 mg/kg de peso corporal também nao ocasionou alteragdes
estatisticamente significativas no limiar nociceptivo destes animais (Tabela 2,
Figs. 8 e 9). Ja a dose de 10,0 mg/kg de peso corporal provocou um aumento
no limiar nociceptivo, o qual também apareceu as 6 horas apos a administracao
e permaneceu até as 24 horas, sendo que este valor também estava abaixo
daquele obtido as 6 horas (Tabela 2, Fig. 10). Neste estudo também n&o houve
modificagdes significativas nos resultados obtidos nos animais controle e
tratados com o veiculo (Tabela 2, Figs. 8, 9 e 10).

No tratamento agudo dos animais com progesterona, nas doses de 1,0,
2,0 e 10,0 mg/kg de peso corporal, ndo houve alteracbes estatisticamente
significativas no limiar nociceptivo das rés nos intervalos de tempo

considerados, ou seja, 2, 6 e 24 horas apds a administragédo (Tabela 2, Figs.
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11, 12 e 13). Os animais controle e veiculo ndo apresentaram modificagcoes
significantes no limiar nociceptivo (Tabela 2, Figs. 11, 12 e 13). Apesar das
mudangas observadas nos valores das medianas, principalmente no grupo que
recebeu o veiculo, as mesmas nao foram estatisticamente significativas quando

comparadas entre os grupos e dentro do mesmo grupo.

4.3. Tratamento Cronico com DHEA, DHEAS e Progesterona.

A administragdo crbénica de DHEA, na dose de 2,0 mg/kg de peso
corporal, durante o periodo de 14 dias, resultou em acréscimo no limiar
nociceptivo das ras, ou seja o animal respondeu com a retirada da pata quando
uma concentragdo mais elevada de acido foi colocada na mesma (Tabela 3,
Fig. 14).

A administracdo de DHEAS e progesterona, na dose de 2,0 mg/kg de
peso corporal, durante um periodo de 14 dias, também provocou elevagao do
limiar nociceptivo das ras, o qual foi estatisticamente significativo (Tabela 3,
Figs. 16 e 17). Tanto no tratamento com DHEA, bem como naquele com
DHEAS e progesterona, nao foi observada nenhuma modificagdo significativa
nos valores do limiar nociceptivo de ras controle, tratadas com solucao salina e
com o veiculo empregado nas diluicbes dos respectivos horménios (Tabela 3,
Figs. 14, 15, 16 e 17).

Para verificar se este aumento poderia ser revertido, fez-se a

administragcdo de DHEA na dose de 2,0 mg/kg de peso corporal durante 7 dias,
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sendo que ao final deste periodo o teste quimico do acido acético foi realizado,
mostrando um acréscimo deste limiar (Tabela 4, Fig. 15). Neste momento,
houve a interrupg¢ao do tratamento por um intervalo de 5 dias, o que fez o limiar
retornar aos seus valores basais (Tabela 4, Fig. 15). Porém, a repeti¢do da
administragdo crénica de DHEA, na concentragdo de 2,0 mg/kg de peso
corporal, durante o periodo de 7 dias, elevou novamente o limiar nociceptivo

(Tabela 4, Fig. 15).
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Tabela 2: Variabilidade da resposta ao teste quimico do acido acético em ras controle, veiculo
e aquelas submetidas ao tratamento agudo com DHEA, DHEAS e progesterona (PROG) nas
concentragbes de 1, 2 e 10 mg/kg de peso corporal.

Tratamento Antes administragao 2h apos 6h apos 24h apos
DHEA (1.0 mg/kg) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Veiculo 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)

P 0,492 0,513 0,287 0,287
DHEA (2.0 mg/kg) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Veiculo 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1.25) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)

P 0,492 0,513 0,287 0,287
DHEA (10.0 mg/kg) 1(1-1) 1(1-1) 2(1-3)* 1.5(1-2)*
Veiculo 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1.25) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)

P 0,952 0,513 0,003 0,016
DHEAS (1.0 mg/kg)  1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Veiculo 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1.25) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)

P 0,492 0,513 0,287 1,000
DHEAS (2.0 mg/kg )  1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Veiculo 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1.25) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)

P 0,492 0,617 1,000 1,000
DHEAS (10.0 mg/kg) 1(1-1) 1(1-1) 2(1-4) 1.5(1-2)
Veiculo 1(1-1) (1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1.25) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)

P 0,492 0,617 0,003 0,016
PROG (1.0 mg/kg) 2(1-2) 2(2-3) 2(1-5) 2(2-2)
Veiculo 2(2-3) 2(2-3) 3(1-4) 2(2-2)
Controle 2(2-2) 2(2-4) 2(1-2) 1(1-2)
P 0,745 0,517 0,545 0,326
PROG (2.0 mg/kg) 2(1-2) 1(1-4) 3(2-5) 2(2-3)
Veiculo 2(2-3) 2(2-3) 3(1-4) 2(2-2)
Controle 2(2-2) 2(2-2) 2(1-2) 1(1-2)
P 0,559 0,703 0,337 0,078
PROG (10.0 mg/kg) 2(1-2) 2(2-3) 2(1-5) 2(2-2)
Veiculo 2(2-3) 2(2-3) 3(1-4) 2(2-2)
Controle 2(2-2) 2(2-2) 2(1-2) 1(1-2)
P 0,559 0,564 0,629 0,326

O numero antes dos parénteses indica a mediana dos cédigos empregados nas numeragdes
dos frascos contendo as solugdes de acido acético nas concentragdes em que 0s animais
responderam ao teste nos diferentes grupos experimentais. Os valores dentro dos parénteses,
por sua vez, representam a variagdo da resposta nestes grupos. Cada grupo experimental foi
composto por 8 animais.

