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RESUMO

Atividade Antinociceptiva de um componente bioativo presente em veneno de
sapo Rhinella jimi sobre dor neuropatica experimental. ALINE OLIVEIRA
VITOR. Orientador: Prof°. Dr. Krishnamurti de Morais Carvalho. Dissertagao de
Mestrado. Curso de Mestrado Académico em Ciéncias Fisioloégicas, UECE,
2009.

Estudos tém sido desenvolvidos na busca de novas substancias analgésicas que
proporcionem um tratamento eficaz no alivio da dor neuropatica. Assim, o objetivo
desse trabalho foi estudar o efeito antinociceptivo de um componente bioativo
isolado do veneno de sapo Rinhella jimi em modelo animal de dor neuropatica
induzido por constricdo crénica do nervo ciatico. O efeito antinociceptivo do
componente bioativo foi avaliado na alodinia mecanica pelo teste de estimulagao tatil
(von Frey), e na hiperalgesia mecanica pelo teste de compressao da pata (Randall-
Selitto). Foi observado que na alodinia o componente bioativo administrado por via
intraperitoneal apresentou diferenga significativa em relacdo ao controle (14,05 +
0,86 g) nas doses de 5,0 (31,68 + 2,06 g) e 10,0 mg/kg (38,81 + 1,51 g) e nas doses
de 20 (24,84 + 0,77) e 40 mg/kg (32,50 + 1,84 g) na via oral. Com relagdo a
hiperalgesia, o componente apresentou efeito antinociceptivo em todas as doses 1,0
(350,02 + 19,16 g), 2,5 (498,30 + 30,79 g), 5,0 (637,90 + 29,93 g) e 10 mg/kg
(648,01 £ 42,71) na via intraperitoneal e nas doses de 20 (435,00 = 18,77 g) e 40
mg/kg (595,02 £ 34,67) por via oral quando comparado ao controle (175,01 £ 17,73
g). A duragcdo do efeito antinociceptivo do componente bioativo foi de
aproximadamente 120 min tanto na alodinia quanto hiperalgesia. Quando
comparado com farmacos usados no tratamento da dor neuropatica, o componente
bioativo apresentou poténcia semelhante a morfina e superior a carbamazepina,
amitriptilina e diclofenaco sédico na alodinia mecéanica. Na hiperalgesia o
componente bioativo também apresentou potencia superior a carbamazepina,
amitriptilina, além da morfina e codeina. Foi verificado também que naloxona
(5mg/kg-i.p.) bloqueou o efeito antinociceptivo do componente bioativo, indicando
uma provavel participagado da via opidide no seu mecanismo de agcao. Conclui-se
assim que o componente bioativo apresentou atividade antinociceptiva para alodinia
e hiperalgesia mecanicas, podendo servir como um modelo para o desenvolvimento
de novos analgésicos com potencial terapéutico no controle da dor neuropatica
humana.

Palavras-chaves:Rhinella jimi, alodinia, hiperalgesia e antinocicepgao



ABSTRACT

Antinociceptive effect of a bioactive component isolated from toad venom
Rinhella jimi in animal model of neuropathic pain. ALINE OLIVEIRA VITOR.
Supervisor: Prof°. Dr. Krishnamurti de Morais Carvalho. Master’s Dissertation.
Course of Academic Master in Physiology Science. Superior Institute of
Biomedics Science, UECE, 2009.

Studies have been developed in search of new analgesic substances that provide
an effective treatment for the relief of neuropathic pain. The objective of this study
was to investigate the antinociceptive effect of a bioactive component isolated from
toad venom Rinhella jimi in animal model of neuropathic pain induced by chronic
constriction sciatic nerve. Antinociceptive effect the bioactive component was
evaluated by the mechanical allodynia in the test tactile stimulation (von Frey) and
mechanical hyperalgesia in the compression test of the paw (Randall-Selitto). It
was observed that the bioactive component allodynia administered intraperitoneally
showed a significant difference compared to control (14.05 + 0.86 g) at doses of
5.0 (31.68 £ 2.06 g) and 10.0 mg / kg (38.81 £ 1.51 g) and at doses of 20 (24.84 +
0.77) and 40 mg / kg (32.50 £ 1.84 g) in the oral route. With respect to
hyperalgesia, the component showed antinociceptive effect at all doses 1.0
(350.02 £ 19.16 g), 2.5 (498.30 £ 30.79 g), 5.0 (637.90 £ 29.93 g) and 10 mg / kg
(648.01 £ 42.71) intraperitoneally and doses of 20 (435.00 + 18.77 g) and 40 mg /
kg (595.02 + 34.67 g) orally when compared with controls (175.01 £+ 17.73 g). The
duration of the analgesic effect of the bioactive component was approximately 120
min in both allodynia and hyperalgesia. When compared with drugs used to treat
neuropathic pain, the bioactive component showed similar potency to morphine
and superior to carbamazepine, amitriptyline and diclofenac on mechanical
allodynia. In hyperalgesia bioactive component also showed superior potency to
carbamazepine, amitriptyline, and morphine and codeine. It was also found that
naloxone (5mg/kg —i.p) was able to block the antinociceptive effect of the bioactive
component, indicating a probable involvement of opioid via its mechanism of
action. It is therefore concluded that the bioactive component showed
antinociceptive activity for mechanical allodynia and hyperalgesia, which may
serve as a model for the development of new analgesics with therapeutic pc

in the control of human neuropathic pain.

Keywords: Rhinella jimi, allodynia, hyperalgesia and antinociception.
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1 INTRODUGCAO

A dor é uma sensagao importante, pois € através dela que se percebe um
sinal de alerta para um perigo iminente, estando assim relacionada com a protegao
do organismo, mostrando os limites que ndo podem ser transgredidos (CHAPMAN;
GAVRINI, 1999; MILLAN, 1999).

Apesar das sensagdes dolorosas serem um aviso do qual o organismo se
utiliza para sinalizar um processo de agressao, a problematica da dor acompanha a
humanidade na medida em que interfere na homeostasia do individuo e da sua

relagcdo com o meio (PIRES, 2007).

A prevaléncia de dor crbnica na populagdo em geral varia de 7% a 40% com
esse numero tendendo a aumentar, principalmente por causa do aumento da
expectativa de vida (SBED, 2009). Esse fato acarreta uma maior probabilidade de se
ter algum evento algico por maior exposicdo aos agentes causadores podendo
atingir qualquer faixa etaria (ROSSETTO et al., 1999).

A Sociedade Brasileira de Estudos da Dor (SBED, 2009) ressalta ainda que,
no Brasil, cerca de 50% dos casos de dores crdnicas corresponde a dor neuropatica
periférica, o que representa um grave problema de saude publica com repercussoes
socio-econdmicas comparaveis as doencgas cardiovasculares, demonstrando assim
a importancia do estudo dessa patologia (ZIVIANI, 2003). Dessa forma, pesquisas
s&o realizadas em modelos animais e humanos de dor neuropatica com o objetivo
de descobrir drogas mais eficazes no combate aos efeitos dessa doenga (BRIDGES;
THOMPSON; RICE, 2001; ZIVIANI, 2003).

Alguns venenos de animais, apesar de serem constituidos de varios
componentes téxicos, tém sido utilizados como ferramenta para estudos fisio-
farmacolégicos e como precursoras de novos medicamentos, representando,
juntamente com outras substancias naturais, cerca de 50% das drogas medicinais
(BOGIN, 2005; LEWIS; GARCIA, 2003). Dentre as varias finalidades das pesquisas

realizadas com venenos de animais, uma delas é obter substéncias analgésicas
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para uso terapéutico na dor neuropatica (GUTIERREZ et al., 2008; KONNO et al.,
2008, LIANG, 2009; NOGUEIRA-NETO, 2008).

1.1 Dor: conceitos gerais

Segundo a Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor é
definida como sendo uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel
associada com uma les&o tecidual real ou potencial (MERSKEY; BOGDUK, 1994).
Oliveira (1979) descreve a dor como um alerta que o Sistema Nervoso Central
(SNC) utiliza para sinalizar um processo de agressao ao organismo com risco para a
sua integridade fisica. Este alerta desencadeia um conjunto de reacbes de
adaptagao, de ordem psicolégica, autonémica e motora, visando afastar e preservar

0 organismo da causa da agressao (MILLAN, 1999).

A dor se manifesta de diferentes formas e, por isso, ndo pode ser entendida
ou tratada como uma entidade unica (BESSON, 1999). Cada tipo possui
mecanismos proprios e necessita de manejo especifico, sendo, portanto,
imprescindivel o entendimento de cada um deles. Além disso, também possui uma
relacdo com as vias envolvidas com o comportamento motivacional, podendo
particularizar sua resposta frente a diferentes individuos, o que dificulta o seu
tratamento (AGUGGIA, 2003; CHAPMAN; GAVRINI, 1999; VITOR et al., 2008).
Portanto, a compreensédo destes mecanismos, dos mediadores envolvidos e das
adaptagdes que sofre o organismo € importante para o desenvolvimento de novos
farmacos analgésicos que atuem no controle especifico deste sintoma (CHAPMAN;
GAVRIN, 1999).

Para entender a origem da dor é necessario conhecer sua causa e o seu
papel evolutivo. A dor aguda possui um valor biolégico adaptativo, uma vez que se
desenvolve em resposta a um estimulo potencialmente nocivo ao tecido. Dessa
forma, atua como um sinalizador da integridade tecidual, promovendo respostas
protetoras (AGUGGIA, 2003; CORTELLI; PIERANGELI, 2003).

A dor crbnica, por sua vez, ndo possui carater protetor. Sua duracido excede a

do reconhecimento natural de um estimulo e pode estar presente na auséncia de
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qualquer agente indutor identificavel (AGUGGIA, 2003; CHONG; BAJWA, 2003;
MACFARLANE et al., 1997; SERRA, 1999). Geralmente ndo € bem localizada e
tende a ser macica, continua ou recorrente (FURST, 1999; MERSKEY et al., 1986).

1.1.1 Aspectos neurofisiolégicos da dor

A dor &€ uma experiéncia sensorial desagradavel de carater subjetivo. A
percepgao sensorial, nocicepgdo, compreende a transmissao e o processamento da
informacédo dolorosa. Assim, a estimulagdo nociva detectada pelos receptores
periféricos €& codificada como uma mensagem nociceptiva, a qual ¢é
progressivamente transmitida e processada em centros nervosos superiores. Ja a
subjetividade da sensagao dolorosa ocorre porque a informagao nociceptiva atinge
ndo apenas regides do sistema somatossensorial, mas também o sistema limbico
(AGUGGIA, 2003; MILLAN, 1999).

A transmissdo do impulso doloroso tem inicio nos receptores periféricos,
nociceptores, que estdo localizados na porgao distal dos neurdnios aferentes
sensoriais (neurdnios de primeira ordem). Apresentam-se amplamente distribuidos
na pele, vasos, musculos, articulagdes e visceras (JULIUS; BASBAUM, 2001). Eles
sédo sensibilizados quando o estimulo € potencialmente perigoso, ou seja, excede

uma determinada faixa considerada fisiolégica (MILLAN, 1999).

Os nociceptores estao divididos em trés classes: o0os mecanoceptores,
sensiveis a estimulos mecanicos intensos; os termoceptores, sensiveis a estimulos
térmicos (acima de 45°C) e os nociceptores polimodais, sensiveis tanto a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos. Esses receptores ndo exibem acomodacao,
apresentam facilitacdo e aumento da sensibilidade quando estimulados
continuamente (BESSON, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; MILLAN, 1999).

Apos a ativacdo dos nociceptores especificos, produz-se dor percebida de
forma localizada, com intensidade proporcional a magnitude do estimulo e duracao
correspondente a vigéncia do estimulo doloroso. Uma estimulagdo mais intensa leva
a ativacao de nociceptores polimodais (fibras C) que desencadeia uma sensagao de

dor difusa e persistente, que perdura apés o término do estimulo doloroso agudo.
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Nesta fase, ocorre o aparecimento dos aspectos emocionais da dor, que se tornam

mais importantes nos quadros de dor cronica (AGUGGIA, 2003).

Ha ainda os chamados nociceptores silenciosos (“silent” ou “sleeping”) os
quais existem em pequena propor¢cdo nas fibras aferentes primarias e nao
respondem normalmente a estimulos. No entanto, quando sdo estimulados por
mediadores inflamatérios ou apés a administracdo de agentes flogisticos (pro-
inflamatorios), estes nociceptores apresentam atividade espontanea ou tornam-se
sensibilizados e passam a responder a estimulos sensoriais (JULIUS; BASBAUM,
2001).

Os nociceptores transmitem as informagdes dolorosas para a medula espinhal
através das fibras sensoriais aferentes, sendo estas de dois tipos: Ad (delta) e C. As
fibras Ad (delta) séo fibras mielinizadas com didmetro médio variando de 2 - 6 pum,
que possui velocidade de conducado de 12 - 30 m/s e sao responsaveis pela
conducdo rapida do estimulo doloroso. As fibras C, por sua vez, sado fibras
amielinicas responsaveis pela conducgio lenta do impulso doloroso. Possui diametro
pequeno que pode variar de 0,4 - 1,2 um e apresenta velocidade de condugéo de
0,5 - 2 m/s. Estas sao a principais fibras responsaveis pela condugao deste impulso
(FURST, 1999; GRUBB, 1998; SHELLEY; CROSS, 1994). As fibras Ad sao
responsaveis pela condugao da “primeira dor”, a qual se caracteriza por ser rapida,
aguda e pontual, e as fibras C transmitem a “segunda dor”, sendo esta atrasada,
difusa e fraca (JULIUS; BASBAUM, 2001).

