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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil
AVALIACAO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ACAO
ANTINOCICEPTIVA CAUSADA PELO SELENETO VINILICO BIS

SUBSTITUIDO (SVBS) EM CAMUNDONGOS

AUTOR: Cristiano Ricardo Jesse
ORIENTADORA: Cristina Wayne Nogueira
CO-ORIENTADOR: Gilson Zeni
DATA E LOCAL DA DEFESA: Santa Maria, marco de 2009.

Nos ultimos anos, 0os compostos organicos de selénio tém sido alvos de
interesse em sintese organica em virtude da descoberta de suas aplicacdes
sintéticas e de suas propriedades farmacoldgicas. O seleneto vinilico bis
substituido (SVBS) é um composto organico de selénio que apresenta baixa
toxicidade quando administrado pela via subcutanea em camundongos, nas
doses em que exerce acao antinociceptiva e antiinflamatéria. Assim, a
pesquisa dos mecanismos pelos quais esse composto exerce os efeitos
farmacoldgicos é importante para a sua aplicacao terapéutica. Desta forma, no
presente trabalho investigou-se as propriedades antinociceptivas do SVBS,
bem como os possiveis mecanismos envolvidos em tal processo. A
administracdo oral do SVBS preveniu a nocicep¢do induzida pela injecéo
intratecal (i.t.) de glutamato, cainato, acido (+)-1- aminociclopentano-trans-1,3-
dicarboxilico (trans-ACPD), capsaicina, substancia P (SP), fator de necrose alfa
(TNF-a) e interleucina 1B (IL-1B), mas nao bloqueou significativamente a
nocicepcdo causada pela injecdo i.t. do acido a- amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolopropionico (AMPA) e &cido N-metil-D-aspartico (NMDA). Além disso, a
administracdo oral do SVBS foi capaz de prevenir a nocicepcao térmica, no
modelo da chapa quente a 55°C. A antinocicep¢ao causada pela administracédo

oral do SVBS no teste da chapa quente foi revertida pelo pré-tratamento com



tetraetilamoénio (TEA; blogueador de diferentes tipos de canais de potassio,
inclusive os dependentes de voltagem) e glibenclamida (bloqueador de canais
de K" dependente de ATP), mas n&o foi revertida pelo pré-tratamento dos
animais com apamina (bloqueador de canais de potassio de baixa condutancia
ativados por calcio) e caribidotoxina (bloqueador de canais de potassio de alta
condutancia ativados por calcio). De acordo com o presente trabalho pode-se
concluir que os mecanismos responsaveis pela acdo antinociceptiva causada
pelo SVBS em camundongos envolvem a participacdo dos sistemas
glutamatérgicos, peptidérgicos e vaniléides e canais de potassio.

Palavras-chave: selénio, nocicepgdo, mecanismos, glutamato, canais de potassio.



ABSTRACT
Dissertation of Master’s Degre
Graduating Program in Toxicological Biochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

Evaluation of mechanisms involved in the antinociceptive action of bis
selenide in mice

AUTHOR: Cristiano Ricardo Jesse
ADVISOR: Cristina Wayne Nogueira
CO-ADVISoR: Gilson Zeni
DATE AND PLACE OF THE DEFENSE: Santa Maria, March, 2009

The interest in organoselenium biochemistry and pharmacology has increased
in the last two decades due to a variety of organoselenium compounds that
possess biological activity. Accordingly, bis selenide is known as a safe drug
when administered acutely to mice at doses that have antiinflammatory and
antinociceptive activities. Therefore, the search for the mechanisms by which
this compound exerts its effects is extremely important for the therapeutic
application. Based on the considerations above, the aims of the present study
were to evaluate the antinociceptive properties, as well as the possible
mechanisms involved in this process. The oral administration of bis selenide
caused significant inhibition of the biting behavior induced by intrathecal (i.t.)
injection of glutamate, kainate, (+)-1-aminocyclopentane-trans-1,3-dicarboxylic
acid (trans-ACPD), capsaicin, substance P (SP), interleukin 1p (IL-1B) and
tumor necrosis factor-a (TNF-a) but completely failed to affect the nociception
induced by a-amino-3-hydroxy-5-mehtyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) and
N-methyl-D-aspartate (NMDA). In addition, the oral administration (p.o.) of bis
selenide caused a significant increase in hot plate (55 °C) response latency.
The antinociceptive effect caused by bis selenide in the hot plate test was
reversed by i.t. injection of several K* channel blockers tetraethylammonium
(TEA, non-selective voltage-dependent K* channel inhibitor) and glibenclamide
(ATP-sensitive K* channel inhibitor) but was not significantly reversed by pre-
treatment of animals with apamin and charybdotoxin (large- and small-
conductance Ca?*- activated K* channel inhibitors, respectively). These results
suggest the participation of glutamatergic, peptidergic and vanilloid systems and
potassium channel in the antinociceptive action caused by bis selenide in mice.