Diferengca estatisticamente significativa em relacdo aos valores obtidos antes da
administragao, p < 0,05 (teste de Kruskal-Wallis e Wilkoxon).
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Tabela 3: Variabilidade da resposta ao teste quimico do acido acético em ras controle, veiculo, salina
e aquelas submetidas ao tratamento cronico com DHEA, DHEAS e progesterona (PROG) na
concentracao de 2 mg/kg de peso corporal.

Tratamento Antes da administragcao 14 dias apoés
DHEA (2.0 mg/kg) 1(1-1) 2(2-2)
beta-ciclodextrina 1(1-1) 1(1-1)
Solugéo salina 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1) 1(1-1)

P 1,000 0,000
DHEAS (2.0 mg/kg) 1(1-1) 2(2-2)
beta-ciclodextrina 1(1-1) 1(1-1)
Solucéo salina 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1) 1(1-1)

P 1,000 0,000
PROG (2.0 mg/kg) 1(1-1) 2(1-2)
Veiculo 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1) 1(1-1)

P 1,000 0,004

O numero antes dos parénteses indica a mediana dos codigos empregados nas numeragdes dos
frascos contendo as solugdes de acido acético nas concentragdes em que 0s animais responderam
ao teste nos diferentes grupos experimentais. Os valores dentro dos parénteses representam, por
sua vez, a variagao da resposta nestes grupos. Cada grupo experimental foi composto por 8 animais.
* Diferenca significativa dos valores obtidos antes da administragéo, p < 0,05 (teste de Kruskal-Wallis
e Wilkoxon)

Tabela 4: Variabilidade da resposta ao teste quimico do acido acético em ras controle, veiculo, salina
e aquelas submetidas a repeticdo do tratamento crénico com DHEA, na concentragdo de 2 mg/kg de
peso corporal por um periodo de 7 dias, com suspensao do mesmo por um intervalo de 5 dias e
novamente o retorno da administragdo de DHEA por um periodo de 7 dias.

Tratamento Antes 7 dias com 5 dias sem 7 dias ap6s
da administragao da administracao o retorno
administracao de DHEA de DHEA de DHEA
DHEA (2.0 mg/kg) 1(1-1) 3(2-3) 1(1-1) 2(2-3)
beta-ciclodextrina 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Solucéo salina 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Controle 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
P 1,000 0,001 1,000 0,003

O numero antes dos parénteses indica a mediana dos cédigos empregados nas numeragdes dos
frascos contendo as solugdes de acido acético nas concentragdes em que 0s animais responderam
ao teste nos diferentes grupos experimentais. Os valores dentro dos parénteses representam, por
sua vez, a variagao da resposta nestes grupos. Cada grupo experimental foi composto por 8 animais.
* Diferenga significativa dos valores obtidos antes da administragdo de DHEA, p < 0.05 (teste de
Kruskal Wallis)
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Fig.5 — Efeito da administragao aguda de DHEA, na dose de 1 mg/kg de peso corporal, sobre o
limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino, antes e apés 2, 6 e 24 horas do
tratamento. Os valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos
experimentais (controle, veiculo e DHEA) e o eixo da ordenada representa a mediana da numeragdo em
ordem crescente das concentragdes de acido acético empregado no teste nociceptivo. Ndo houve
diferenga estatistica entre os grupos. Cada grupo foi composto por 8 animais. Teste de Kruskal-Wallis

seguido do teste de Friedman, p< 0,05.
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Fig.6 — Efeito da administracdo aguda de DHEA , na dose de 2mg/kg de peso corporal, sobre o
limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino, antes e apés 2, 6 e 24 horas do
tratamento. Os valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos
experimentais (controle, veiculo e DHEA) e o eixo da ordenada representa a mediana da numeragao em
ordem crescente das concentragbes de acido acético empregado no teste nociceptivo. Nao houve
diferenga estatitica entre os grupos. Cada grupo foi composto por 8 animais. Teste de Kruskal-Wallis

seguido do teste de Friedman, p< 0,05.
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Fig.7 — Efeito da administragdo aguda de DHEA , na dose de 10mg/kg de peso corporal, sobre o
limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino, antes e apés 2, 6 e 24 horas do
tratamento. Os valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos
experimentais (controle, veiculo e DHEA) e o eixo da ordenada representa a mediana da numeragdo em
ordem crescente das concentracbes de acido acético empregado no teste nociceptivo. * Diferenga
significativa em relagdo ao valor obtido antes do tratamento e aos grupos controle e veiculo. Cada grupo
foi composto por 8 animais. Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Friedman, p< 0,05.
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Fig.8 — Efeito da administracdo aguda de DHEAS, na dose de 1mg/kg de peso corporal, sobre o
limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino, antes e apés 2, 6 e 24 horas do
tratamento. Os valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos
experimentais (controle, veiculo e DHEAS) e o eixo da ordenada representa a mediana da numeragéo em
ordem crescente das concentragbes de acido acético empregado no teste nociceptivo. Nao houve
diferencga estatistica entre os grupos. Cada grupo foi composto por 8 animais. Teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Friedman, p< 0,05.
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Fig.9 — Efeito da administracdo aguda de DHEAS, na dose de 2mg/kg de peso corporal, sobre o
limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino, antes e apds 2, 6 e 24 horas. Os
valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos experimentais
(controle, veiculo e DHEAS) e o eixo da ordenada representa a mediana das concentragbes de acido
aceético empregado no teste nociceptivo. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos. Cada grupo foi
composto por 8 animais. Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Friedman, p< 0,05.
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Fig.10 — Efeito da administragdo aguda de DHEAS, na dose de 10mg/kg de peso corporal, sobre
o limiar nociceptivo de ras, Rana catesheiana, adultas, do sexo masculino, antes e apdés 2, 6 e 24 horas
do tratamento. Os valores estédo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos
experimentais (controle, veiculo e DHEAS) e o eixo da ordenada representa a mediana da numeragédo em
ordem crescente das concentracdes de acido acético empregado no teste nociceptivo. * Diferenga
significativa em relagéo ao valor obtido antes do tratamento e aos grupos controle e veiculo. Cada grupo

foi composto por 8 animais. Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Friedman, p< 0,05.
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Fig.11 — Efeito da administragcdo aguda de progesterona, na dose de 1mg/kg de peso corporal,
sobre o limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino antes e apods 2, 6 e 24
horas do tratamento. Os valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os
grupos experimentais (controle, veiculo e progesterona) e o eixo da ordenada representa a mediana da
numeragdo em ordem crescente das concentragdes de acido acético empregado no teste nociceptivo.
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos. Cada grupo foi composto por 8 animais. Teste de