A transmissao aferente do estimulo nociceptivo relaciona informacdes vindas
da periferia em direcao ao SNC, sendo dependente da integracdo em trés niveis do
sistema nervoso: a medula espinhal, o tronco encefalico e o cértex cerebral. As vias
nociceptiva aferentes compreendem um sistema regulado por trés neurbnios que
conectam a periferia ao cortex. A ascensido do estimulo nociceptivo inicia-se pelos
neurénios de primeira ordem, constituidos por fibras Ad e C, cujos corpos celulares
estdo localizados no ganglio da raiz dorsal e que recebem informagdes vindas da
superficie corporal. Estes neurbnios realizam sinapses com os corpos celulares dos
neurbnios de segunda ordem na regido da comissura anterior, os quais estao

localizados na Iamina Il do corno dorsal na medula espinhal. (AGUGGIA, 2003).



20

Os axdénios dos neurbnios de segunda ordem, por sua vez, cruzam para o
lado oposto da medula espinhal e ascendem em direcdo ao cortex através do trato
espinotalamico anterolateral, a principal via ascendente para informacéo sobre dor e
temperatura (AGUGGIA, 2003; MUILLAN, 1999). Estas fibras conectam-se com os
neurénios talamicos de terceira ordem, que se projetam para o cortex
somatosensorial primario e para o sistema limbico, conferindo a dor caracteristicas
emocionais (AGUGGIA, 2003).

O talamo desempenha um papel fundamental na integragdo do impulso
doloroso. A partir do talamo, neurénios de terceira ordem transmitem impulsos para
0 cortex cerebral, onde ocorre o processamento que resulta em consciéncia da dor
(FURST, 1999).

Neurotransmissores e neuropeptidios, como as taquicininas [substancia P
(SP), neurocinina A (NKA) e neurocinina B (NKB)], peptidio geneticamente
relacionado com a calcitonina (CGRP), colecistocinina (CCK), somatostatina, 6xido
nitrico (NO), prostaglandinas (PG) e aminoacidos excitatorios, como glutamato e
aspartato, estdo envolvidos na transmissido do impulso doloroso das fibras aferentes
primarias para o0s centros superiores. Eles sao liberados pelos terminais dos
aferentes primarios no corno dorsal da medula, onde exercem importante papel na
modulacdo da transmissao nociceptiva (CAO et al, 1995; ERICSSON et al., 1995;
WOOLF, 1994; MILLAN, 1999). Atuam em receptores que estdo distribuidos nos
nervos periféricos e centrais pela associagao a proteina G e formacgao de segundo -
mensageiros, como as proteinas quinases A, C e G, adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) e a mobilizagao de calcio (MILLAN, 1999).

1.1.2 Controle central da dor

As vias descendentes, responsaveis pelo controle da dor, partem do
mesencéfalo pelo bulbo ventromedial rostral e chegam ao corno dorsal da medula
espinhal. Dirigem-se em sentido diametralmente oposto ao da via sensitiva
ascendente. Elas exercem um efeito inibitério e modulador sobre estruturas distais,

muito particularmente sobre o corddo posterior da medula, onde o balango entre
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aferéncias nociceptivas e nao-nociceptivas pode controlar a transmissdo de
informacgao dolorosa para centros superiores (GUTSTEIN et al., 1998; MELZACK;
WALL, 1965).

O processo analgésico ocorre pela estimulacédo de varias regides como a
Substancia cinzenta periaquedutal ventral (SCPV), locus coeruleus e o Bulbo
Raquidiano Ventromedial Rostral (BRVMR). Projecbes diretas conectam o cortex
pré-frontal e insular, o hipotalamo, a amigdala e o tronco cerebral a SCPV. Esta se
liga ao BRVMR o qual, por sua vez, projeta-se para o corno dorsal da medula. O
BRVMR é a maior fonte de neurbnios do tronco cerebral para o corno dorsal,
principalmente para as laminas |, Il e V (URBAN; GEBHART, 1999). Deste modo, a
estimulacdo da SCPV provoca excitacdo dos neurbnios do BRVMR que, por sua
vez, liberam neurotransmissores, como serotonina e encefalina, os quais vao inibir
as respostas nociceptivas dos neurdnios do corno dorsal, provocando assim uma
diminuicdo das respostas a dor (BASBAUM; JESSEL, 2000; YAKSH; WILSON,
1979).

Existe também a via noradrenérgica proveniente do locus coeruleus a qual
possui como principal agonista a noradrenalina (CLARK; PROUDFIT, 1991,
FRITSCHY et al.,1987). Esta exerce um efeito inibitério sobre a transmisséo da dor
no corno dorsal (BELCHER; RYALL; SCHAFFNER, 1978).

1.1.3 Dor neuropatica

Um tipo de dor cronica que acomete a populacao é a dor neuropatica. Esta é
definida, segundo a IASP (1994), como uma dor causada ou iniciada por uma lesao
primaria ou por disfuncdo do SNC e/ou Periférico (SNP) (MERSKEY, 1994). Esta
condigao pode surgir como resultado de lesdo a um nervo periférico (amputagoes,
deaferentagbes), infecgcdes (neuralgia pos-herpética), compressdo de nervos
(acidentes, cirurgias, tumores), disturbios cardiovasculares (infarto e acidente
vascular cerebral), disturbios metabdlicos (neuralgia diabética), doenga viral (herpes

zoster), neurotoxidade farmacolégica (quimioterapia antineoplasica), doenca
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inflamatdria e/ou por mecanismos imunolégicos (esclerose multipla) ou ser idiopatica
(CHONG; BAJWA, 2003; GALLUZZI, 2007; MACFARLANE et al., 1997; SERRA,
1999; ZIMMERMANN, 2001).

A injuria ou a disfungdo de nervos periféricos, devido a grande variagao
etiolégica, determina uma série de modificagdes moleculares, bioquimicas e
estruturais no axdénio, no neurdnio primario correspondente e no sistema nervoso
central (SNC). Estas modificagbes podem originar varios sintomas que sao
classificados em sintomas positivos: como dor espontanea ou intermitente, alodinia
(dor em resposta a estimulos ndo nocivos), hiperalgesia (dor exagerada em resposta
a estimulos nocivos); e em sintomas negativos como perda parcial ou completa de
sensibilidade (BRIDGES; THOMPSON; RICE, 2001; CHONG: BAJWA, 2003;
MACFARLANE et al., 1997; PAPPAGALLO, 2003; WOOLF; MANNION, 1999).

Diversos fendmenos estdo envolvidos na origem desse tipo de dor onde os
mais relevantes séo: sensibilizacdo de receptores; ocorréncia de focos ectdpicos de
potenciais de acdo em fibras periféricas (do tipo C e/ou AB); atividade anormal das
estruturas supressoras e de processamento central da parte aferente (sensitiva);
liberacdo de substancias algiogénicas teciduais; liberagdo de neurotransmissores
excitatérios; inflamagao neurogénica; e outros fendmenos de ordem fisica, psiquica
e neurovegetativa (BRIDGES; THOMPSON; RICE, 2001; WOOLF; MANION, 2002).

O mecanismo que resulta na dor neuropatica difere daquele envolvido na
génese da dor nociceptiva que surge em resposta a ativagdo dos nociceptores por
um estimulo potencialmente nocivo. Assim, a dor nociceptiva, que é considerada
fisiolégica devido ao seu carater protetor, a qual ativa o reflexo de retirada e impede
lesao adicional, tende a ser localizada e finita, deixando de existir com a remocgéao ou
término do estimulo nociceptivo (CHONG; BAJWA, 2003). Ja na dor neuropatica, a
sensacao dolorosa persiste apds a retirada do estimulo nociceptivo, podendo ocorrer
mesmo quando este € indetectavel (AGUGGIA, 2003; CHONG; BAJWA, 2003;
MACFARLANE et al., 1997; SERRA, 1999). Isto se da em fung¢ao de alteragdes nos
neurénios e nas fibras que conduzem a mensagem nociceptiva. Nesse caso,
ocorrem 0os mecanismos de sensibilizagao periférica e central. Esses mecanismos

envolvem a liberagdo de mediadores quimicos no local da lesdo e nas regides do
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SNC relacionadas, o que intensifica a transmissdo nociceptiva. A partir da
sensibilizagdo podem surgir alteragdes sensoriais caracteristicas da dor patoldgica
que sao observadas através da existéncia de hiperalgesia e alodinia (BRIDGES;
THOMPSON; RICE, 2001; MILLAN, 1999).

Os mecanismos periféricos de dor neuropatica envolvem o disparo de
descargas ectopicas pelas fibras nervosas lesadas. Essa atividade elétrica alterada
ocorre ndao apenas nas fibras que conduzem a informacgao nociceptiva, fibras C e AJ,
mas também nas fibras do tipo AB, que em situagbes fisioldgicas conduzem
informagdes referentes a sensibilidade mecéanica inécua. Essas descargas
ectopicas, apds lesao nervosa, podem ocorrer devido a alteragdo na expressao de
canais ibnicos nas fibras nervosas danificadas e nos corpos celulares no ganglio da
raiz dorsal; e ainda pela liberagdo de mediadores inflamatérios no local da leséo, tais
como bradicinina e a serotonina, os quais ativam e/ou sensibilizam os neurdnios
aferentes primarios (SCHAIBLE; RICHTER, 2004; ZIMMERMANN, 2001;).

Dessa forma, a transmissdo da informac&o nociceptiva € gerada pela
alteragdo na excitabilidade dos terminais sensoriais. No entanto, outras regiées do
neurdnio sensorial primario, € mesmo células pos-sinapticas do corno dorsal, ou de
ordem superior, podem contribuir para a fisiopatologia da dor neuropatica. Essas
alteragbes no SNC ocorrem devido ao fendmeno de sensibilizagdo central
(ZIMMERMANN, 2001; WOOLF; MANNION, 1999). Este pode ocorre pela
estimulacao repetitiva das fibras C que produz uma sensibilizagdo dos neurdnios de
segunda ordem, com subsequente reducdo no seu limiar de ativagao, levando a
ocorréncia de atividade espontanea (CORTELLI; PIERANGELI, 2003;
MACFARLANE et al., 1997).

A liberacdo de SP e neurocinina A (NKA) na medula espinhal e a
superexpressdo de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) também parecem ser
importantes na indugéo da sensibilizagdo central (MACFARLANE et al., 1997). Estes
neuropeptideos ligam-se a receptores NK1 e NK2, disparando a liberagao de calcio
intracelular. O aumento na concentracdo intracelular de ions calcio leva a
excitabilidade neuronal, deslocando o ion magnésio que bloqueia fisicamente o

canal do receptor NMDA. Uma vez desbloqueado, a ativagao do receptor NMDA por
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aminodacidos excitatorios, como o glutamato, leva a um influxo de calcio e sédio para
a célula, aumentando ainda mais a excitabilidade neuronal. Além disso, o aumento
da concentracdo intracelular de calcio permite que este ion atue como segundo
mensageiro em mecanismos que contribuem para a manutencédo do estado de dor
persistente. Dentre estes mecanismos estdo a ativacdo de proteina quinase C,
ativacdo de oxido nitrico sintase (NOS) e da fosfolipase C, levando a produgao
espinhal de o6xido nitrico (NO) e prostandides os quais contribuem para o
desenvolvimento da sensibilizagdo (MACFARLANE et al.,, 1997; WOOLF;
MANNION, 1999). Além disso, também pode ocorrer acumulo e uma nova
expressao de canais de sodio na periferia e reducao da inibicdo GABAérgica, que

atua de modo inibitério na transmissao nociceptiva (JENSEN, 2002).

Tem sido sugerido ainda que a resposta inflamatéria desempenha papel
fundamental no desenvolvimento e manutengdao da dor neuropatica decorrente de
lesdo periférica do nervo (BENOLIEL et al., 2002; CLATWORTHY et al.,1995; MA,;
DU; EISENACH, 2002). De fato, observa-se que a sensibilizacdo dos nociceptores
periféricos por mediadores do processo inflamatério pode ser importante no
desenvolvimento e manutencao da hiperalgesia primaria, fendmeno limitado a area
da lesdo e imediatamente adjacente, em que a redugao do limiar de dor resulta da
participagdo de bradicinina, serotonina (5-HT), SP e subprodutos do acido
araquidénico (CAMU; SHI; VANLERSBERGHE, 2003; TREEDE et al., 1992), além
da liberagao de citocinas e fatores de crescimento neural (ANDERSON; RAO, 2001;
CAMU; SHI; VANLERSBERGHE, 2003; CLATWORTHY et al., 1995).

Em consequéncia a manutencdo deste estado, ocorrem alteracdes
neuroplasticas nos neurdnios do corno dorsal com conseqliente sensibilizacao
central que leva ao desenvolvimento da hiperalgesia secundaria, caracteristica da
dor neuropatica, na qual a dor pode ser desencadeada por estimulos nociceptivos
aplicados em regides ndo lesadas (CAMU; SHI; VANLERSBERGHE, 2003;
PERTOVAARA; KONTINEN; KALSO, 1997; TREEDE et al., 1992).

Foi demonstrado que a reducdo do controle inibitério descendente exercido
pela SCPV sobre a transmisséo da resposta nociceptiva pode ter papel fundamental

no desenvolvimento da hiperalgesia seguida a lesdo do nervo, indicando uma fungao
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fundamental da SCPV na modulagdo de estimulos nociceptivos originados no
complexo trigeminal (KNIGHT et al., 2002; PERTOVAARA; KONTINEN; KALSO,
1997).

1.1.4 Tratamento da dor neuropatica

Quando se considera a complexidade do processo de dor neuropatica, torna-
se compreensivel a dificuldade clinica encontrada no seu tratamento, uma vez que
pouco se compreende sobre os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no
desenvolvimento e manutencdo deste tipo de dor (ALEY; LEVINE, 2002;
CAVIEDES; HERRANZ, 2002; GALLUZZI, 2007; SAH; OSSIPO; PORRECA, 2003).