Key words: selenium, nociception, mechanisms, glutamate, potassium channel.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados
sob a forma de artigo, o qual se encontra no item ARTIGO CIENTIFICO. As
secdes Materiais e Métodos, Resultados, Discussao dos Resultados e
Referéncias Bibliograficas, encontram-se no ARTIGO CIENTIFICO e
representam a integra deste estudo. Os itens, DISCUSSAO E CONCLUSOES,
encontram-se no final desta dissertacdo e apresentam interpretacbes e
comentarios gerais sobre o artigo cientifico neste trabalho. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que aparecem nos itens
INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO desta dissertacao.



1. INTRODUCAO

A dor é o principal sintoma clinico que leva os individuos a procurar
servicos primarios de saude. Embora a dor seja fundamental para a
manutencdo da integridade fisica, gera consequéncias desagradaveis tais
como sofrimento, estresse, prejuizos nas relacdes sociais e econbmicas (ex:
isolamento social, auséncia no trabalho), portanto, deve ser rapidamente e
efetivamente tratada (Loeser e Melzack, 1999; Brennan et al., 2007).

Dentre os diversos sistemas de “vigilancia” da homeostase do
organismo, a dor tem papel de destaque por despertar nossa atencéo imediata.
Além de despertar, retém nossa atencao até que o ponto sensivel tenha sido
identificado e o evento que esta desencadeando a lesdo, ou represente risco,
tenha sido afastado (Wall, 1999). Desse modo, o primeiro propdésito da dor
aguda é alertar sobre estimulos que podem provocar lesdo tecidual (estimulos
nocivos), permitindo que mecanismos de defesa ou de fuga sejam adotados
(Millan, 1999). Ao contrario desses propdsitos claramente protetores, a dor
pode se tornar crénica quando o organismo ndo € capaz de resolver lesao ou
quando a plasticidade neuronal que ocorre durante a doenca mantém a dor,
mesmo apds a resolucdo da lesdo. E o que acontece, por exemplo, em
doencas inflamatérias ou apés a lesdo nervosa (neuropatias). Nesses quadros
patoldgicos, o processamento sensorial € anormal (Besson, 1999).

A dor, além de uma sensacdo, € uma experiéncia. As sensacOes
possuem vias neuroanatbmicas importantes com receptores especificos que
permitem a deteccdo e medida de um estimulo. Experiéncias incorporam 0s
componentes sensoriais com influéncias pessoais e ambientais importantes
(Millan, 1999; 2002). O componente sensorial da dor é denominado
nocicepcao, ou seja, a sensacado determinada pela estimulacdo das fibras
aferentes primarias, sem levar em consideracdo os aspectos psicologicos que
também influenciam a percepcéao final da dor (Millan, 1999). De forma geral, o
estimulo nociceptivo depende da acdo de mediadores que sdo comuns ao
processo inflamatorio, principalmente, em casos de dor cronica (Ferreira e
Nakamura, 1979; Clatworthy et al., 1995; Khasar et al., 1999; Bennett et al.,
2000; Ji e Strichartz, 2004). Nesse contexto, substancias capazes de diminuir a
condicao inflamatéria sdo empregadas no tratamento da dor. Na verdade, a
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grande maioria dos farmacos presentes no mercado, que sdo utilizados para o
controle da dor, possui um cunho antiinflamatério (Mendell e Sahenk, 2003).

Estudos farmacologicos, eletrofisiolégicos e anatdmicos tém contribuido
para o descobrimento de multiplos mediadores quimicos envolvidos na dor, o
gue facilita o entendimento dos mecanismos de acdo dos neurotransmissores e
das drogas envolvidas na modulagdo central e periférica da dor (Levine e
Taiwo, 1994; Wood e Docherty, 1997; Millan, 1999). Por isso, muitos esfor¢cos
tém sido dedicados, buscando compreender os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na origem da dor, com o objetivo de encontrar drogas
eficazes, com baixos efeitos colaterais e que possam ser empregadas nestas
circunstancias.