Kruskal-Wallis seguido do teste de Friedman, p< 0,05.
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Fig.12 — Efeito da administragcdo aguda de progesterona, na dose de 2mg/kg de peso corporal,
sobre o limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino, antes e apos 2, 6 e 24
horas do tratamento. Os valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os
grupos experimentais (controle, veiculo e progesterona) e o eixo da ordenada representa a mediana da
numeragdo em ordem crescente das concentragdes de acido acético empregado no teste nociceptivo.
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos. Cada grupo foi composto por 8 animais. Teste de

Kruskal-Wallis seguido do teste de Friedman, p< 0,05.
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Fig.13 — Efeito da administracdo aguda de progesterona, na dose de 10mg/kg de peso corporal,
sobre o limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino, antes e apos 2, 6 e 24
horas do tratamento. Os valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os
grupos experimentais (controle, veiculo e progesterona) e o eixo da ordenada representa a mediana da
numeragdo em ordem crescente das concentragdes de acido acético empregado no teste nociceptivo.
Nao houve diferengca estatistica entre os grupos. Cada grupo foi composto por 8 animais. Teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Friedman, p< 0,05.
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Fig.14 — Efeito da administragao cronica de DHEA, na dose de 2mg/kg de peso corporal, sobre o
limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino, antes e ap6s 14 dias de
tratamento. Os valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos
experimentais (controle, veiculo, solugao salina e DHEA) e o eixo da ordenada representa a mediana da
numeragdo em ordem crescente das concentragbes de acido acético empregado no teste nociceptivo. *
Diferenga significativa em relagdo ao valor obtido antes do tratamento e aos grupos controle e veiculo.

Cada grupo foi composto por 8 animais. Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Wilcoxon, p< 0,05.
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Fig.15 — Efeito da administragéo crénica de DHEA, na dose de 2mg/kg de peso corporal, sobre o
limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino apos 7 dias de tratamento, com a
interrupgdo do mesmo por 5 dias e o repeticdo desta administragdo por 7 dias. Os valores estédo
representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos experimentais (controle, veiculo,
sham e DHEA) e o eixo da ordenada representa a mediana da numeragdo em ordem crescente das
concentragdes de acido acético empregado no teste nociceptivo. * Diferenga significativa em relagéo ao
valor obtido antes do tratamento e aos grupos controle e veiculo. Cada grupo foi composto por 8 animais.

Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Wilcoxon, p< 0,05.
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Fig.16 — Efeito da administragéo cronica de DHEAS, na dose de 2mg/kg de peso corporal, sobre
o limiar nociceptivo de ras, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino, antes e apds 2 semanas de
tratamento. Os valores estdo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos
experimentais (controle, veiculo, solugédo salina e DHEAS) e o eixo da ordenada representa a mediana da
numeragédo de ordem crescente das concentragdes de acido acético empregado no teste nociceptivo. *
Diferenca significativa em relagdo ao valor obtido antes do tratamento e aos grupos controle e veiculo.

Cada grupo foi composto por 8 animais. Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Wilcoxon, p< 0,05.



47

T 2571
c
o
°
[0}
€
E 20¢
)
o
Q
@
|5}
® 1,51
o}
o
o
“©
3
o 1071
0}
1o}
53
=
o
»
%) ,5 1
3
o -Antes
2
©
8 0,0 |:|Ap(’)s 14 dias
)
%/),/Q %/é(/ /b\Q
Q
O/@ /O 6}{9/,
o)
2%

Fig.17 — Efeito da administragéo crénica de progesterona, na dose de 2mg/kg de peso corporal,
sobre o limiar nociceptivo de rés, Rana catesbeiana, adultas, do sexo masculino antes e apds 2 semanas
de tratamento. Os valores estédo representados por mediana. O eixo da abscissa representa os grupos
experimentais (controle, veiculo e progesterona) e o eixo da ordenada representa a mediana da
numeragdo em ordem crescente das concentragdes de acido acético empregado no teste nociceptivo. *
Diferenca significativa em relagdo ao valor obtido antes do tratamento e aos grupos controle e veiculo.

Cada grupo foi composto por 8 animais. Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Wilcoxon, p< 0,05.



5. DISCUSSAO

5.1. Concentragcbes Hormonais

O presente estudo demonstrou que as concentracdes de 1,0, 2,0 e 10,0
mg/kg de DHEA, DHEAS e progesterona ndo ocasionaram modificagées nos
padrées comportamentais motores da ra Rana catesbeiana analisados. Apesar
de terem sido estas observagdes preliminares, pode-se sugerir que estas
doses nao foram téxicas. Todavia, cabe ser destacado aqui que, em humanos
adultos, alguns autores recomendam que a administracdo de DHEA néo
deveria ultrapassar o valor de 5,0 mg/dia, uma vez que doses maiores
poderiam induzir aumento da excitabilidade neuronal, bem como indugao de
arritmias cardiacas (SAHELIAN, 1998; SKERRET, 1996). Segundo estes
autores, esta dose de DHEA nao ocasionou sedacido nos pacientes, resposta
que é similar aquela obtida nas ras tratadas com este neuroesterdide. Outro
fato que apodia esta sugestao, e que cabe ser ressaltado neste momento, é que,
em experimentos-piloto, onde foi realizada a administracdo de DHEA, em