A farmacoterapia € a principal base de tratamento das dores neuropaticas.
Além dos analgésicos primarios, que possuem resposta total ou parcialmente
ineficaz na dor neuropatica, é indicado também o uso de farmacos analgésicos
adjuvantes, isto €, drogas cuja primeira indicagdo ndo é analgesia (CHONG,;
BAJWA, 2003).

Em funcdo disso, diversas opcgdes terapéuticas vém sendo desenvolvidas
para o controle da dor neuropatica, contudo, na maioria dos casos a resposta dos
pacientes nao ¢é satisfatéria (GALER, 1995). Estes tratamentos incluem
antidepressivos ftriciclicos, anticonvulsivantes, anti-inflamatérios, analgésicos,
corticéides e outros (CAVIEDES; HERRANZ, 2002; GUSTAFSSON; SANDIM, 2009;
PAPPAGALLO, 2003; STEPANOVIC-PETROVIC, et al., 2008).

Os antidepressivos triciclicos, como a amitriptilina, atuam potencializando a
acao da noradrenalina e da serotonina por inibirem a recaptacdo desses
neurotransmissores na fenda sinaptica. Esse mecanismo esta relacionado com o
alivio da dor neuropatica, uma vez que esses neurotransmissores estao envolvidos
no mecanismo enddgeno de modulagdo da dor por via inibitéria descendente
(McCLEANE, 2008; SINDRUP, 2005; OATWAY; REID; SAWYMOK, 2003). Estudos
laboratoriais com amitriptilina demonstraram que esta produz anti-hiperalgesia e
analgesia (LYNCH et al., 2005; OATWAY; REID; SAWYMOK, 2003). Também tem
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sido mostrado também que a amitriptilina apresenta um potente efeito analgésico em
pacientes com neuropatia diabética (NAGATA et al., 2009; SINDRUP et al., 1992). A
Duloxetina, que € um potente inibidor seletivo da recaptacdo de 5-HT e
norepinefrina, foi aprovada pela FDA (Food drug administration) como o primeiro
antidepressivo utilizado na dor neuropatica diabética (GOLDSTEIN et al., 2005).

Os anticonvulsivantes, como carbamazepina, regulam a transmissdo dos
impulsos nervosos através da modulagdo de canais para calcio durante a
sensibilizagao periférica, o que pode ser explicado pela grande similaridade entre a
transmissao dos impulsos na sensibilizagdo e na epilepsia (CAVIEDES; HERRANZ,
2002; CHEN; ZEMIN; PAN, 2001; JENSEN; 2002). A carbamazepina (CBZ) atua na
dor neuropatica bloqueando os canais de sédio voltagem- dependente nos niveis pré
e pos-sinapticos estabilizando a membrana do nervo. Dessa forma reduz a
hiperexcitabilidade neuronal e suprime a atividade espontanea ectépica das fibras A
e C, sem alterar a conducao nervosa normal (BAJWA et al., 1999; SODERPALM,
2002). Sabe-se também que, apds injuria nervosa, ocorre uma superexpressao de
subunidade o, de canais para calcio e isso pode contribuir para uma acao
analgésica dos gabapentindides na dor neuropatica (COSTIGAN et al., 2002; LUO et
al., 2001; WOOLF, 2004)

Os anti-inflamatorios néo-esterdidais possuem uma eficacia controversa no
tratamento da hipersensibilidade que se segue apds a injuria de nervos periféricos
(MacPHERSON, 2002). No entanto, Ferreira et al. (1990) observou bloqueio total da
hiperalgesia persistente induzida por prostaglandina E, em ratos, apos
administragdo intraplantar de dipirona. Embora os farmacos anti-inflamatérios e
analgésicos nao-esteroidais apresentem agao inibitdria da via das ciclooxigenases e
consequentemente da sintese de prostaglandinas causando alivio nas dores de
origem inflamatoria, este mecanismo de acédo nao parece efetivo no controle da dor
neuropatica (CAMU; SHI; VANLERSBERGUE, 2003; VANE, 1971)

Com relacédo aos corticoides, sabe-se que em lesdes nervosas ocorre uma
maior expressao de receptores para glicocorticéides periféricos (GRs) e que esses
exercem um papel anti-inflamatoério significante, uma vez que, junto com elementos
intracelulares, ativam proteinas que estdo envolvidas na transcricdo de citocinas no

tecido inflamado (NEECK et al.,2002). Estes receptores estdo presentes na medula
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espinhal e sua ativagdo contribui para mudangas centrais relacionadas com a injuria
neuronal (CAMERON; DUTIA,1999; CINTRA et al., 1993; DE NICOLA et al., 1989).
No entanto os glicocorticoides possuem agao neurotdxica que podem contribuir para
um dano neuronal (FUXE et al., 1996). Portanto a acdo da ativagao dos receptores

de glicocorticéides na dor neuropatica ndo € bem elucidada. (WANG, et al., 2004).

Medidas terapéuticas, como acupuntura ou estimulagdo elétrica do sistema
nervoso, também tem sido usadas no tratamento da dor neuropatica nervoso, porém
nao se conhece o efeito dessas terapias quando empregadas por tempo prolongado
(CAVIEDES; HERRANZ, 2002).

1.1.4.1 Opidides e dor neuropatica

Opidide é um termo geral usado para identificar qualquer substancia, natural
ou sintética, cuja agdo analgésica é semelhante aos efeitos da morfina e que

possuam a naloxona como antagonista (RANG et al., 2008).

Estudos demonstram que o efeito analgésico dos opidides é devido a sua
propriedade em inibir, de maneira direta, a transmissdo ascendente das informacdes
nociceptivas provenientes do corno dorsal da medula espinhal e ativar os circuitos
de controle da dor que descem do mesencéfalo pelo bulbo ventromedial rostral e
chegam ao corno dorsal da medula espinhal. Os peptideos opidides e seus
receptores sdo encontrados em todos esses circuitos descendentes da dor
(GUTSTEIN et al., 1998).

Os tipos de receptores opidides sao p (mu), K (kappa) e & (delta). Eles
diferem entre si por diferentes afinidades aos ligantes opidides enddgenos e também
as drogas opioides exogenas (CHILDERS, 1997). Os principais ligantes opidides
endogenos sao: encefalina, seletiva para receptores tipo 8; dinorfina, seletiva para
receptores tipo k; e endorfina a qual possui alta afinidade para receptores tipo d e p
e baixa afinidade para receptores tipo kK (GOLDSTEIN; NAIDU, 1989; LORD et al.,
1977).
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Acredita-se que os receptores |y sejam responsaveis pela maioria dos efeitos
analgésicos dos opidides. A morfina e a maioria de seus analogos exercem seus
efeitos analgésicos atuando principalmente nestes receptores. Os receptores 9,
provavelmente sdo mais importantes na periferia. Ja os receptores k induzem
analgesia mediada principalmente nos locais espinhais (GOLDSTEIN; NAIDU,
1989).

Os receptores opidides atuam acoplando-se a proteinas G e assim, afetam a
regulacdo dos canais i6nicos, modulam o processamento do Ca* e alteram a
fosforilagdo das proteinas. Dessa forma, os opidides promovem a abertura dos
canais de potassio e inibem a abertura dos canais de calcio regulados por voltagem
que constituem os principais efeitos observados na membrana. Esses efeitos sobre
a membrana reduzem tanto a excitabilidade neuronal (aumentando a condutancia do
potassio e provocando hiperpolarizagdo da membrana) quanto a liberagdo de

transmissores (devido a inibicdo da entrada de calcio) (CHILDERS, 1991).

Além da especificidade para receptores, os opidides também variam em sua
acao farmacoldgica. Assim, alguns agentes atuam como agonistas puros em um tipo
de receptor (possuem um efeito maximo para analgesia, como a codeina, metadona
e a maioria das drogas tipicas semelhantes a morfina), antagonistas (ndo possuem
atividade farmacoldgica intrinseca, porém bloqueiam os efeitos dos agonistas. Ex:
naloxona, naltrexona) ou como agonistas parciais (possuem baixa eficacia,
combinam certo grau de atividade agonista e antagonista em diferentes receptores.
Ex: nalorfina e pentazocina) possuindo um quadro farmacolégico muito complicado
(RANG et al., 2008).

Os opidides sao universalmente utilizados no tratamento da dor oncoldgica e
dor aguda, embora alguns clinicos ainda resistam ao uso destes analgésicos
principalmente pelo temor de suas complicagbes, como a depressao respiratéria, e
pela falta de conhecimento de respostas fisiologicas individuais frente a alguns
aspectos farmacolégicos, como a tolerancia, a dependéncia fisica e psicoldgica
(McQUAY, 1999).
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Apesar de a dor nociceptiva em geral responda aos analgésicos opidides, a
dor neuropatica ndo costuma responder bem a esses farmacos e pode exigir doses
maiores desses analgésicos. Portanto, os opiddes sdo mais eficientes no tratamento
da dor nociceptiva do que na dor neuropatica (COLOMBO et al., 2006; FIELDS,
1988). A ineficacia dos opidides no tratamento da dor neuropatica pode ser devido a
reducdo na sensibilidade a estes farmacos (CAVIEDES; HERRANZ, 2002;
PRZEWLOCKI; PRZEWLOCKA, 2001). Alguns mecanismos tém sido propostos
para explicar este fato, entre eles, reducdo da expressdo ou destruicdo dos
receptores opidides espinhais ou alterando a transdugao de sinal apés a ligagao do
agonista ao receptor opidide (ABDULLA; SMITH, 1998; BIAN et al., 1995;
PRZEWLOCKI; PRZEWLOCKA, 2001).

Devido aos diversos efeitos colaterais provocados pelos opidides e outros
farmacos utilizados para o tratamento da dor crénica, bem como a eficacia reduzida
apresentadas por eles, ressalta-se a necessidade de maiores estudos na descoberta
de novas substancias que atuem no tratamento da dor neuropatica de modo mais
eficaz e seguro (DWORKIN et al., 2003).

1.2 Venenos de anfibios e antinocicepg¢ao

1.2.1 Anfibios

Os anfibios sdo membros do Reino Animalia, Filo Chordata, Subfilo Vertebrata,
Classe Amphibia e se subdividem nas seguintes ordens: Anura ou Salientia (sapos,
rds e pererecas); Urodela ou Caudata (salamandras e tritbes) e Apoda ou
Gymnophiona (cobras-cegas ou cecilias) (DUELLMAN; TRUEB, 1986).

O nome Anfibio provém do grego amphibios (amphi, dual e bios, vida) que
significa vida dupla e corresponde as duas fases da vida dessa classe de animais,
uma na agua e outra na terra (DUELLMAN, 1992). Eles possuem a capacidade de
sobreviver tanto em ambiente aquatico como terrestre devido a evolugédo de
diferentes adaptagées morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e comportamentais
(CLARKE, 1996), como desenvolvimento de pernas em lugar de nadadeiras;

modificagdes na pele para facilitar a respiracdo; modificagdes no metabolismo e na
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excregao para formar menos produtos nitrogenados toxicos e também aquisi¢ao de

orgaos dos sentidos, que funcionam tanto no ar como na agua (DUELLMAN, 1992).

Por serem animais desprovidos de estruturas de defesa como espinhos, garras
e dentes afiados, desenvolveram um sistema especializado de glandulas cutédneas
que secretam veneno como protecdo contra os predadores sendo este, durante sua
evolugdo, um mecanismo essencial para sua sobrevivéncia em um novo habitat
(LAZARUS; ATILLA, 1993).

Algumas espécies de anfibios secretam toxinas extremamente potentes,
porém nao possuem mecanismo inoculador. Algumas destas espécies consideradas
venenosas sdo: as ras das familias Atelopodidade, Dendrobatidae, Discoglossidae,
Hylidae, Pipidae, Ranidae, certas salamandras do género Salamandra e os sapos da
familia Bufonidae (DUELLMAN, 1992; KARALLIEDDE, 1995; LAZARUS; ATTILA,
1993).

A familia Bufonidae contém 528 espécies (AMPHIBIAWEB, 2009), com o
numero de representantes aumentando anualmente. Possui ampla distribuicdo em
todos os continentes, exceto em Madagascar e regides oceanicas. Além de ser uma

das mais numerosas familias (em espécies) da classe Amphibia (FROST, 1985).

A grande maioria dos animais da familia Bufonidae apresenta uma
concavidade na frente e uma superficie convexa no dorso. Logo atras dos timpanos
estdo as glandulas parotdides que produzem secregdo venenosa (DUELLMAN;
TRUEB, 1986). Tais glandulas estdo dispostas uma de cada lado do corpo, em
posicao pos-orbital. As parotéides apresentam-se com muitos poros claramente
visiveis e exercem funcdo de defesa, através da excre¢do de um veneno, de
aspecto leitoso que é elaborado por glandulas granulosas (TOLEDO; JARED, 1989).
Este veneno € constituido por inUumeros compostos, que apresentam varias
atividades biolégicas como: antileshmaniose, antitripanosoma, antifungica,
antibacteriana (CUNHA-FILHO et al., 2005; TEMPONE et al., 2007; 2008)

Um dos representantes da familia Bufonidae é a espécie Rhinella jimi
(CHAPARRO et al., 2007; FROST et al., 2006), anteriormente conhecido como Bufo
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paracnemis e depois Bufo jimi (STEVAUX, 2002). E popularmente conhecido como

sapo-cururu, sapo endémico do semi-arido nordestino brasileiro.