As duas principais classes de analgésicos utilizadas na terapia atual
para o tratamento da dor sdo os opidides e os antiinflamatérios ndo esteroidais
(AINESs), que, embora eficazes, apresentam efeitos adversos que tornam o
tratamento clinico limitado (Negus et al., 2006; Woodcock et al., 2007). Dentre
os efeitos adversos apresentados pelos analgésicos opidides, o principal fator
limitante € o aparecimento da tolerancia analgésica, ja entre os AINEs, o
problema mais frequente estd relacionado as complicacbes gastrintestinais
(Henry et al., 1996; Collett et al., 1998; Mercadante, 1999; Whittle, 2003).

Desta forma, os compostos organicos que contem selénio sdo uma nova
alternativa terapéutica. Dentre estes podemos destacar o ebselen, o qual
apresenta atividades antinociceptiva e antiinflamatéria, as quais podem ser
resultantes da capacidade de neutralizar o peroxinitrito e inibir a proteina
qguinase C (PKC), a 6xido nitrico sintase (NOS) e a 5-lipoxigenase (LOX-5)
(Parnhan e Graf, 1987; Cotgreave et al., 1989; Schewe, 1995; Walther et al.,
1999; Mugesh et al., 2001). Estudos do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o disseleneto de difenila apresenta maior atividade em
mimetizar a enzima glutationa peroxidase e menor toxicidade quando
comparado ao ebselen (Meotti et al., 2004). O disseleneto de difenila,
administrado pela via subcutdnea (s.c), intraperitoneal (i.p.) ou oral (p.o)
apresenta  propriedades farmacolégicas tais como: antinociceptiva,
antiinflamatdria, antioxidante, anti-Ulcera, neuroprotetora, hepatoprotetora, anti-

hiperglicemiante e também protege contra a discinesia orofacial induzida por
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reserpina e haloperidol (Nogueira et al., 2003a, b, 2004; Ghisleni et al, 2003,
Borges et al., 2005a, 2006; Savegnago et al., 2006, 2007a, b, c; Burger et al,
2004, 2006).

O composto seleneto vinilico bis substituido (SVBS), foco deste trabalho,
foi escolhido a partir de um estudo realizado com a classe dos derivados bis
selenetos (Savegnago et al., 2006). Neste estudo, compostos pertencentes a
classse dos bis selenetos foram avaliados em ensaios in vitro. A partir dos
resultados obtidos, dois compostos foram escolhidos para a realizacdo de
testes de nocicepcdo em camundongos. Os compostos denominados 1c (o
qual apresenta trés grupos metil ligados ao anel benzénico) e 1d (o qual
apresenta um atomo de cloro em cada anel benzénico) injetados pela via
subcutanea em camundongos, demonstraram efeitos antinociceptivos em
modelos quimicos (contor¢bes abdominais induzidas por &cido acético e
capsaicina) e térmico (imersdo da cauda em agua a 55°C) de nocicepcao.
Tendo em vista que até o momento as atividades farmacoldgicas atribuidas ao
SVBS foram obtidas a partir da administracao pela via subcutanea, tornou-se
importante investigar se 0 composto SVBS possuia efeito antinociceptivo em
modelos que envolvem estruturas do sistema nervoso central (SNC) quando

administrado pela via oral.



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar a acdo antinociceptiva do composto SVBS, administrado pela
via oral, através da injecédo intratecal de agentes flogisticos e bloqueadores de

canais de potassio em camundongos.

Objetivos Especificos

Considerando os aspectos ja mencionados, os objetivos especificos

deste trabalho compreenderam:

8 Avaliar os mecanismos envolvidos na acao antinociceptiva do SVBS
através da injecao intratecal de agonistas glutamatérgicos, citocinas,
substancia P e capsaicina em camundongos.

§ Investigar o possivel efeito antinociceptivo do SVBS no modelo
térmico de nocicepcdo da chapa quente (hot plate) em camundongos.

§ Determinar o possivel envolvimento dos canais de potassio no efeito
antinociceptivo do SVBS no modelo térmico de nocicepcdo em

camundongos.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Dor

O organismo possui diversos sistemas responsaveis pelo controle da
homeostasia, dentre eles a dor tem papel de destaque, pois atua como um
mecanismo de alerta do corpo, pois “informa” que algo estd ameacando o bem-
estar e retém a atencdo até que a causa tenha sido identificada e afastada
(Wall, 1999). Neste sentido, a dor € um sintoma clinicamente importante para a
deteccdo e avaliacdo de muitas doencas. Porém, quando persistente, a dor
provoca reagdes emocionais negativas, tornando-se debilitante e causadora de
sofrimento (Chapman e Gavrin, 1999; Julius e Basbaum, 2001; Griffis et al.,
2006).