concentragcdes de 50 e 100 mg/kg, as ras mostraram-se agitadas, saltando
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compulsivamente dentro dos aquarios, além de apresentarem uma resposta
exacerbada ao teste quimico do acido acético (dados nao apresentados). Isto
nos fez pensar em um aumento da excitabilidade neuronal. Em ratos, a
administragao intraperitonial de DHEA, em concentragdes de 100 a 150 mg/kg,
provocou convulsdes ténicos-clénicos (MAJEWSKA, et al.,1990). Em humanos,
tratamentos com doses tao elevadas de DHEA, de 100 e 200 mg/kg, sao
geralmente empregadas no tratamento de pacientes com insuficiéncia adrenal
ou da produgdo de ACTH pela hipdfise anterior (CELEC & STARKA, 2003;
OSTATNIKOVA, et al., 2002). Estas doses altas induziram diversos efeitos
colaterais adversos, os quais desapareceram com a reducido da concentracio
do horménio administrado para 50 mg/kg (WOLF, et al., 1997). Todavia, é
interessante o fato de que também ha relatos mostrando que o tratamento com
DHEA, na concentragdo de 50 mg/kg, durante o periodo de 6 meses, nao
produziu efeitos indesejaveis em humanos (MORALES, et al., 1998).
Considerando este resultado, pode-se sugerir uma maior sensibilidade das ras
ao tratamento com DHEA. Cabe ser ressaltada a necessidade de estudos
adicionais sobre os efeitos da administracao de dose mais elevada de DHEA
em ras, uma vez que 0s nossos experimentos foram estudos-piloto.

E possivel que a maior excitabilidade das ras tenha decorrido do fato de
que o tratamento foi realizado durante o verdo, periodo em que as ras
mostram-se mais agitadas. E possivel também que esta dose mais elevada

tenha sido toxica para as rés por estes animais serem adultos normais. Esta
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demonstrado que as ras apresentam concentragcdoes plasmaticas e neurais de
DHEA, DHEAS e progesterona similares aquelas encontradas em mamiferos
(MENSAH-NYAGAN, et al., 2001). Provavelmente tal resposta ndo ocorreria se
as ras fossem submetidas a uma situagao hipotética de reposicdo hormonal.
Todavia, € interessante esta similaridade de resposta entre rads e mamiferos.
Assim, pode-se pensar que o emprego de doses altas de DHEA induz
alteracbes comportamentais em vertebrados e humanos. Isto reforgca a
possibilidade de emprego das ras como modelos experimentais nos estudos
sobre os efeitos do tratamento de DHEA sobre diversas fungdes, bem como
naquelas abordagens que visam esclarecer os mecanismos celulares e
moleculares da agao da DHEA sobre a nocicepcao.

Isto também é valido para a progesterona. Em humanos e mamiferos,
similar ao que ocorreu com as ras, a administragdo de progesterona em doses
similares as empregadas no presente estudo ndo provocou alteragdes
fisiologicas significativas (BAULIEU et al., 1999b; LAPCHAK, 2004; PAUL &
PURDY, 1992; CHEN et al.,, 1999). Entretanto, quando foram empregadas
doses mais elevadas deste horménio (1200 mg), este tratamento resultou em
fadiga e sinais caracteristicos de sindrome pré-menstrual (MURPHY et al.,
2004; BIEDERMANN & SCHOCH, 1985). Concentragdes tdo altas de
progesterona n&do foram ainda administradas em ras. Mas parece sugestivo

pensar que a utilizacdo destas doses mais altas poderia provocar mudancgas
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em reacoes fisioldgicas das ras. Somente a realizagcédo de estudos focando esta

questao poderia comprovar ou descartar esta hipotese.

5.2. Administragao Aguda e Crénica de DHEA e DHEAS

Conforme apresentado nos resultados, o tratamento agudo de ras com
DHEA e DHEAS, nas concentrag¢des de 1,0 e 2,0 mg/kg de peso corporal, ndo
provocou mudangas estatisticamente significativas no limiar nociceptivo destes
animais. Este resultado foi similar aquele encontrado em ratos. O tratamento
agudo com DHEA e DHEAS em ratos, nas doses de 3,0 e 7,5 mg/kg de peso
corporal, também nao induziu alteragdes significativas no limiar nociceptivo
apos 1 e 24 horas de tratamento (FRYE & LACEY, 1998).

Um achado interessante neste estudo foi a demonstragdo de que o
tratamento agudo de r&s com DHEA e DHEAS, na concentragdo de 10,0 mg/kg
do peso corporal, provocou aumento no limiar nociceptivo das mesmas, o que
também ocorreu quando estes animais foram tratados cronicamente com a
dose de 2,0 mg/kg de peso corporal. Em humanos com fibromialgia, o
tratamento a longo prazo de DHEA levou a uma redugéo das queixas sobre a
sensacgao de dor (MORALES et al., 1995; DESSEIN et al.,1999). Um estudo
recente demonstrou também a existéncia de uma relacdo inversa entre a

concentragao plasmatica de DHEA e a intensidade, bem como os locais de
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queixas de dor, os quais foram medidos mediante o emprego de escalas
analiticas validadas de dor e o0 uso de questdes descritivas (MORRISON, et al.,
1998; FINSET et al., 2004).