1.2.2 A pele dos anfibios

A pele dos anfibios € um érgdo com determinada complexidade morfoldgica,
bioquimica e fisiolégica. Exerce varias fungdes importantes, como respiragao,
transporte de agua e solutos, regulagdo da temperatura corporea e defesa contra
microorganismos e predadores, sendo considera como um dos principais fatores que
garantiu a sobrevivéncia e a permanéncia desses animais no ambiente terrestre
(CLARKE, 1996; DUELLMAN, 1992; SEBBEN et al., 1993). Os principais
mecanismos fisioldgicos adaptativos relacionam-se com o controle da dessecacgéo e
da pressao arterial, bem como a presenga de componentes bioativos de atividade
antibiotica protegendo os animais de infecgbes bacterianas, virais e fungicas
(DUELLMAN, 1992)

Muitos componentes bioativos presentes na pele dos anfibios sao sintetizados
por glandulas cutaneas distribuidas por toda a pele (DALY, 1995). Estas podem ser
de dois tipos, mucosas e granulosas (DUELLMAN, 1992). As glandulas mucosas
secretam um muco altamente hidrofilico que controlam o pH e o grau de umidade da
pele, proporcionando condi¢gdes adequadas para a respiragdo cutanea (TOLEDO;
JARED, 1995). Ja as glandulas granulosas sao as principais responsaveis pela
defesa passiva dos anfibios, devido a sua secregdao ser toxica para diversas
espécies de vertebrados. Nos sapos existem duas estruturas denominadas
glandulas parotdides, que representam um acumulo de glandulas granulosas (Figura
1). Essas glandulas produzem e armazenam substancias que séo liberadas apos
compressao destas glandulas exercendo uma importante funcao de defesa (JARED
et al., 2009; SEBBEN et al., 1993; TOLEDO; JARED, 1989).



32

Figura 1. Rhinella jimi — “Sapo-cururu”. Observa-se, posteriormente a abertura timpanica e
aos olhos, a presenga de um aglomerado de glandulas serosas, denominada glandula
parotoide(seta). (Foto realizada pelo grupo de coleta Laboratério de Toxinologia e
Neurofamacologia Molecular — ISCB/UECE).

As secrecbes das glandulas granulares sdo reguladas por hormdnios e
mediadas por neurotransmissores. Apos a secregao do conteudo glandular que pode
ser induzido por estimulagao fisica do animal, moderado choque elétrico ou injecéao
de adrenalina, mecanismos regenerativos na regido sincicial das glandulas iniciam
imediatamente a reposicdo do conteudo luminal. Dependendo da espécie, das
condigbes ambientais e nutricionais dos animais, este processo pode levar de trés a
quatro semanas periodo em que as glandulas permanecem refratarias a estimulagao
adrenérgica (FLUCHER et al.,1986; GIOVANNINI; POULTER; GIBSON, 1987;
IWAMURO; KUWAGAKI; KIKUYAMA, 1991).

1.2.3 Principais produtos secretados pela pele de anfibios

Os compostos produzidos e estocadas pelas glandulas granulares séao
numerosos e apresenta elevada diversidade. Alcaléides, aminas biogénicas,
proteinas, peptideos, enzimas e esterdides sdo os principais tipos de substancias
presentes nessas secre¢coes (CARVALHO, 1995; DALY, 1995; ERSPAMER, 1984;
LAZARUS; ATTILA, 1993; REILLY et al., 1994).
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Os alcaldides nao sao sintetizados pelos anfibios sendo obtidos da dieta a
base de insetos que se alimentam de plantas que sintetizam os alcaléides (DALY et
al, 1987; 1995; LAZARUS et al, 1994). Ja as aminas biogénicas sao sintetizadas
pelos anfibios e tem como representantes presente nas secre¢des dos anfibios as
indoalquilaminas, imidazolalquilaminas e fenilalquilaminas, além de derivados
feniletilaminicos, que incluem adrenalina, noradrenalina e dopamina e derivados
triptaminicos como a 5-hidroxitriptamina ou serotonina (CLARKE, 1996;
ERSPAMER, 1984; LAZARUS et al., 1994).

Nas secrecoes dos anfibios existem ainda proteinas que podem apresentar
acdes farmacolégicas, sendo utilizadas como ferramentas para o estudo das
funcdes fisiologicas de mamiferos (CARVALHO et al.,, 1992). Alguns peptideos
secretados pelos anfibios possuem potente atividade biologica em mamiferos,
incluindo, taquicininas, bradicininas, ceruleinas, bombesinas, opidides, xenopsinas,
horménio liberador de tireotropina, angiotensina. Foi verificada atividade
antimicrobiana em peptideos como as magaininas, PGLa, XPF, LPF, CPF (REILLY;
TOMASSINI; ZASLOFF , 1994; CARVALHO, 1995) e leptoglicina (SOUSA et al.,
2009).

Os esterdides encontrados em secregdes cutaneas de sapo sio divididos,
quanto ao seu mecanismo de acdo, em cardiotbnicos e nao-cardiotbnicos. Os
esterdides né&o-cardiotdnicos incluem o ergosterol, o colesterol e o a-sitosterol
(CHEN; KOVARIKOVA, 1967; TOLEDO; JARED, 1995; ZELNIK et al., 1964). Os
cardiotdnicos sao constituidos pelas bufotoxinas, e os bufadienolideos, também
denominadas bufaginas ou bufogeninas (TOLEDO; JARED, 1995).

Os bufadienolideos estao presentes na secregao da pele de alguns anfibios, e
em extratos teciduais de plantas, vegetais, frutas e serpentes (ROSSI et al. 1997).
Estes compostos estdo amplamente difundidos na familia Bufonidae e muitos deles
ja foram isolados da secregao cutanea de sapos do género Rhinella como: bufalina,
marinobufogenina e telecinobufagina (PORTO; GROSS, 1971; ROSSI;
BLUMENTHAL; JARED, 1997).
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1.2.4 Componentes com atividade antinociceptiva encontrados na secregao

cutanea de anfibios

Algumas moléculas encontradas na secregdo cutanea de anfibios possuem
atividade antinociceptiva como foi demonstrado por Erspamer e colaboradores
(1989), os quais pesquisaram a presenga de substancias opidides em anfibios.
Esses estudos basearam-se no conhecimento de que a pele destes animais
apresenta uma grande variedade de peptideos homologos ou até mesmo idénticos
aos horménios gastrointestinais e neurotransmissores contidos nos mamiferos.
Peptideos isolados da pele de ras sul americanas da subfamilia Phyllomedusinae,
como deltorfinas e dermorfinas, apresentaram atividade antinociceptiva. As
dermorfinas mostraram efeitos seletivos para receptores opidides do tipo y e as
deltorfinas apresentaram alta seletividade para receptores opidides do tipo &
(ESPARMER et al.,, 1989; ZADINA et al.,, 1997). A descoberta desses peptideos
opidides em anfibios proporcionou melhores esclarecimentos a respeito das fungdes
dos sistemas opidides u e d, e abriu a perspectiva para o desenvolvimento de novos

analgésicos com beneficios terapéuticos.

Outro peptideo com atividade analgésica é a ceruleina, um decapeptideo de
Hyla caerula, que é estruturalmente relacionado a colecistocinina, produzindo efeitos
comportamentais como inibicdo do apetite, sedacdo e saciedade. A ceruleina ou
seus analogos exibem efeitos anticonvulsivantes e antinociceptivos, os quais
provavelmente sdo mediados pela modulagdo central das fungdes dopaminérgicas
(ZETLER, 1985).

A epibatidina, um alcaldide isolado da pele de Epipedobates tricolor, também
apresenta uma potente atividade antinociceptiva, ndo opidide (SPANDE et al., 1992).
Age especificamente em receptores neuronais nicotinicos com eficacia 200 vezes
maior do que a morfina (DALY et al, 1987; 1995; LAZARUS et al, 1994; SULLIVAN
etal., 1994).

Estudos realizados recentemente em nosso laboratério com um componente

bioativo de natureza esteroidal da secrecdo cutanea da Rhinella jimi demonstrou
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atividade antinociceptiva em dores agudas (CARVALHO, 2009; PATROCINIO,
2004).

Embora existam peptideos e esterdides da secregdo cutanea de sapo
analisados com atividade antinociceptiva na dor aguda, pouco se sabe sobre a agao

dessas moléculas na dor neuropatica.

Observando as diversas atividades biolégicas das moléculas presentes na
secrecao de sapo, bem como a necessidade de encontrar um farmaco mais eficaz
no tratamento da dor neuropatica, € importante a realizacdo de estudos sobre as

potencialidades dessas substancias encontradas.
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2 JUSTIFICATIVA

Aproximadamente 50% dos casos de dores cronicas no Brasil, correspondem
a dor neuropatica periférica e o seu tratamento ainda é muito controverso, o que

demonstra a importancia do estudo dessa patologia (SBED, 2009)

A resposta da dor neuropatica aos analgésicos primarios muitas vezes é
ineficaz, sendo indicado o uso de farmacos analgésicos adjuvantes (CHONG,;
BAJWA, 2003). Em fungdo disso, diversas opgdes terapéuticas vém sendo
desenvolvidas para o controle da dor neuropatica, contudo, na maioria dos casos a
resposta dos pacientes ainda nao € satisfatéria (GALER, 1995) Além disso, o

tratamento atual da dor neuropatica provoca muitos efeitos adversos nos pacientes.

Diante destes fatos, ressalta-se a necessidade de maiores estudos a respeito
do controle da dor neuropatica visando encontrar farmacos mais eficazes e mais

seguros para o tratamento desta modalidade de dor crénica.

Atualmente os venenos de animais, vém sendo alvo de inUmeras pesquisas
com finalidade de obter substancias para uso terapéutico, inclusive na dor
neuropatica (GUTIERREZ et al., 2008; LIANG, 2009). Substéncias isoladas da
secrecado cutanea de alguns anfibios mostraram ag&o antinociceptiva em dores
agudas experimental. Além disso, estudo recente realizado em nosso laboratério
também mostrou que um componente bioativo presente no veneno do sapo Rhinella
Jimi apresenta efeito antinociceptivo sobre as dores agudas. No entanto ndo existem
estudos sobre a acdo antinociceptiva dessas substdncias na dor neuropatica

experimental.

Assim, a relevancia do atual projeto reside na busca de novas substancias
biologicamente ativas a partir de recursos naturais do semi-arido do Nordeste, como
no veneno de sapo Rhinella jimi, que atuem sobre a dor neuropatica experimental,
abrindo perspectivas para o desenvolvimento de novos farmacos que poderéao ser

utilizados de uma maneira mais eficaz no tratamento da dor neuropatica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito antinociceptivo de um componente bioativo isolado do

veneno de sapo Rinhella jimmi em modelo animal de dor neuropatica.

3.2 Objetivos especificos

e Induzir neuropatia periférica através do modelo de constricdo crbénica do
nervo ciatico e detectar a presenca de alodinia e hiperalgesia mecanica;

» Purificar em larga escala um componente bioativo do veneno de Rhinella jimi,
através de cromatografia liquida de alta performance (HPLC);

» Avaliar a agao antinociceptiva do componente bioativo purificado no modelo
de dor neuropatica pelo teste de compressdo de pata (Randall-Selitto) e o
teste de estimulacdo tatili (von Frey), através de diferentes vias de
administragao (intraperitoneal e oral);

» Comparar os efeitos antinociceptivos do componente bioativo purificado com
morfina, carbamazepina, amitriptilina, codeina, prednisona, diclofenaco sddico
e dipirona, que sado drogas classicas utilizadas no tratamento da dor
neuropatica;

» Verificar se ocorre a participacdo do sistema opidide no mecanismo de agcao

do componente bioativo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos pesando entre 200 a
2509, provenientes do Biotério da Universidade Estadual do Ceara (UECE). Os
animais foram mantidos em gaiolas proprias com cinco animais por caixa sob
condigbes ambientais, em sala adequada com ciclos de alternancia claro/escuro de
12 horas. Receberam ragao padrao tipo Purina® e agua ad libitum. Nas 24 horas
antes dos ensaios, os animais foram mantidos na sala onde foi desenvolvido o
estudo, a fim de adapta-los ao ambiente experimental. A manipulacdo dos animais,
antes, durante e depois dos experimentos, foi conduzida de acordo com as regras
de manipulacdo de animais de laboratério, preconizadas pela Sociedade Brasileira
de Ciéncias ou Animais de Laboratério (SBCAL) e de acordo com os padrbes
estabelecidos pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do Ceara (CEUA/
UECE-N° 58/2009(09233135-1).

Os exemplares de Rhinella jimi utilizados para extragcdo do veneno foram
coletados em diferentes épocas do ano e em diferentes locais do interior do Ceara.

Apos a extracdo do veneno, os animais foram devolvidos ao seu habitat natural.

4.2 Aparelhos e instrumentos

Agitador de tubos - modelo AP 56, Phoenix, Brasil;

« Balanca Analitica - Marte AM/550, Automarte, Brasil;

» Balanca de Precisao - Mettler-Balance, USA;

» Centrifuga PLC — 05, Gemmy Industrial Corp., Taiwan,;

» Centrifuga Refrigerada Annita |, Eslovénia;

e Coluna C-18 LC Shim-pack CLC-ODS;

* Crondémetro — Lebnidas Trackmater, Alemanha;

 HPLC (Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Performance) - SPD - 10AV,
LC - 10AS, Shimadzu, Japao;

» Liofilizador Adwards — Modulyo, Inglaterra;



Pipetas Automaticas — Gilson, Franga e Kacil, Brasil;

Von Frey - INSIGHIT

Randall Selitto — INSIGHIT

Material cirurgico

Catgut cromado 4.0;

Nylpoint suture 5.0

Seringa descartavel — Plastipak, Brasil;

Agulha Hipodérmica — Med Needle, Brasil;

4.3 Drogas e reagentes

Acetonitrila - Carlo Erba, Brasil;

Acido trifluoroacético - PA Merck, Brasil;
Agua bidestilada - UECE, Brasil;
Alcool etilico - PA Merck, Brasil;
Solugao salina 0,85% - NaCl — VETEC,;
TRIS-HCL 0,05N.