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) como sendo “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel
associada com uma lesao tecidual real ou potencial ou descrita em termos de
tal lesdo” (Loeser e Melzack, 1999). Portanto, sua percepcao é complexa e nao
envolve apenas a transducdo de um estimulo nocivo, mas também processos
emocionais e cognitivos no cérebro (Julius e Basbaum, 2001). Nesse sentido, a
dor parece ser influenciada por fatores fisiol6gicos (sensoriais) e psicologicos, e
a nocicepcdo refere-se apenas a parte fisiologica da dor, sem levar em
consideracao os aspectos psicologicos que também influenciam na percepcao
final da dor. De fato, o componente sensorial da dor é denominado nocicepcao,
ou seja, a sensacao determinada pela estimulagcdo das fibras aferentes
primarias. Assim, enquanto a dor envolve a percepcao de um estimulo
aversivo, a nocicepcao refere-se as manifestacdes neurofisiolégicas geradas
pelo estimulo nocivo. Neste sentido, em animais, a dor é avaliada
indiretamente através da observacdo comportamental evidenciada, desta
maneira, modelos animais de dor sdo de fato modelos de nocicepcao (Tjglsen
e Hole, 1997). Em termos de duracdo, uma sensacao dolorosa pode ser
transitéria, aguda ou crénica. Na dor transitoria, a ativacdo dos nociceptores
(receptores responsaveis em detectar um estimulo doloroso) acontece na
auséncia de dano tecidual, e, neste caso, desempenha funcéo protetora do
organismo contra possiveis danos teciduais. Em contrapartida, a dor aguda €&

uma resposta normal causada por uma lesdo de tecido com consequente
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ativacao dos nociceptores no local da lesédo, sendo que a dor desaparece até
mesmo antes do restabelecimento do tecido lesado. Este tipo de dor
geralmente aparece ap0s cirurgias ou situacdes traumaticas e persiste menos
gue um més, possuindo também carater protetor. Por fim, a dor crénica é
causada por uma leséo tecidual ou doenca que geralmente ultrapassa o tempo
de recuperacdo do organismo, ou seja, este tipo de dor ndo desaparece
mesmo quando o trauma inicial (leséo) foi resolvido, podendo durar meses ou
anos, sendo um importante fator de incapacidade e sofrimento (Loeser e
Melzack, 1999; Lotsch e Geisslinger, 2001). Nao é apenas a duragdo que
distingue a dor aguda da dor crbnica, mas a capacidade do organismo de
reparar o sitio da lesdo e restaurar os disparos aferentes e o processamento
central normal (Loeser, 2000). Pode-se destacar ainda, alteracbes adaptativas
como a neuroplasticidade em varios niveis do sistema nervoso, tais como
sensibilizacdo, desinibicdo dos neur6nios inibitérios do corno dorsal,
reorganizacao do circuito neuronal do corno dorsal e altera¢des na facilitagéo e
inibicdo descendente da dor. Tendo em vista que estes eventos s&o
dependentes da intensidade e da duracao do estimulo, quanto mais persistente
for o processo doloroso, mais dificil se torna o tratamento do quadro patolégico
(Besson, 1999; Woolf e Salter, 2000; Zimmermann, 2001; Wang e Wang,
2003). Tanto a dor aguda quanto a dor cronica estdo frequentemente
associadas a processos inflamatérios, como resultado da lesdo tecidual,
reatividade imunoldgica anormal ou lesdo nervosa (Stein et al., 2003). Na dor
cronica, muitos eventos ocorrem em associacdo com eventos basicos da
nocicepgdo, que alteram a relacdo entre o estimulo e a resposta nociceptiva e
afetam a modulacdo do estado doloroso resultante. Além disso, alteracfes
centrais crbnicas na neuroquimica da sinalizagdo da dor produzem
hipersensibilidade, aumentando a freqiéncia e duracdo dos impulsos
aferentes. Mudancgas estruturais secundarias a lesédo nervosa periférica incluem
a perda de interneurdnios espinhais, rearranjos nado apropriados de processos
neurais aferentes na medula espinhal e a proliferacao de fibras simpaticas no
ganglio sensorial. Essas mudancgas nao sédo uniformes e dependem do tipo de
leséo tecidual, do envolvimento de tipos especificos de fibras e da participacao
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do sistema imune (Dray et al., 1994; Perkins e Tracey, 2000; Watkins e Maier,
2002; Dogrul et al., 2003).
3.1.1 Transmissé&o da dor

A percepgdo do estimulo nociceptivo na periferia se da por estruturas
especificas localizadas na porcédo distal dos neurbnios aferentes sensoriais,
denominadas nociceptores (ou receptores da dor), os quais sdo amplamente
distribuidos na pele, vasos, musculos, articulacbes e visceras. O tecido que
recebe a maior parte dos estimulos nociceptivos € a pele; é ela que fornece a
maioria das informacdes nociceptivas (dolorosas, que sdo resultantes de
lesBes ou que poderiam causar lesdes) periféricas ao sistema nervoso central
(SNC) (Julius e Basbaum, 2001).