Recentemente foi demonstrado que a administracdo de DHEA, na
concentragdo de 50 mg/dia, durante um periodo de 3 meses, ndo ocasionou
melhora na sensagado de dor de pacientes com fibromialgia, além de nao
induzir melhoras em suas fungbes cognitivas e em suas sensagdes de fadiga
(FINCKH et al., 2005). De acordo com Genazzani et al. (2003), a
administracdo de DHEA em concentracéo de 25 mg/dia, provocou aumentos
na concentragcdo plasmatica desse horménio, bem como de DHEAS e
progesterona, somente apés 12 meses de tratamento. E possivel que estas
respostas divergentes tenham resultado do emprego de diferentes doses de
DHEA nos dois estudos. Porém, deve-se considerar também a possibilidade
de que as divergéncias sejam resultado da modificagdo no periodo de
tratamento. Se for considerada essa ultima hipdtese, pode-se sugerir ainda
que para que a DHEA possa exercer seus efeitos sobre a sensibilidade
dolorosa humana é preciso que seja administrada por um longo periodo. Se
essa hipétese for verdadeira, torna-se intrigante o fato de que, em ras, uma
semana de administragdo de DHEA, em doses baixas, ja foi capaz de
aumentar o limiar nociceptivo desses animais. Diante deste fato pode-se
pensar que as ras possuem uma sensibilidade maior aos efeitos do tratamento

com DHEA e DHEAS. Apesar da necessidade de realizagao de estudos mais
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detalhados sobre este tema, é possivel que esta sensibilidade maior a DHEA
também tenha ocasionado o aumento do limiar nociceptivo no tratamento
agudo de DHEA e DHEAS na dose de 10 mg/kg. N&o parece viavel sugerir
que este efeito ndo seja decorrente da agcdo destes hormdnios em células
neurais, uma vez que a interrupcao do tratamento com DHEA resultou em
retorno desta resposta aos seus valores basais, ou seja, aqueles
apresentados antes do inicio da administracdo de DHEA, ocorrendo
novamente acréscimo deste limiar com o repeticdo do tratamento.
Possivelmente esta mesma resposta ocorra com a DHEAS.

Estes resultados estdo indicando que a DHEA e a DHEAS somente
exerceram seus efeitos sobre o limiar nociceptivo de ras quando administradas
agudamente em doses mais elevadas, ou quando administradas
em concentragdes mais baixas, porém de forma cronica. Isto permite inferir
que para a DHEA e a DHEAS promoverem mudancgas no limiar nociceptivo
torna-se necessario que os neurbnios sensoriais entrem em contato subito com
doses elevadas destes horménios, ou que permane¢am durante algum
tempo em contato com doses menores dos mesmos, porém estas agindo
continuamente sobre a célula-alvo. E provavel que isto também aconteca em
mamiferos e humanos. Alias, esta hipotese parece plausivel para explicar os
resultados experimentais obtidos em humanos, onde a DHEA e a DHEAS
diminuiram a sensagdo de dor apés um longo periodo de tratamento

(GENAZZANI et al., 2003). E possivel que tanto o contato curto e rapido de
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neurdnios sensoriais com uma grande quantidade de DHEA e DHEAS como a
permanéncia continua de baixas doses destes horménios esteja modificando
a excitabilidade neuronal. Como foi inicialmente apresentado na introdug¢ao da
descricdo deste estudo, os neuroesterdides exercem seus efeitos em neurbnios
agindo em receptores préprios localizados na membrana celular e nucleo, ou
em receptores de outros neurotransmissores, como GABA, glutamato e
receptores do tipo sigma (UCHIDA et al., 2002; LAMBERT et al., 2003;
MEUNIER & MAURICE, 2004). Assim, parece viavel sugerir que o aumento do
limiar nociceptivo de ras, mamiferos e humanos tenha decorrido da agdo da
DHEA e da DHEAS tanto em receptores proprios como em receptores de
outros neurotransmissores.

Em mamiferos, esta demonstrado que a DHEA e a DHEAS podem atuar
em receptores GABAA (REDDY & ROGAWSKI, 2002; RUPPRECHT, 2003), os
quais participam na modulagdo da sensibilidade nociceptiva (WALL &
MELZACK, 1999: LOESER & BONICA, 2001; MAJEWSKA, 1999). Diversos
dados farmacolégicos demonstraram que agentes como barbituricos,
esterdides e benzodiazepinicos, podem agir como agonistas ou antagonistas
de receptores GABA, bem como modular a atividade destes receptores
(LOESER & BONICA, 2001; VANOVER, et al.,1999; 2000), induzindo, assim,
mudancas nas funcbdes encefdlicas, tais como sedacdo e déficit motor
(FURST, 1999). Desde que este neurotransmissor pode atenuar a propagagéo

da informacdo nociceptiva por inibir a propagagao de impulsos em terminais
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sensoriais primarios que chegam até a medula espinal (MILLAN, 1999), é
possivel que isto também esteja acontecendo em ras. Neste animal foi
demonstrada a existéncia de uma grande quantidade de neurdnios gabaérgicos
na regido da banda médio-lateral da medula espinal, regido esta por onde
passam fibras sensoriais primarias que estdo se dirigindo para o lado
contralateral da medula espinal. Estes neurbnios imunorreativos ao GABA
também emitiram projegcdes que pareciam chegar até o campo terminal dorsal,
uma regiao que recebe aferentes sensoriais primarios (GUEDES et al., 2004b).
Se a DHEA também exerce efeito agonista gabaérgico em réas, é possivel que
o aumento do limiar nociceptivo demonstrado neste estudo seja o resultado
deste efeito, o qual poderia estar ocorrendo na medula espinal e/ou em regides
mais superiores do neuroeixo. E sabido que neurdnios imunorreativos ao
GABA estdo amplamente distribuidos no SNC de anfibios (ANADON et al.,
1998). Em Rana temporéria, botdes pré-sinapticos imunorreativos ao GABA
estabeleceram sinapses axoaxbnicas em fibras aferentes primarias
(VESSELKIN, et al., 2003). Desta forma, a hipétese da DHEA agindo em
receptores gabaérgicos e desencadeando uma ativagao deste receptor parece
plausivel desde que estudos em diencéfalo de ras mostraram que uma das
acdes dos neuroesterdides parece ser a modulagao da atividade de receptores
gabaérgicos (MENSAH-NYAGAN et al., 2000; 2001; DO-REGO, et al., 2000).
Assim, o aumento do limiar nociceptivo das ras pode ter sido resultado da

ativagcdo de receptores gabaérgicos. Neste contexto, seria interessante a
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determinacao dos efeitos do tratamento com DHEA e DHEAS sobre receptores
GABAde ras.