Morfina — Sigma, USA;

Naloxona — Sigma, USA;
Carbamazepina- CRISTALIA

Dipirona sédica- CRISTALIA

Codeina - CRISTALIA

Diclofenaco sédico- CRISTALIA
Amitriptilina- CRISTALIA

Prednisona — CRISTALIA
Pentobarbital- CRISTALIA

39
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4.4 Extragao do veneno de Rhinella jimi

O veneno foi extraido por compresséo das glandulas parotdides dos animais. A
secrecgao obtida foi macerada em gral com pistilo apds adigdo de etanol (1:3; p:v),
até sua total homogeneizagao, sendo, em seguida, mantida a 4° C durante 24 horas.
A mistura foi, entdo, centrifugada a 500 x g por 20 minutos, sendo o sobrenadante

armazenado a -80 °C, por no maximo uma semana, até a purificagdo em HPLC.

Figura 2. Extragdo do veneno de Rhinella jimi por compressao das glandulas parotéides (Foto
realizada pelo grupo de coleta Laboratério de Toxinologia e Neurofamacologia Molecular —
ISCB/UECE).

4.5 Purificagdo de um componente bioativo extraido do veneno de Rhinella jimi
em HPLC

O sobrenadante obtido da extragdo do veneno foi fracionado por cromatografia
liguida da alta performance (HPLC) (Figura 3A e 3B) utilizando-se uma coluna

preparativa C-18 de fase reversa, eluida com fluxo de 5ml/min e um gradiente de
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acetonitrila entre 0 e 80%. Os picos obtidos foram coletados, liofilizados e
armazenados a -80 °C.

Para a realizagdo dos testes experimentais, o pé liofilizado proveniente das
fragbes purificadas do HPLC foi ressuspendido em solugédo de DMSO (10%) e agua

destilada.

Figura 3 HPLC: Cromatégrafo Liquido da Alta Eficiéncia.
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Figura 3B Perfil de eluicao do veneno das glandulas parotéides do sapo Rhinella jimi. Foi
realizada uma Cromatografia liquida de alta performace (HPLC) preparativa de 1,7 ml da fragdo
sobrenadante do veneno bruto, ressuspendido previamente em etanol (1:3; p:v), utilizando-se uma
coluna preparativa de fase reversa C18 (Shim pack prep. ODS 2,5 x 30 cm) com um fluxo de 5 ml/min
e uma eluigédo de acetonitrila com um gradiente de 0 a 80%. O pico, contendo o componente bioativo
(ver seta) foi coletado, liofilizado e congelado a — 80 C até o momento do uso.
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4.6 Determinagao parcial da estrutura quimica do fator

A determinacgao da estrutura quimica do componente bioativo foi parcialmente
elucidada no CENAUREM (Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear) da UFC através de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),

tratando-se de um composto esteroidal.

A analise da RMN de alta resolucdo do componente bioativo purificado foi
realizada através de sequéncias modernas de pulsos tais como 1H, 1H-COSY e
NOESY, correlagao heteronuclear (inversa) de carbono e hidrogénio do carbono-
hidrogénio acoplados (Hector e HMQC), assim como as sequénciais equivalentes de
longa extensdo (COLOC e HMBC). Os detalhes da metodologia utilizados foram
anteriormente descritos (CARVALHO et al, 1999).

4.7 Dissolugao do componente bioativo e das drogas

O componente bioativo foi diluido em solugdo de DMSO (10%) em agua
destilada. A carbamazepina foi diluida em DMSO 40%. Todas as demais drogas

foram diluidas em agua destilada.

4.8 Indugao da dor neuropatica

A dor neuropatica foi induzida por injuria nervosa decorrente da constricao
cronica do nervo ciatico, de acordo com o método descrito por Bennett e Xie (1988).
Os ratos (n= 6 para cada grupo experimental) foram anestesiados com pentobarbital

sédico (50mg/kg, i.p - 10 min antes da cirurgia).

Apods assepsia com alcool iodado, foi feita uma incisdo na regido mediana da
coxa do animal. O musculo biceps femoral foi afastado, o nervo ciatico foi exposto e
um segmento de 5 — 7 mm foi dissecado. Proximo a trifurcagdo do nervo ciatico (7
mm), foram realizadas 3 ligaduras frouxas distantes entre si em aproximadamente 1

mm, com catgut cromado 4-0. Apos o procedimento cirurgico, a incisédo foi suturada
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em camadas utilizando fio de sutura de seda 5-0. Este mesmo procedimento
cirargico foi realizado na pata esquerda do animal, com exceg¢ao da constricdo do

feixe nervoso, constituindo-se o controle falso-operado (sham).

e

Figura 4 - Constricdo créonica do nervo ciatico. A figura mostra a realizagdo do procedimento
cirurgico para a realizagdo da constricdo crénica do nervo ciatico que consiste em causar injuria
nervosa do nervo ciatico através da realizagado de trés ligaduras frouxa (com linha catgut cromada 4-
0) ao redor do mesmo. O mesmo procedimento cirdrgico foi realizado na pata contralateral sem a
constri¢gdo crénica do nervo constituindo o controle falso-operado. A incisao foi suturada em camadas

utilizando fio de sutura de seda 5-0. O anestésico utilizado foi pentobarbital sédico (50mg/kg, i.p).

4.9 Testes comportamentais

Dois testes mecanicos foram utilizados para verificar a atividade
antinociceptiva do componente bioativo em estudo na dor neuropatica. O teste de
estimulagao tatil (von Frey) foi usado para analisar o fenbmeno de alodinia mecanica
(CHAPLAN et al., 1994), enquanto que o teste de compressao de pata pelo método
de Randall-Selitto avaliou o processo de hiperalgesia mecéanica (RANDALL;
SELITTO, 1957).

4.9.1 Teste de estimulagao tatil (von Frey)

O presente teste foi usado para analisar o fendbmeno de alodinia mecanica, o
qual foi determinado por ensaio quantitativo em resposta a um estimulo tatil ndo
nocivo aplicado a pata posterior direita do animal, segundo método descrito por
Chaplan et al. (1994) Neste teste, os ratos foram colocados, individualmente, em
gaiolas acrilicas (12 X 10 X 17 cm de altura), com fundo de arame, para permitir
acesso as patas destes animais. Estes foram inicialmente habituados a gaiola por 30
minutos antes de iniciar os ensaios. Antes da estimulacdo da pata, os animais
estavam quietos, sem praticar movimento exploratério, sem estar defecando e/ou

urinando no momento da afericdo, além de nao estarem descansando sobre suas
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patas.

O analgesimetro (von Frey) usado para estimular as patas do animal consiste
de um transdutor de forga (sustentado pela mao do avaliador) contendo em sua
extremidade uma ponta de polipropileno de 0,5 mm? de didmetro (analgesimetro
eletrénico von Frey, INSIGHT Equipamentos LTDA, Brasil). A ponta de polipropileno
foi colocada perpendicularmente a area central da pata posterior do animal com
aumento gradual de pressao, a fim de elicitar um reflexo de flexdo seguido de um
movimento de retirada. Foram feitas varias estimula¢cdes por pata (direita - d e
esquerda - e) até o animal apresentar duas medidas similares, sendo esta a forma
de determinagédo final do limiar mecéanico de alodinia. O resultado é aferido

automaticamente pelo equipamento e expresso em gramas (g).

Figura 5 - Teste de estimulagao tatil (von Frey). A figura a esquerda mostra o analgesimetro
eletrénico von Frey. A figura a direita mostra o momento em que a ponta de polipropileno é colocada
perpendicularmente a area central da pata posterior do animal com aumento gradual de presséo, a
fim de elicitar um reflexo de flexdo seguido de um movimento de retirada.

4.9.2 Teste de compressao de pata (Randall-Selitto)

Para avaliar a hiperalgesia, foi utilizado um teste de compressao da pata de
ratos desenvolvido por Randall e Selitto (1957). Neste teste, uma forca em gramas
(g), de magnitude crescente (16 g/seg), € continuamente aplicada sobre o dorso da
pata posterior direita do animal e interrompida quando este retirar a pata ou
apresentar reacao de “retirada” do membro, considerando-se 0 que ocorrer primeiro.
O limiar de dor foi representado como a forga (g) necessaria para induzir essas

reacgoes.
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O equipamento utilizado consiste de uma superficie pontiaguda ligada a um
pequeno motor que desloca um sistema de pesos, exercendo diferentes pressoes
mecanicas. Estas pressdes foram representadas por cargas de pesos diferentes que

variam entre 10 a 30 g, exercendo assim uma carga sobre a pata do animal que

pode variar de 0 a 750 g.

Figura 6 — Teste de compressao da pata (Randall-Selitto) — a figura a esquerda mostra o aparelho
Randall-Selitto. Ja a figura a direita mostra a realizagdo do teste quando uma forga em gramas (g), de
magnitude crescente (16 g/s), é continuamente aplicada sobre o dorso da pata posterior direita do
animal.

4.10 Tratamentos experimentais

Os animais foram, inicialmente, submetidos aos testes de estimulacao tatil
(von Frey) e compressao da pata (Randall-Selitto) para verificar o limiar de dor dos
animais antes da cirurgia (controle sem cirurgia- CSC). Apoés 24horas, foi feita a
inducdo da dor neuropatica experimental. Para indugao da dor neuropatica, o animal
passou por uma cirurgia de constrigdo crénica do nervo ciatico na pata direita. A
pata esquerda sofreu 0 mesmo procedimento, mas nao a contrigdo do nervo ciatico,

sendo considerado como controle falso operado (sham).

Apéds sete dias da cirurgia (REIS; ROCHA, 2006) os mesmos animais foram
submetidos ao testes de estimulagao tatil (von Frey) e compressao da pata (Randall-
Selitto) para verificar se a cirurgia foi capaz de induzir a dor neuropatica na que
sofreu constricdo do nervo. Os animais que apresentaram a dor neuropatica foram

selecionados para compor 0s grupos experimentais (n=6).
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Uma hora apés a formagéo dos grupos, os animais receberam o componente
bioativo nas doses de 1,0; 2,5; 5,0 e 10 mg/kg por via intraperitoneal. Os testes
estimulagao tatil e da compressao da pata foram realizados 30, 120 e 240 min apés
a administragdo do componente. O componente bioativo também foi administrado
por via oral nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg e apos 60, 120 e 240 min da ingestéo
do composto em estudo foram realizados os testes de estimulagdo tatil e de

compressao da pata.

Para comparacado do efeito antinociceptivo do componente bioativo na dor
neuropatica, foram usados farmacos que sdo utilizados no tratamento desta dor
como: analgésicos opiodes (morfina e codeina); anticonvulsivantes
(carbamazepina); antidepressivos triciclicos (amitripitilina); analgésicos (dipirona);
anti-inflamatérios ndo esteroidais (diclofenaco de sédio) e esteroidas (prednisona).
Primeiramente foram selecionados os animais que apresentaram a dor neuropatica
para compor 0s grupos experimentais (n=6). Uma hora apos a formacgao dos grupos,
0s animais receberam por via intraperitoneal: morfina (5mg/kg), carbamazepina
(60mg/kg), codeina (30 mg/kg), amitriptilina, (30mg/kg), dipirona sédica (60 mg/kg),
diclofenaco sddico (10 mg/kg) e prednisona (60 mg/kg). Os testes estimulagao tatil e
da compressao da pata foram realizados 30, 120 e 240 min apds a administracédo de
cada farmaco (BOMHOLT; MIKKELSENB; BLACKBURN-MUNRO, 2005;
ERICHSEN, et al 2005; GUITIERREZ et al., 2008; STEPANOVIC-PETROVIC et al.,
2008).

Para verificar a participagao do sistema opidide no mecanismo de agadona dor
neuropatica do componente bioativo, foi utilizado a naloxona, que é um bloqueador
inespecifico dos receptores opidides. Os animais foram pré-tratados com este
bloqueador, trinta minutos antes da aplicacdo do componente bioativo, na dose de 5
mg/kg (i.p). Os testes de estimulagéo tatil e de compressao da pata foram realizados
30, 120 e 240 min apds a administracdo de cada farmaco. O mesmo procedimento

foi realizado para o grupo controle positivo que foi tratado com morfina (5 mg/kg- i.p.)
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von Frey

Apés 30,120,
240 min

5 dias
Componente boiativo

Comparagao das
médias obtidas antes
e depois da cirurgia e

apds os tratamentos Randall- Selitto
farmacolégicos

Constrigao do nervo ciatico

Figura 7- Protocolo dos tratamentos experimentais. Apds sete da cirurgia de constricao crdnica do
nervo ciatico foram realizados os tratamentos experimentais. O mesmo protocolo foi realizado para o
estudo do componente bioativo e dos medicamentos classicos usados no tratamento da dor
neuropatica bem como para verificar a participagdo do sistema opidéide no mecanismo de agéo do
componente bioativo.

4.11 Analise Estatistica

Os dados obtidos experimentalmente foram expressos como Médias ( Erro
Padrao da Média (E.P.M). As diferengas estatisticas foram obtidas através da
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para as comparagdes multiplas e,

teste t de Student para comparagdes de apenas dois grupos. Foi utilizado o software
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Graph Pad Prism®, versao 5.0, Copyright© foi utilizado. O critério de significancia

para todos os casas foi de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Dor neuropatica experimental induzida por constricao cronica do nervo

ciatico.

Para verificar a validade do método de indugdo da dor neuropatica por
constricdo crénica do nervo ciatico, os animais foram submetidos aos testes de
estimulacao tatil (von Frey) e compressao da pata (Randall - Selitto), antes e apos a
cirurgia. Os animais que foram submetidos ao teste de estimulagao tatil (von Frey)
antes da cirurgia apresentaram um limiar nociceptivo de 49,55 + 0,86 g. Esses
mesmos animais, apds a cirurgia, mostraram uma reducgao significativa do limiar
nociceptivo (14,25 + 0,46 g), caracterizando o processo de alodinia mecanica.
(Figura 8).
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FIGURA 8 — Alodinia mecéanica induzida por constrigcdo crénica do nervo ciatico. A figura mostra
o limiar de dor do animal antes e depois da cirurgia frente a estimulos tateis ndo-nocivos,
evidenciando o surgimento do fenédmeno de alodinia mecénica pelo método de estimulagao tatil (von
Frey). O teste estatistico utilizado foi teste “t student”. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). 'p<0,05
em relagdo ao CSC-d (controle sem cirurgia/pata direita); CC — controle com cirurgia/pata direita);

No teste de compressdo da pata (Randall-Selitto), verificou-se que o animal
antes da cirurgia suportava um peso de 368,01 + 26,52 g e, apds a constricdo do
nervo, passou a suportar somente 167,10 + 16,02 g, demonstrando uma redugao

significativa no seu limiar de dor para estimulos nocivos, o que caracteriza o
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fendbmeno de hiperalgesia (Figura 9). Esses resultados, portanto, validam este

método para o estudo experimental da dor neuropatica.
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Figura 9 — Hiperalgesia mecéanica induzida por constricdo cronica do nervo ciatico. A figura
mostra o limiar de dor do animal antes e depois da cirurgia. A hiperalgesia mecénica foi determinada
pelo teste de compressao da pata (Randall-sellito). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e teste t
“student” com p<0,05. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). p<0,05 em relagéo ao CSC-d (controle
sem cirurgia/pata direita); CC — controle com cirurgia/pata direita.

Com a finalidade de comprovar que a dor induzida ndo é devido ao estresse
provocado pelo procedimento cirirgico e sim pela constricdo do nervo, esse foi
realizado nas duas patas, mas somente a direita sofreu a constrigdo cronica do
nervo ciatico. A pata que néo sofreu constricdo do nervo (esquerda) ndo apresentou,
no teste de estimulacéo tatil (von Frey), diferenga significativa no limiar de dor antes
(48,75 £ 1,58 g) e depois (47,71 £ 1,76 g) da cirurgia (Figura 10). No teste de
compressdo da pata (Randall — Selitto), a pata esquerda suportou um peso de
389,52 + 34,18 g antes de cirurgia e um peso de 358,60 + 41,12 g apos a cirurgia,
demonstrando que nao houve alteragao significativa no limiar nociceptivo da pata em
que nao foi realizada a constricdo do nervo ciatico (Figura 11). Ja a pata direita, por
sua vez, apresentou uma redugao do limiar nociceptivo de aproximadamente 71%
no teste de estimulagao tatil e de 54% no teste de compressao da pata (Figura 10 e
11).
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FIGURA 10-Comparacao do limiar de dor nos animais antes e depois da constricio crénica do
nervo ciatico na alodinia mecanica. A comparagao do limiar de dor foi feita nas patas dos animais
(direita e esquerda) antes e depois da cirurgia pelo teste de estimulagao tatil (von Frey). A constricao
cronica do nervo ciatico foi realizada na pata direita do animal enquanto a pata esquerda constituiu o
controle falso operado (sham). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média
+ E.P.M. (n= 6 para cada grupo). °p<0,05 em relagdo ao CSC-d (controle sem cirurgia/pata direita);
’p<0,05 em relagdo ao CSC-e (controle sem cirurgia/pata esquerda), °p<0,05 em relagdo ao CC
(controle com cirurgia/pata direita).
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Figura 11 — Comparacéao do limiar de dor nos animais antes e depois da constricdo crdnica do
nervo ciatico na hiperalgesia mecéanica. A comparacao do limiar de dor foi feita nas patas dos
animais (direita e esquerda) antes e depois da cirurgia pelo teste de compresséo da pata (Randall-
Sellito). A constricdo cronica foi realizada na pata direita do animal enquanto a pata esquerda
constituiu o controle sham (falso-operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post
test. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). °p<0,05 em relagdo ao CSC-d (controle sem
cirurgia/patadireita); *p<0,05 em relagdo ao CSC-e (controle sem cirurgia/pataesquerda), °p<0,05 em
relagdo ao CC (controle com cirurgia/pata direita).
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5.2 Componente bioativo apresenta atividade antinociceptiva sobre alodinia

mecanica.

5.2.1 Efeito antinociceptivo do componente bioativo sobre alodinia mecéanica

quando administrado por via intraperitoneal.

Os ratos tratados com o componente bioativo nas doses de 1; 2,5; 5 e 10
mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) foram avaliados 30 min apds a aplicagdo desse
componente pelo teste de estimulagéo tatil (von Frey), que consistiu em verificar a
sensibilidade tatil frente a um aumento gradual de pressao sobre a regido plantar da

pata do animal.

Antes do tratamento com o componente bioativo, os animais com constricao
crbnica do nervo ciatico foram submetidos ao teste e apresentaram um limiar de dor
de 14,05 £ 0,86 g (CC). Resultado semelhante foi observado apds o tratamento com
o componente bioativo nas doses de 1,0 mg/kg (15,24 + 0,76 g) e 2,5 mg/kg (20,03
0,84 g), nédo apresentando diferenga significativa em relacédo ao CC. J4 nos animais
que receberam o componente bioativo nas doses de 5,0 mg/kg (31,68 £ 2,06 g) e 10
mg/kg (38,81 £ 1,51 g) apresentaram um aumento significante do limiar nociceptivo
em relagdo ao mesmo controle, mas n&o houve diferenga significativa entre elas. O
controle sham (falso-operado) apresentou limiar nociceptivo de 48,75 + 1,58 g,

sendo significativamente diferente em relagdo a todos os outros grupos (Figura 12).
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Figura 12— Efeito antinociceptivo do componente bioativo administrado por via intraperitoneal
na alodinia mecanica. O componente bioativo (1; 2.5; 5 e 10 mg/kg) foi administrado 30 min antes
do teste de estimulagéo tatil (von Frey). A atividade antinociceptiva do componente bioativo (CB) foi
avaliada pelo aumento da presséo (g) suportado pela pata do animal a um estimulo tatil ndo-nocivo
quando comparado com o controle com constrigdo crénica do nervo ciatico (CC) e o controle sham
(falso-operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média + E.P.M. (n= 6
para cada grupo). ®p<0,05 em relagdo a CC, "p<0,05 em relagdo ao CB- 1,0 mg/kg, °p<0,05 em
relagdo ao CB- 2,5 mg/kg, “p<0,05 em relagdo ao CB- 5,0 mg/kg, °p<0,05 em relagéo ao CB -
10mg/kg.

O tempo de duragao do efeito antinociceptivo do componente bioativo na
alodinia mecanica foi observado com a maior dose, 10 mg/kg. O controle com
constricdo do nervo ciatico apresentou uma sensibilidade tatil de 14,05 + 0,86 g
15,23 + 0,45 g. Ja o grupo tratado com a dose de 10 mg/kg apresentou uma redugao
significativa da sensibilidade tatil no tempo 30 min (38,81 £ 1,51 g) e 120 min (24,75
+ 0,61 g), visto que aumentou o limiar nociceptivo, sendo que este efeito
desapareceu no tempo 240 min (16,71 = 0,79 g). O controle sham (48,18 + 1,57 g)
apresentou diferenga significativa em relacdo a todos os tempos e ao controle CC
(Figura 13).
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FIGURA 13 — Duragédo do efeito antinociceptivo do componente bioativo administrado por via
intraperitoneal na alodinia mecénica. O componente bioativo (5 mg/kg) foi administrado i.p, 30min
antes do teste de estimulagdo tatil (von Frey). A intensidade do estimulo doloroso sentido pela pata
do animal a um estimulo tatil ndo-nocivo foi medida antes (tempo zero) e apos 30, 120 e 240 min da
aplicagdo do componente bioativo (CB) e comparada ao controle com constrigdo do nervo ciatico sem
tratamento (CC) e controle sham (falso- operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey
como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo) (n=6), p<0,05 em relagédo ao CC, "p<0,05 em
relagdo ao tempo de 30 min, °p<0,05 em relagdo ao tempo de 120 min, %p<0,05 em relagédo ao tempo
de 240 min.

5.2.2 Efeito antinociceptivo do componente bioativo sobre alodinia mecénica

quando administrado por via oral.

O efeito antinociceptivo do componente bioativo sobre alodinia mecanica
também foi verificado por via oral nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg. Apds os
tratamentos com o componente bioativo, observou-se que a dose de 10 mg/kg
(17,24 £ 1,64 g) ndo apresentou diferenga significativa no limiar de dor em relagcéo
ao controle com cirurgia crdénica do nervo ciatico (15,23 + 0,45 g). As doses de 20
mg/kg (24,84 + 0,77 g) e de 40 mg/kg (32,50 £ 1,09 g) mostraram um aumento
significativo do limiar de dor quando comparado ao mesmo controle. O controle
sham (48,74 + 1,59 g) apresentou diferenca significativa em relacdo a todas as

doses testadas (Figura 14).
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FIGURA 14 — Efeito antinociceptivo do componente bioativo administrado por via oral na
alodinia mecanica. O componente bioativo (10, 20 e 40 mg/kg) foi administrado 60min antes do teste
de estimulacao tatil (von Frey). A atividade antinociceptiva do componente bioativo (CB) foi avaliada
pelo aumento da pressao (g) suportado pela pata do animal a um estimulo tatil ndo-nocivo quando
comparado ao controle com constrigdo cronica do nervo ciatico (CC) e sham (falso—operado). O teste
estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média £+ E.P.M. (n= 6 para cada grupo).
2p<0,05 em relagdo ao CC, °p<0,05 em relagdo ao CB- 10 mg/kg, °p<0,05 em relagdo ao CB- 20
mg/kg, ‘p<0,05 em relacdo ao CB- 40 mg/kg.

Com relagao a duragao da atividade antinociceptiva do componente bioativo
por via oral, também na maior dose (40 mg/kg), foi verificada um aumento na
sensibilidade tatil no tempo de 60 min (30,02 + 1,81 g), permanecendo no tempo de
120 min (26,50 £ 1,86 g) e desaparecendo no tempo de 240 min (18,52 + 0,95 g)
quando comparado ao controle com constricdo crénica do nervo ciatico (14,42 +
0,44 g). O controle sham (48,40 £ 1,64 g) apresentou efeito significativo em relagao

a todos os tempos e ao CC (Figura 15).
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FIGURA 15 — Duragédo do efeito antinociceptivo do componente bioativo administrado por via
oral na alodinia mecénica. O componente bioativo (CB) foi administrado na dose de 40 mg/kg 60min
antes do teste de estimulacao tatil (von Frey). A intensidade do estimulo doloroso sentido pela pata a
um estimulo tatil ndo-nocivo foi medida antes (tempo zero) e apds 60, 120 e 240 min da aplicagdo do
componente bioativo e avaliada pelo aumento da intensidade do estimulo doloroso (g) suportado pela
pata do animal nos diferentes tempos analisados quando comparado ao controle com constricdo do
nervo ciatico (CC) e controle sham (falso- operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey
como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). ?p<0,05 em relagdo ao CC, °p<0,05 em
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relagdo ao tempo de 60 min, °p<0,05 em relagdo ao tempo de 120 min, %p<0,05 em relagéo ao tempo
de 240 min.

5.3 Componente bioativo apresenta atividade antinociceptiva sobre

hiperalgesia mecanica.

5.3.1 Efeito do componente bioativo sobre a hiperalgesia mecéanica quando

administrado por via intraperitoneal

A atividade antinociceptiva do componente bioativo no processo de hiperalgesia
mecanica foi verificada pelo aumento na intensidade da carga suportada pelo animal
no teste de compressao da pata (Randall- Selitto). Para tal verificagdo, os animais
foram tratados com o componente bioativo nas doses de 1; 2,5; 5 e 10 mg/kg por via

intraperitoneal.

Antes do tratamento com varias doses do componente bioativo, o teste foi
realizado nos animais para verificar a intensidade de carga suportada apds a
constricdo do nervo ciatico. Este apresentou um limiar de dor de 175,01 £ 17,73 g.
Apos o tratamento com componente bioativo, observou-se que todas as doses
estudadas: 1 mg/kg (350,02 + 19,16 g), 2,5 mg/kg (498,30 + 30,79 g), 5 mg/kg
(637,90 + 29,93 g) e 10 mg/kg (648,01 + 42,71 g), apresentaram um aumento
significativo no limiar de dor em relagdo ao CC. Quando comparadas entre si, as
doses de 1; 2,5 e 5 mg/kg apresentaram diferenga significativa, enquanto que a dose
de 10 mg/kg somente apresentou diferenga significativa com relagdo a dose de 1 e
2,5 mg/kg. Também foi observado que os animais, quando tratados com o
componente bioativo nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/kg, foram capazes de suportar
uma intensidade da carga significativamente superior ao valores obtidos no controle
sham (348,02 + 39,72 g) (Figura 16).
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Figura 16—Efeito antinociceptivo do componente bioativo administrado por via intraperitoneal
na hiperalgesia mecénica. O componente bioativo (CB) foi administrado nas doses de 1; 2,5; 5 e 10
mg/kg i.p, 30min antes do teste de compressao da pata (Randall- Selitto). A atividade antinociceptiva
foi avaliada pelo aumento da intensidade do estimulo doloroso (g) suportado pela pata do animal
quando comparado ao controle com constricdo croénica do nervo ciatico (CC) e o sham (falso-
operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para
cada grupo). 2p<0,05 em relagéo ao CC, °p<0,05 em relagdo ao CB- 1 mg/kg, °p<0,05 em relagéo ao
CB- 2,5 mg/kg, p<0,05 em relagéo ao CB- 5 mg/kg, °p<0,05 em relagdo ao CB- 10 mg/kg.