Todavia, € intrigante o fato de que a administracdo de DHEAS, tanto
aguda como crbnica, também aumentou o limiar nociceptivo de ras. Em
mamiferos, este neuroesterdide parece agir como um antagonista do receptor
GABA, (ZINDER & DAR, 1999; MEYER et al., 1999; PARTRIDGE &
VALENZUELA, 2001). Se esta acado antagbnica estivesse ocorrendo,
provavelmente ndo haveria mudancgas no limiar nociceptivo de ras. Entretanto,
deve-se considerar também a hipotese de que esteja ocorrendo a
transformacdo da DHEAS em DHEA pela acdo de enzimas sulfotransferases
(MENSAH-NYAGAN et al., 1999; VARET et al., 2004). Estudos demonstraram
que a proporcao entre DHEAS e DHEA no SNC de mamiferos é de apenas 3
vezes enquanto no plasma essa propor¢ao chega a 100 vezes (KIMONIDES et
al., 1998). Assim, é possivel que boa parte da DHEAS tenha sido convertida
em DHEA, e esta é que tenha exercido efeitos sobre o limiar nociceptivo de
ras. Neste contexto, parece interessante determinar o valor desta relagédo no
sistema nervoso central de ras, o que muito contribuiria para o entendimento
das a¢des da DHEA e da DHEAS no tecido nervoso destes animais.

E possivel também que o efeito da administracdo aguda e cronica de
DHEA e DHEAS sobre o limiar nociceptivo dessas ras tenha ocorrido pela acao
desses hormoénios sobre a liberagdo de glutamato. Esta amplamente

demonstrado que, em mamiferos, a nocicepg¢éo produz aumento na liberacéo
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de glutamato (SLUKA et al.,, 1994). Em anfibios permanece desconhecido se
esta situagcdo também ocasiona aumento na liberagédo de glutamato. Todavia, a
seccdo do nervo ciatico de ras provoca mudangas no padrdo de
imunorreatividade a substdncia P, neuropetideo Y, GABA, serotonina e
tirosina hidroxilase que foram similares aquelas encontradas em mamiferos,
havendo, entretanto, diferencas temporais na manifestagcao destas alteracdes
(GUEDES et al., 2004). Em Rana temporaria, um estudo recente demonstrou
que terminais pré-sinaptico imunorreativos ao glutamato estabeleceram
sinapses axoaxoOnicas com fibras aferentes primarias (VESSELKIN, et al.,
2003), o que, segundo os autores, representaria um substrato morfolégico para
a regulagédo glutamatérgica da liberagdo da transmissdo de fibras aferentes
primarias em ras. Em mamiferos tanto a DHEA como a DHEAS parecem
controlar a liberagdo de glutamato. Diversos estudos demonstraram que estes
neuroesterdides podem prevenir e/ou reduzir a neurotoxidade decorrente da
ativacdo dos receptores NMDA (KIMONIDES et al.,, 1998; LHULLIR et al.,
2003; PARTRIDGE & VALENZUELA, 2001). Este efeito parece depender da
concentragdo de DHEA e DHEAS utilizadas nos estudos. Quando estes
horménios foram administrados em baixa concentragdo (100-500 pg/kg),
ocasionaram aumento na liberagdo de glutamato, que por sua vez, ocasionou
a ativagdo dos receptores NMDA (BERGERON et al., 1996). Ja a
administragdo intravenosa de DHEA, na dose de 2 mg/kg, ndo foi capaz de

aumentar a secreg¢do de glutamato (BERGERON et al., 1996). Esta mesma
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resposta foi observada nos tratamentos crénicos com DHEA administrada nas
doses de 100-500 ug/kg (BERGERON, et al., 1999). De acordo com Cardounel
et al. (1999), o efeito dos neuroesterdides sobre a liberagcdo de glutamato
dependeria da dose empregada e da forma de administracdo dos mesmos. E
possivel que estes efeitos também ocorram em ras. Se essa hipotese for
verdadeira, pode-se sugerir que as doses de 1,0 e 2,0 mg/kg de DHEA e
DHEAS, quando administradas de forma aguda, podem ter potencializado a
liberacdo de glutamato, o que, por sua vez, ndo permitiu o aumento do
limiar nociceptivo. Se assim for, este resultado difere daquele obtido em
mamiferos, pois apenas doses micromolares de DHEA foram capazes de
potencializar a liberacdo de glutamato (LHULLIR et al., 2003). Entretanto,
quando as ras foram tratadas de forma aguda com DHEA e DHEAS na dose de
10,0 mg/kg, bem como com estes hormdnios na concentragdo de 2,0 mg/kg,
porém administrados cronicamente, houve aumento do limiar nociceptivo. Isto
pode sugerir que nestas condigbes a DHEA e a DHEAS podem nao ter
potencializado a liberagdo de glutamato e, consequentemente, a ativagéo de
receptores NMDA.

E preciso considerar ainda que o efeito da DHEA e da DHEAS sobre o
limiar nociceptivo tenha resultado da acgédo destes neuroesterdides em
prolongamentos neurais que contenham tanto GABA como glutamato. Em
ratos, 4,1% das varicosidades espinais de neurbnios pré-ganglionares

simpaticos contém GABA e glutamato (LLEWLLYN-SMITH et al., 1997). De
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acordo com estes autores, este poderia ser o substrato anatdomico para as
respostas reflexas simpaticas exageradas e o baixo tdnus simpatico que
resultaria de injurias a medula espinal.

Outra possibilidade a ser considerada aqui é o fato de que tanto a DHEA
como a DHEAS possam estar sendo metabolizadas pelo figado, resultando
na formacgao de metabdlitos ativos, cuja agdo poderia ter resultado no aumento
do limiar nociceptivo de ras. Esta hipotese foi recentemente sugerida para os
mamiferos (RUPPRECHT et al., 2001). E sabido que a DHEA pode ser
convertida em  metabdlitos como a 7a-hidroxi-DHEA e 7B-hidroxi-
DHEA (DOOSTZADEH & MORFIN, 1997; ROSE, et al., 2001; LARDY et al.,
1995). Seria interessante determinar se estes metabdlitos possuem ag¢ao sobre
a nocicepcdo. E comum na fisiologia a conversdo de substratos em produtos
ativos. A morfina, por exemplo, possui dois metabdlitos ativos, que € a morfina-
3-glucuronida e a morfina-6-glucuronida, os quais sao produzidos a partir do
metabolismo hepatico da morfina e possuem efeitos analgésicos similares
aquele da morfina (STOFFEL et al., 2002; BAKER & RATKA, 2001). Assim,
nao se pode até o presente momento descartar a possibilidade de que o efeito
analgésico da DHEA e da DHEAS tenha decorrido da agéo de seus metabdlitos
ativos e nao propriamente da acao direta destes hormbnios em neurbnios
sensoriais.

Cabe ainda ressaltar que DHEA e DHEAS podem ser convertidas em

testosterona e estradiol (BAULIEU, et al.,1999), sendo assim, € possivel que
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o efeito antinociceptivo possa ser decorrente desta conversdao e nao
propriamente da acao direta de DHEA e de DHEAS. Ja foi demonstrado
aumento do limiar nociceptivo em ratos tratados com estradiol (FRYE &
DUNCAN, 1994; FRYE et al., 1996), o que indica que este horménio pode ter

um efeito analgésico.

5.3. Administragao Aguda e Crénica de Progesterona

O tratamento agudo das ras com progesterona, nas concentragdes de
1,0, 2,0 e 10,0 mg/kg de peso corporal, ndo provocou modificacoes
estatisticamente significativas no limiar nociceptivo destes animais. Em ratos,
a administragdo aguda de progesterona, na dose de 8 mg/kg de peso corporal,
produziu sedacdo nos animais (LAPCHAK, 2004). J& o tratamento agudo
periférico destes animais com progesterona em concentragdes entre 0,5 e 6,4
mg/kg de peso corporal, provocou aumento da laténcia de resposta na retirada
da cauda submetida a estimulo nociceptivo (FRYE & DUNCAN, 1994).
Resultado similar também foi obtido quando ratos receberam administracao
intracerebroventricular com progesterona nas doses de 0,1 a 2,0 pg/kg
(McCARTHY, et al., 1990). E intrigante esta diferenca entre ras e ratos, uma
vez que as concentragdes de progesterona utilizadas no presente estudo

foram similares aquelas utilizadas nos estudos realizados em ratos. E possivel
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que esta resposta obtida com as ras constitua uma peculiaridade deste animal.
Neste contexto, parece ser importante o emprego de outras espécies de
anfibios nos estudos acerca dos efeitos da administracdo de progesterona
sobre a nocicepcao.

Em ratos, o tratamento com doses elevadas de progesterona (150 mg/kg)
provocou reducdo na ativagao de receptores GABAA (CZLONKOWSKA et al.,
2001), o que poderia também ter ocorrido nas ras tratadas com a dose de 10,0
mg/kg de progesterona. Se essa hipotese for verdadeira, as ras, similar ao que
parece ocorrer com o tratamento de DHEA, apresentam maior sensibilidade a
progesterona. Todavia, quando a progesterona foi administrada cronicamente,
provocou aumento no limiar nociceptivo das ras, o que €& semelhante ao
observado em ratos. Nestes animais, a administracdo de doses de
progesterona, as quais variaram entre 0,1 e 2,0 ug/kg durante um periodo de
14 dias, ocasionou aumento da resposta de laténcia destes animais quando os
mesmos foram submetidos a estimulo nociceptivo (RATKA & SIMPKINS,
1991). Outros resultados experimentais, também realizados em ratos,
mostraram que o tratamento crénico com progesterona, na dose de 1,0 mg/kg
de peso corporal, provocou aumento da resposta nociceptiva, a qual foi medida
pela utilizagdo do teste da placa quente (FRYE et al., 2004).

Ndo € possivel, até o presente momento, explicar as similaridades e
diferencas de respostas ente rds e ratos. E possivel que a diferenca aqui

apresentada tenha sido decorrente de limitagdes do teste empregado para
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medir o limiar nociceptivo. Frye et al. (1996) sugeriram que as respostas
sedativas obtidas apds a administragdo de progesterona dependeriam dos
métodos empregados para a mensuragao da resposta comportamental.
Todavia, esta demonstrado que o teste quimico do acido acético é equivalente
ao teste da placa quente utilizado em roedores (WILLENBRIG & STEVENS,
1996).

Para alguns autores o efeito do tratamento crénico de progesterona sobre
a nocicepgao parece depender da dose utilizada. Frye et al. (1996) observaram
maior efeito analgésico da progesterona em ratos quando esta foi empregada
em concentragdes de 0,5 e 1 mg/kg de peso corporal do que nas doses de 2 e
4 mg/kg de peso corporal. Provavelmente a utilizacdo de doses menores de
progesterona no tratamento crénico das ras devera ocasionar um aumento
maior no limiar nociceptivo das mesmas.