Como no teste de estimulagao tatil (von Frey), o tempo de duragao do efeito
antinociceptivo do componente bioativo, na via i.p., também foi observado na maior
dose, 10 mg/kg. Observou-se que o efeito antinociceptivo do componente bioativo,
no tempo 30 min (648,64 + 32,16 g) e 120 min (400,02 + 13,59 g), foi significativo
em relagdo ao CC (175,01 £ 17,73 g), desaparecendo no tempo 240 min (216,70 %
31,56 g).

Quando comparados ao controle sham, foi verificada diferenga significativa
nos tempos 30 min e 240 min, ndo observando essa mesma resposta no tempo 120

min (Figura 17).
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FIGURA 17— Duracgao do efeito antinociceptivo do componente bioativo administrado por via
intraperitoneal na hiperalgesia mecanica. O componente bioativo (5 mg/kg) foi administrado i.p,
30min antes do teste de compressao da pata (Randall - Selitto). A intensidade do estimulo suportada
pela pata do animal foi medida antes (tempo zero) e apds 30, 120 e 240 min da aplicacdo do
componente bioativo (CB) e avaliada pelo aumento da intensidade do estimulo doloroso (g) suportado
pela pata do animal nos diferentes tempos analisados quando comparado ao controle com constricao
cronica do nervo ciatico (CC) e o sham (falso-operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e
Tukey como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). ®p<0,05 em relagdo ao CC, *p<0,05 em
relacdo ao tempo de 30 min, °p<0,05 em relagdo ao tempo de 120 min, Yp<0,05 em relagdo ao tempo
de 240 min.

5.3.2 Efeito do componente bioativo sobre a hiperalgesia mecéanica quando

administrado por via oral

O efeito antinociceptivo do componente bioativo também foi verificado por via
oral nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg. O teste de compresséo da pata foi realizado

apos 60 min da aplicagdo do componente, devido ao tempo de absorgao.

Antes do tratamento com o componente bioativo, o animal apresentou um
limiar nociceptivo de 170,80 + 16,85 g. Apds os tratamentos, foi observado que a
dose de 10 mg/kg (248,01 + 34,41 g) ndo apresentou diferenga significativa com
relacdo ao CC, enquanto que as doses de 20 mg/kg (435,00 + 18,77 g) e 40 mg/kg
(595,02 £ 34,67 g) mostraram um aumento significativo do limiar de dor quando
comparados com o0 mesmo. Quando comparadas entre si, todas as doses

apresentaram diferencga significativa.
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Foi observado também que os animais tratados com o a dose de 40mg/kg
conseguiram suportar uma intensidade da carga significativamente superior aos

valores obtidos no controle sham (370,03 + 42,67 g) (Figura 18).
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FIGURA 18- Efeito antinociceptivo do componente bioativo administrado por via oral na
hiperalgesia mecéanica. O componente bioativo (CB) foi administrado nas doses de 10, 20 e 40
mg/kg, 60min antes do teste de compresséo da pata (Randall- Selitto). A atividade antinociceptiva foi
avaliada pelo aumento da intensidade do estimulo doloroso (g) suportado pela pata do animal quando
comparado ao controle com constricdo crénica do nervo ciatico (CC) e o sham (falso-operado). O
teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média = E.P.M. (n= 6 para cada grupo).
ap<0,05 em relagdo ao CC, *p<0,05 em relagdo ao CB- 10mg/kg, °p<0,05 em relagdo ao CB- 20mg/kg,
9p<0,05 em relagao ao CB- 40mg/kg.

O tempo de duracao da atividade antinociceptiva do componente bioativo,
por via oral, foi observado na maior dose efetiva, 40 mg/kg. Este apresentou um
comportamento semelhante ao observado no tempo de duracdo do componente
quando aplicado via i.p. Foi verificado um efeito antinociceptivo no tempo 60 min
(595,05 + 34,67 g) e 120 min (426,70 £ 46,38 g), desaparecendo no tempo 240 min
(275,02 + 41,88 g) quando comparados ao CC (167,01 + 16,02 g) (Figura 19).
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FIGURA 19 — Duragédo do efeito antinociceptivo do componente bioativo administrado por via
oral na hiperalgesia mecéanica. O componente bioativo (40mg/kg) foi administrado 60min antes do
teste de compressdo da pata (Randall-Selitto). A intensidade do estimulo suportada pela pata do
animal foi medida antes (tempo zero) e apds 60, 120 e 240 min da aplicagdo do componente bioativo
(CB) e avaliada pelo aumento da intensidade do estimulo doloroso (g) suportado pela pata do animal
nos diferentes tempos analisados quando comparado ao controle com constricdo crénica do nervo
ciatico (CC) e o sham (falso-operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post
test.. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). 2p<0,05 em relagdo ao CC, ®p<0,05 em relagdo ao
tempo de 60 min.

5.4 Comparagao do efeito antinociceptivo do componente bioativo com

farmacos classicos utilizados na dor neuropatica

O efeito antinociceptivo do componente bioativo foi comparado com algumas
classes de medicamentos usadas atualmente no controle da dor neuropatica, como
morfina e codeina (drogas opidides), carbamazepina (anticonvulsivante), amitriptilina
(antidepressivo), prednisona (corticosteroide), dipirona (analgésico nao estereoidal)

e diclofenaco sddico (anti-inflamatério).

No teste de estimulacao tatil (von Frey), os animais apresentaram, antes de
receberem os tratamentos, um limiar nociceptivo de 13,21 £ 2,05 g. Apds a
administragdo do componente bioativo, este limiar aumentou significativamente para
29,20 + 1,86 g. A morfina (29,99 + 1,86 g), carbamazepina (39,45 + 4,86 Q),
amitriptilina (33,96 + 3,51 g) e diclofenaco sédico (27,75 + 2,08 g) também
mostraram um aumento significativo no limiar nociceptivo quando comparado ao CC.
Ja a dipirona (25,26 £ 2,24 g), a codeina (18,64 + 1,59 g) e a prednisona (14,78 %
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1,21 g) ndo apresentaram diferenga significativa quando comparados ao mesmo
controle. J4 quando comparados ao controle sham (56,64 + 1,96 g), todos os grupos

apresentaram diferenga estatisticamente significativa (Figura 20).
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Figura 20—Comparagao do efeito antinociceptivo do componente bioativo com drogas
utilizadas no tratamento de dor neuropatica na alodinia mecénica. O componente bioativo (5
mg/kg), carbamazepina (60 mg/kg), amitriptilina (30mg/kg), morfina (5 mg/kg), diclofenado sddico (10
mg/kg), dipirona (60 mg/kg), codeina (30 mg/kg), prednisona (60 mg/kg) foram administrados i.p, 30
min antes do teste de estimulagdo tatil pelos filamentos de von Frey. A atividade antinociceptiva foi
avaliada pelo aumento da intensidade do estimulo doloroso (g) suportado pela pata do animal quando
comparado ao quando comparado ao controle com constrigdo crénica do nervo ciatico (CC) e o sham
(falso-operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média + E.P.M. (n=6
para cada grupo). ®p<0,05 em relagdo ao CC, °p<0,05 em relagdo ao CB (componente bioativo),
°p<0,05 em relagdo ao CBZ (carbamazepina), ‘p<0,05 em relagdo a AMT (amitriptilina), ®p<0,05 em
relagdo a M (morfina), p<0,05 em relagdo DS (diclofenaco sddico), 9p<0,05 em relagdo a DIP
(dipirona), "p<0,05 em relagdo COD (codeina), '(p<0,05 em relagédo a PRED (prednisona).

No teste de compressdo da pata (Randall-Selitto), o componente bioativo
(630,70 £ 31,44 g) juntamente com morfina (403,6 + 9,92 g), carbamazepina (330,82
+ 22,54 g), codeina (311,80 £ 9,48 g) e amitriptilina (284,10 + 17,13 g) apresentaram
diferencga significativa quando comparados com o CC (170,8 + 16,85 g). A dipirona
(182,01 £ 10,94 g), o diclofenaco sodico (179,40 + 20,37 g) e a prednisona (178,92 +
3,88 g) ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa quando comparados
ao mesmo. O controle sham (395,00 £ 41,33 g) apresentou diferenga significativa
quando comparado com a dipirona, o diclofenaco sdédico, a prednisona, o CC e o

componente bioativo (figura 21).
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Figura 21- Comparagdo do efeito antinociceptivo do componente bioativo com drogas
utilizadas no tratamento de dor neuropatica na hiperalgesia mecanica. O componente bioativo (5
mg/kg), morfina (5 mg/kg), carbamazepina (60 mg/kg), codeina (30 mg/kg), amitriptilina (30 mg/kg),
dipirona (60 mg/kg), diclofenado sodico (10 mg/kg) e prednisona (60mg/kg) foram administrados i.p,
30 min antes do teste de compressdo da pata (Randall- Selitto). A atividade antinociceptiva foi
avaliada pelo aumento da intensidade do estimulo doloroso (g) suportado pela pata do animal apés
30min da aplicagdo do componente bioativo quando comparado ao controle com constricao crénica
do nervo ciatico (CC) e o sham (falso-operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como
post test. Média £ E.P.M. (n= 6 para cada grupo). p<0,05 em relagdo ao CC, °p<0,05 em relagdo ao
CB (componente bioativo), °p<0,05 em relacdo ao M (morfina), ‘p<0,05 em relacdo a CBZ
(carbamazepina), °p<0,05 em relagdo a COD (codeina), p<0,05 em relagdo AMT (amitriptilina),.
9p<0,05 em relagéo a DIP (dipirona), "p<0,05 em relagdo DS (diclofenaco sédico), '(p<0,05 em relagéo
a PRED (prednisona).

5.5 Bloqueio do efeito antinociceptivo do componente bioativo pela Naloxona

Para verificar a participagao do sistema opidide no efeito antinociceptivo do
componente bioativo, foi administrada naloxona, que € um bloqueador inespecifico
do sistema opidide, na dose de 5 mg/kg (i.p) 30 min antes da aplicagdao do
componente bioativo (5 mg/kg). Os teste de estimulagao tatil (von Frey) e
compressdo da pata (Randall-Sellito) foram realizados 30 min apds aplicagdo do

componente bioativo.

No teste para verificar a alodinia, a naloxona foi capaz de bloquear totalmente
o efeito antinociceptivo do componente bioativo (16,49 + 0,97 g) quando comparado
com grupo que recebeu somente o componente bioativo (30,83 + 2,05 g) e com o
CC (14,49 £ 2,19 g). Além disso, foi utilizada a morfina, a qual é a droga padrao de
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H+

acao opidide como controle do experimento, com (16,39 + 2,19 g) e sem (29,99
1,86 g) associagdo com a naloxona. Comparando com o controle sham (46,21 +

2,95 g), somente a morfina ndo apresentou efeito significativo (Figura 22)
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Figura 22 — Acdo da naloxona sobre o efeito antinociceptivo do componente bioativo na
alodinia mecéanica. O componente bioativo (5 mg/kg), a naloxona (5 mg/kg) e a morfina (5 mg/kg)
foram administrados i.p, 30 min (componente bioativo e morfina) e 60 min (naloxona) antes do teste
de estimulagao tatil (von Frey). A intensidade do estimulo doloroso sentido pela pata do animal ao
leve toque foi medida apés 30 min da aplicagdo do componente bioativo quando comparado ao
controle com constrigdo cronica do nervo ciatico (CC) e o sham (falso-operado). O teste estatistico
utilizado foi ANOVA e Tukey como post test.. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). °p<0,05 em
relagdo ao CC, °p<0,05 em relagdo ao CB (componente bioativo), °p<0,05 em relagdo ao CB +Nal
(componente bioativo + naloxona), p<0,05 em relagdo a M (morfina), ®p<0,05 em relagdo a M + Nal
(morfina + naloxona).

Quanto ao teste de hiperalgesia, a naloxona também foi capaz de bloquear a
atividade antinociceptiva do componente bioativo (252,00 + 32,55 g) quando
comparado com o grupo que recebeu apenas o componente (648,60 + 115,2 g) e ao
CC (170,80 £ 16,85 g). Como controle foi utilizada a morfina (403,60 + 9,92 g) e a
naloxona associada a morfina (144,00 + 9,35 g). Comparando com o controle sham

(379,50 £ 29,50 g), somente a morfina ndo apresentou efeito significativo (figura 23).
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Figura 23 — Ac¢ao do Naloxona sobre o efeito antinociceptivo do componente bioativo na
hiperalgesia mecéanica. O componente bioativo (5 mg/kg), a naloxona (5mg/kg) e a morfina (5mg/kg)
foram administrados i.p, 30 min (componente bioativo e morfina) e 60 min (naloxona) antes do teste
de compresséo da pata (Randall- Selitto). A atividade antinociceptiva foi avaliada pelo aumento da
intensidade do estimulo doloroso (g) suportado pela pata do animal apdés a administracdo do
componente bioativo quando comparado ao controle com constrigdo crénica do nervo ciatico (CC) e o
sham (falso-operado). O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média + E.P.M.
(n= 6 para cada grupo). 2p<0,05 em relagao ao CC, °p<0,05 em relagdo ao CB (componente bioativo),
°p<0,05 em relagao ao CB + Nal (componente bioativo + naloxona), ‘p<0,05 em relagao a M (morfina),
°p<0,05 em relagdo a M + Nal (morfina + naloxona).
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6 DISCUSSAO

Toxinas de animais, plantas e microrganismos tem sido foco de inumeros
estudos, principalmente para a descoberta de novas moléculas com potencial uso
terapéutico (HARVEY et al.,, 1998) e possivelmente para a produgdo de
medicamentos a partir dessas substancias (KARALLIEDDE, 1995). Nas ultimas
décadas, pesquisas com objetivo de compreender a atividade dos diversos
componentes presentes em venenos animais tornou-se maior (MENEZ, 1998). As
toxinas animais tém sido utilizadas em pesquisas na tentativa de se identificar novas
substancias com propriedades analgésicas (REILLY et al., 1994; CARVALHO, 1995;
HARVEY et al., 1998).