De acordo ainda com Frye et al. (1996), as respostas sedativas obtidas
apo6s o tratamento com progesterona parecem depender, além da dose
empregada, da via de administragdo, da duragcéo do tratamento e do veiculo
empregado na diluicdo da progesterona. Para estes autores, o periodo de
tratamento seria importante dado ao fato que a progesterona poderia ser
metabolizada, originando metabdlitos ativos que poderiam influenciar a
resposta final. E sabido que os metabdlitos 3a-hidroxiesterdides podem
interagir com receptores GABA,, tanto no encéfalo como em tecidos

periféricos (MAJEWSKA, et al., 1986). Em mamiferos, esses metabdlitos
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exerceram uma atividade agonista gabaérgica quando administrados em
concentragdo micromolar (PUIA et al., 1990). E possivel que em rds também
esteja ocorrendo esta conversao de progesterona nestes metabdlitos ativos, os
quais também poderiam estar ativando receptores GABAa. Esta hipotese
decorreu do fato de que, nestes animais ja foi demonstrada a existéncia de
modulacdo de receptores GABAA por metabdlitos 3a-hidroxiesterdides
(ORCHINIK et al.,1991). Ainda em ras, estudos recentes demonstraram que o
GABA, agindo mediante ativacado de receptores do tipo A, inibiu a atividade da
enzima 3B-hidroxiesterdide desidrogenase/A5-A4-isomerase (33-HSD), a qual é
necessaria para a biossintese de progesterona a partir de pregnenolona. (DO-
REGO et al., 2000; MENSAH-NYAGAN et al., 2001b; BEAUJEAN et al., 2002;
IBANEZ et al., 2003; GUENNOUN et al., 1995). E sabido também que o
octadecaneuropeptideo endozepinico (ODN), o qual € um ligante natural de
receptores centrais de benzodiazepina, € um potente modulador alostérico dos
receptores gabaérgicos, sendo sua distribuicdo no encéfalo de ra similar aquela
da enzima 3B-HSD (DO-REGQO, et al., 2001). Estes autores mostraram também
que o ODN foi capaz de produzir um aumento na conversdo de pregnenolona
marcada com tritio em varios esterdides ativos, dentre estes a 17-
hidroxipregnenolona, progesterona, 17-hidroxiprogesterona, DHEA e
diidrotestosterona (DO-REGO, et al., 2001). A conversdo de pregnenolona
nestes esterdides também ocorre apdés a administracdo de uma outra

endozepina, o composto triakontetraneuropeptideo (DO-REGO, et al., 1998).
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Este efeito da progesterona sobre receptores GABAA nédo parece ser
uma acgao especifica de mamiferos e rds. Em humanos, a redugdo da
progesterona pelas enzimas 5a-redutase e 5B-redutase resulta
respectivamente nos compostos alopregnanolona e pregnanolona, ambos
ativadores de receptores GABAa (VANOVER, et al., 1999; PAUL & PURDY,
1992). Ainda em humanos, sabe-se que mulheres apresentam uma diminuigao
na concentragdo plasmatica de progesterona no periodo pré-menstrual,
ocasido que se tornam mais sensiveis a estimulos dolorosos (SCHACHTER,
1988). Este resultado deixa evidente o papel da progesterona sobre a
nocicepgdao de humanos. Em decorréncia desta demonstragdo, autores
recomendam o uso da administragdo crénica de progesterona para alivio da
dor em disturbios geniturinarios (PALAGIANO et al., 2004; SONG et al., 2004;
HERMANN et al., 2003; CHWALISZ et al., 2005).

E preciso considerar ainda a possibilidade que a diferenca entre as
repostas de ras e ratos aqui descrita para a progesterona sejam decorrentes do
veiculo empregado para a sua diluigdo, tal como foi sugerido por Frye, et al.
(1996). Nos estudos acerca dos efeitos da administragdo aguda e crénica de
progesterona foram empregados diversos veiculos, como oleo vegetal (WALL
& FRYE, 2003), solugdo de Tween na concentragao de 2% (CZLONKOWSKA,
et al., 2001), solugdo de ciclodextrina 37% (FRYE & DUNCAN, 1994), solucéo
salina (RHODES & FRYE, 2005), propileno glicol (FRYE, et al., 2004) e

ciclodextrano (FRYE & SCALISE, 2000). Como no nosso estudo foi utilizada
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para a diluicdo de progesterona solugao salina acrescida de 10 ul Tween, o que
€ diferente das solugdes citadas anteriormente, deve-se considerar a
possibilidade de que as diferengas entre as respostas de ras e ratos sejam
decorrentes do emprego de diferentes veiculos para a preparagédo da solugéo
de progesterona. Se isto for verdadeiro, torna-se intrigante o fato de que nos
estudos crénicos a resposta entre estes dois modelos experimentais foi similar.
Se assim for, pode-se sugerir que nestas condigdes o efeito do emprego
de diferentes solugdes para a diluigdo da progesterona ndo se manifestou, ou

que o mesmo foi sobreposto pelo efeito analgésico deste hormonio.



6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que o tratamento de ras com os
esteréides DHEA, DHEAS e progesterona aumentou o limiar nociceptivo
quando foram cronicamente administrados na dose de 2,0 mg/kg, mas somente
a DHEA e DHEAS apresentaram este efeito quando foi realizado o tratamento
agudo com a dose de 10,0 mg/kg de peso corporal. Nenhum destes esterdides
ocasionou mudanga estatisticamente significativa no limiar nociceptivo quando
foram empregadas doses de 1,0 e 2,0 mg/kg de peso corporal nos tratamentos
agudos.

Estes resultados permitem inferir que a DHEA, a DHEAS e a
progesterona participam dos mecanismos de controle ou modulacdo da
nocicepcao de ras, similar ao que ocorre em mamiferos e humanos, podendo
estes animais serem utilizados em futuros estudos visando o entendimento dos
mecanismos moleculares e celulares destes neuroesterdides na nocicepgao.

Possibilitam ainda deduzir que a presenga de analgesia nas ras tratadas
com estes esterdides, cuja resposta € também similar aquela observada em
mamiferos e humanos, tenha sido um evento que apareceu precocemente

durante o processo evolutivo. Porém, quando desenvolvido este se manteve
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ao longo da evolugédo, estando ainda presente em humanos. Desta forma, a ra,
um representante dos anfibios, os primeiros vertebrados terrestres, muito pode
contribuir para o esclarecimento das muitas questdes ainda especulativas

sobre o papel dos neuroesterdides DHEA, DHEAS e progesterona no SNC.
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