No presente trabalho, o componente bioativo foi purificado totalmente em um
unico passo cromatografico e em escala preparativa, o que permitiu obter
quantidades suficientes deste composto para a realizagdo dos diversos ensaios para
estudo da dor neuropatica in vivo. O rendimento de 5% (p:p) do componente bioativo
pode ser considerado muito bom e mostra que este composto € um dos mais

abundantes no veneno do sapo Rhinella jimi.

Sua estrutura quimica foi parcialmente determinada pelo CENAUREM e
mostrou tratar-se de uma substancia de natureza esteroidal o que corrobora com
Steyn e Heerden (1998) cujo trabalho aborda o fato de secregbes cutaneas de sapos
possuirem alto indice desse tipo de substancias. Ressalta-se ainda que estudos
complementares estdo sendo realizados para a elucidacdo da estrutura total deste

componente bioativo.

Sabe-se que moléculas presentes em venenos de anfibios apresentam
atividade antinociceptiva, como os peptideos dermorfinas e deltorfinas, encontrados
na pele de ras da subfamilia Phyllomedusiane, a caruleina obtida de Hyla caerula e
o alcaldide epibatidina isolado de Epipedobates tricolor (SPANDE et al., 1992,
ZADINA et al., 1997; ZETLER, 1985).

Trabalhos recentes realizados por nosso grupo também mostraram que

outros componentes bioativos extraidos da secrecao cutidnea deste mesmo sapo
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apresentam atividade anestésica (PATROCINIO, 2000), bem como efeito
antinociceptivo na dor aguda (CARVALHO, 2009).

Modelos experimentais em animais para o estudo da dor neuropatica tém sido
desenvolvidos na tentativa de simular os efeitos clinicos causados por uma lesao
neural e, assim, proporcionar uma melhor compreensao fisio-famacolégica dos
mecanismos envolvidos na produg¢do, na manutencado e no tratamento de tal dor
(PITCHER; RITCHIE; HENRY, 1999).

A constricido crbnica do nervo ciatico € um modelo bem estabelecido pela
literatura, o qual consiste em uma mononeuropatia periférica produzida em ratos
adultos por ligaduras constritivas frouxas ao redor do nervo ciatico (BENNETT; XIE,
1988). Sugere-se que esta constricdo do nervo possa gerar edema intraneural,
isquemia local e degeneragao axonal (ATTAL, 2000), levando ao desenvolvimento
de dor neuropatica. Tal modelo reproduz os mecanismos e manifestacbes neurais
de sintomas nociceptivos da dor neuropatica observada em humanos (BENNETT;
XIE, 1988; DOWDALL; ROBINSON; MEERT, 2005). O modelo acima citado foi
reproduzido com sucesso no presente estudo, uma vez que reduziu
significativamente o limiar nociceptivo dos animais nos testes de estimulagao tatil

(von Frey) e de compressao da pata (Randall-Selitto).

Um dos sintomas mais frequentemente observado na dor neuropatica € a
alodinia mecanica, a qual pode se desenvolver apés uma injuria neural periférica.
Esta se caracteriza por uma hipersensibilidade tatil para estimulos mecanicos
normalmente inécuos (WOOLF, 2004).

Trabalhos recentes apresentam componentes isolados de diferentes venenos
animais com acao antinociceptitva no fendbmeno de alodinia mecanica induzida pelo
modelo de constricdo crénica do nervo ciatico, quando administrados tanto por via
oral quanto por via intraperitoneal (GUTTIERREZ et al., 2008; LIANG et al., 2009;
PARK et al, 2008). Em seu trabalho, Gutierrez et al. (2008) mostrou que um
peptideo isolado do veneno de Crotalus durissus fterrificus, crotalfina, apresenta
efeito antinociceptivo na alodinia mecénica no modelo de constricdo cronica do

nervo ciatico quando administrado por via oral e este efeito perdurou por até 72 h. Ja
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Liang et al. (2009) realizaram um estudo semelhante e verificaram que
najanalgesina extraida do veneno de Naja naja atra apresenta efeito antinociceptivo
na alodinia mecanica induzida pelo modelo de ligacdo do nervo ciatico quando
administrado por via intraperitoneal e que o tempo de duragdo de sua acao

antinociceptiva no teste de estimulacéo tatil (von Frey) persistiu por uma semana.

No presente trabalho, o componente bioativo mostrou-se eficaz na reducao da
hipersensibilidade tatil induzida pela constricdo crénica do nervo ciatico,
apresentando acdo antinociceptiva em diferentes doses, quando administrado tanto

por via intraperitoneal quanto oral (5,0 e 10,0 mg/kg, i.p.; 20 e 40 mg/kg, v.0.).

Com relacao a duracao do efeito antinociceptivo no teste de estimulacao tatil,
o componente bioativo em estudo sustentou seu efeito até a segunda hora nas duas
vias de administracdo. Neste caso a via de administracdo também nao alterou a
duracdo do efeito do componente. Entretanto, ao compararmos com ensaios
realizados por outros autores, podemos levantar a hipotese de a natureza molecular
do componente pode estar envolvida com a diferenca de duracdo de sua acéo, visto
que o componente bioativo do presente trabalho tem natureza esteroidal e a
crotalfina (GUTIERREZ et al., 2008) e a najanalgesina (LIANG et al., 2009) sao
peptideos.

Outro sintoma positivo também importante na neuropatia periférica é a
hiperalgesia mecanica. Esta pode ocorrer pela facilitacdo da transmissao sensorial
pelos receptores dolorosos originando sensibilizacdo periférica e/ou central
(DWORKIN et al., 2003; KINGERY; VALLIN,1989).

Assim como na alodinia mecanica, compostos presentes em venenos animais
também tem sido testados no fendbmeno de hiperalgesia mecanica com efeitos
antinociceptivos bastante eficazes (GUTTIERREZ et al., 2008; KONNO et al., 2008;
PARK et al., 2008;). Park et al. (2008) mostraram que um peptideo presente no
veneno de Grammostola spatulata apresenta acdo antinociceptiva na hiperalgesia
induzida por carraginina, quando aplicado pela via intraperitoneal, com o efeito
persisitindo até 6 horas. Efeito semelhante foi observado por Nogueira-Neto et al.,

(2008) observando que a crotoxina, um peptideo presente mo veneno de C.
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durissus terrificus, apresenta efeito antinociceptivo na hiperalgesia mecanica
induzida por transecg¢ao do nervo ciatico. Konno et al. (2008) e Gutierrez et al.
(2008), por sua vez, observaram que um outro peptideo obtido do veneno de C.
durissus terrificus, crotalfina, também é capaz de bloquear a hiperalgesia mecanica
induzida por prostaglandinas e por constrigdo do nervo ciatico, respectivamente,
com duragao de aproximadamente 72 h. Além disso, conduziu a um aumento no
limiar de dor dos animais quando comparado com os valores obtidos no controle

antes da cirurgia.

O componente bioativo foi capaz de reduzir esse sintoma em teste de
compressao mecanica da pata (Randall — Selitto) em todas as doses testadas por
via intraperitoneal (1,0; 2,5; 5,0; e 10,0 mg/kg) e oral (20 e 40 mg/kg). Além desse
efeito, esse componente também foi capaz de aumentar o limiar de dor nos animais
acima do controle antes da cirurgia, semelhante ao observado nos trabalhos citados

acima.

Com relacdo a duracéo do efeito antinociceptivo no teste de compressao da
pata (Randall-Selito), o componente bioativo apresentou acdo semelhante ao do
teste da estimulacgao tatil (von Frey) nas duas vias de administragao (i.p. € v.0.),
onde a manutencdo de seu efeito persistiu até a segunda hora. Além disso,

observou-se também que a via de administragao ndo alterou o tempo de atuacgao.

Como o componente bioativo foi eficaz no tratamento da alodinia e
hiperalgesia induzida pela injuria do nervo ciatico, tanto por via oral quanto
intraperitoneal, realizou-se um estudo comparativo com farmacos classicos que

atualmente sao utilizados para o tratamento da dor neuropatica.

Um dos farmacos utilizados para o tratamento da dor neuropatica € a
carbamazepina, um anticonvulsivante, a qual apresenta um mecanismo de acao
bem diversificado, mas com maior atividade em inibir canais para sédio voltagem-
dependentes, impedindo assim o surgimento do estimulo doloroso (ELLIOTT, 1990;
MACDONALD; KELLY, 1993). Ja a amitriptilina € um antidepressivo triciclico que
atua na dor neuropatica por muitos mecanismos, com evidéncia na inibicdo da

recaptacdo de monoaminas (5-HT e NE) e bloqueio de receptores para NMDA e
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canais para sodio (BOMHOLT; MIKKELSEN; BLACKBURN-MUNRO, 2004; MAX et
al., 1987; SINDRUP et al., 1989).

Outros dois farmacos muito utilizados para o tratamento da dor neuropatica
sdo a morfina e a codeina, as quais atuam em receptores opidides que estao
acoplados a proteina G, e essa estimulacao resulta na inibicdo de canais para calcio
e ativagcdo de canais para potassio, sendo que a codeina tem um efeito menos
potente (CHILDERS, 1991; COLLER; CHRISTRUP; SOMOGYI, 2009; NORTH,
1993; LOTSCH, 2005). Ja o diclofenaco sédico parece atuar na inibicdo da dor
neuropatica através da ativacdo dos canais para potassio e inibicdo de canais para
sodio (LEE et al., 2003;0RTIZ et al., 2002).

Os corticoides, como a prednisona, atuam em receptores citoplasmaticos
interferindo no processo de transcricao e sdo usados como adjuvantes analgésicos
para dor em pacientes com cancer e pacientes com dor neuropatica devido a herpes
zostes e compressao da medula espinhal (ZOOROB; CENDER, 1998).

O componente bioativo, quando comparado com a carbamazepina, amitriptilina,
morfina e diclofenaco sédico, mostrou resposta semelhante no que diz respeito a
reducdo da hipersensibilidade tatil. O mesmo comportamento ndo foi observado
quando comparado com a dipirona, codeina e prednisona, uma vez que estas nao
apresentaram efeito na alodinia mecanica no teste de estimulacgéao tatil (von Frey). Ja
na hiperalgesia mecanica, o componente bioativo mostrou efeito significante no teste
de compressao da pata, aumentando o limiar nocicepetivo em relagdo a todos os
farmacos utilizados na comparagdo, chegando a niveis superiores ao dos animas

sem hiperalgesia.

Quando comparado dose a dose, o componente bioativo, na alodinia,
apresentou uma poténcia igual a da morfina, porém apresentou-se mais potente que
a carbamazepina (12 vezes), amitriptilina (6 vezes) e diclofenaco sédico (2 vezes) .
Na hiperalgesia, sua poténcia foi superior a da morfina 9 1,56 vezes),

carbamazepina (22 vezes), amitriptilina (13 vezes) e codeina (12 vezes).
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Com relagéo ao provavel mecanismo de agao da droga em estudo, verificou-
se a participagdo do sistema opidide através da utilizacdo da naloxona, um
bloqueador inespecifico desse sistema. Desta forma verificou-se que a nalaxona foi
capaz de bloquear o efeito antinociceptivo do componente bioativo tanto no teste da
compressao da pata quanto no teste da hipersensibilidade tatil, sugerindo que tal

componente possa agir também via sistema opidide.

Alguns componentes peptidicos de outros venenos estudados recentemente
na dor neuropatica parecem também agir através da via opidide, como € o caso da
crotalfina, najanalgesina (GUTIERREZ et al.,, 2008; KONNO; 2008; LIANG et al.,

2009), agindo em receptores especificos diferentes.

A partir do exposto, pode-se sugerir que nosso componente pode ter agao
tanto de forma direta quanto indireta sobre o sistema opidide. Contudo, pelo fato de
ser um esterdide, acredita-se que ele ndo se liga diretamente a um receptor dessa
via, podendo preferencialmente agir de maneira indireta através da produgéo e/ou

liberagao de opidides endogenos.

Sabe-se que muitas substancias apresentam efeito antinociceptivo nas dores
agudas, mas nao na dor neuropatica. O mesmo comportamento nao foi observado
com o componente bioativo em estudo, uma vez que este apresentou efeito
antinociceptivo tanto na dor aguda (CARVALHO, 2009) quanto na dor neuropatica
experimental, tornando-o uma possivel substancia com potencial terapéutico nas

dores agudas e cronicas.
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7 CONCLUSOES

- O componente bioativo apresentou atividade antinociceptiva para alodinia
mecanica no teste de estimulagao tatil (von Frey) e para hiperalgesia mecanica no

teste de compresséo da pata (Randall-Selitto).

- O componente de estudo apresentou efeito antinociceptivo ndo sé por via
intraperitoneal, mas também por via oral, com duracdo de acado de pelo menos

durante 120 minutos.

- O componente bioativo mostrou poténcia semelhante a morfina, porém foi superior
a carbamazepina, amitriptilina e diclofenaco sédico na alodinia mecanica e, na
hiperalgesia mecénica, apresentou-se 1 mais potente que a morfina,
carbamazepina, amitriptilina e codeina, além de apresentar um aumento no limiar
nociceptivo acima dos valores considerados normais, sugerindo um efeito

analgésico.

- O bloqueio das respostas antinociceptivas do componente bioativo pela naloxona

sugere que o seu mecanismo de ag¢ao envolva a participagao do sistema opidide.

- O componente bioativo em estudo pode ser um modelo para o desenvolvimento de
novos analgésicos com potencial terapéutico no controle da dor neuropatica

humana.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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