A sensibilizacdo dos nociceptores se deve a diferentes estimulos, tais
como, mudanca de temperatura (estimulo nocivo térmico), diferenca osmotica
ou distensdo do tecido (estimulo nocivo mecanico), hipéxia ou leséo tecidual
seguida de inflamacao (estimulo nocivo quimico). Existem ainda os chamados
nociceptores silenciosos (“silent” ou “sleeping”), que s&o uma pequena
proporcdo das fibras aferentes, a qual normalmente ndo é responsivo a
estimulos. Entretanto, quando influenciado por mediadores inflamatérios, ou
apos a administracdo de agentes flogisticos, apresenta atividade espontanea
ou torna-se sensibilizado e responde a estimulos sensoriais (Julius e Basbaum,
2001).

A estimulacdo dos nociceptores periféricos faz com que a informacéo
nociceptiva seja levada através das fibras aferentes primarias (neurdnios de
primeira ordem) ao SNC. Essas fibras séo classificadas, de acordo com seu
didametro, estrutura e velocidade de condugé&o, essencialmente em trés tipos: 1)
fibras C: finas (0,4 a 1,2 mm de diametro), ndo mielinizadas e de conducéo
lenta (0,5 a 2,0 m/s); 2) fibras Aa: médias (2 a 6 mm de diametro), mielinizadas
e de conducdo intermediaria (12 a 30 m/s) e 3) fibras Ad: espessas (mais de 10
mm de diametro), mielinizadas e de conducao rapida (30 a 100 m/s) (Julius e
Basbaum, 2001) (Figura 1). Na pele, a proporcédo entre esses trés tipos de
fibras é de 70%, 10% e 20% respectivamente, mas esses valores podem variar
de acordo com a espécie e regido do corpo analisada. As fibras descritas

acima respondem de maneira diferente aos estimulos in6cuos e agressivos. As
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fibras Aa respondem somente ao toque, vibracdo, pressdo e outros tipos de
estimulacdo sensorial que ndo sejam nociceptivos, como estimulos mecéanicos
de baixa intensidade (Millan, 1999). No entanto, a estimulacdo dessas fibras
pode aliviar a dor, € 0 que ocorre quando elas sdo ativadas por friccdo da pele
pela méo apos alguma lesdo. A maioria das fibras C séo polimodais, isto €, sdo
ativadas por estimulos nocivos mecénicos ou térmicos e ainda por estimulos
nocivos de origem quimica como acidos e a capsaicina. Algumas fibras do tipo
C sdo insensiveis a estimulos mecanicos, mas respondem a estimulos
térmicos de alta ou baixa intensidade (Julius e Basbaum, 2001). Essas fibras
séo classificadas em dois grupos, de acordo com o seu contetdo de peptideos
e a localizacdo de seus terminais sinapticos no corno dorsal da medula
espinhal (Hunt e Rossi, 1985). As fibras C ndo-peptidérgicas expressam o
receptor purinérgico P2X3, o receptor para o fator neurotréfico derivado da glia
Ret e sitios de ligagdo para a isolecitina B4, cujos terminais sinapticos
localizam-se mais internamente na substancia gelatinosa da medula espinhal
(especialmente na lamina 1l). O outro grupo de fibras C denominadas
peptidérgicas sintetiza peptideos como a substancia P (SP) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e expressa receptores de alta
afinidade para o fator de crescimento do nervo. Essas fibras fazem conexdes
com neurdnios da lamina mais externa do corno dorsal da medula
(especialmente na lamina 1) (Cuello et al., 1993; Averil et al., 1995). Por sua
vez, as fibras Ad, sdo conhecidas como mecanotermo nociceptores, ou seja,
fibras responsivas as estimulacdes nociceptivas mecéanicas e térmicas. Além
disso, essas fibras podem ser classificadas em fibras A do tipo I, respondem a
estimulos de calor intenso (até 53 °C) e fibras Ad do tipo Il que respondem a
temperaturas menores que 43°C (Shelley e Cross, 1994; Millan, 1999; Julius e
Basbaum, 2001).

Sob circunstancias normais, apenas as fiboras C e A transmitem as
informacdes nociceptivas da periferia a medula espinhal, porém estudos
recentes utilizando animais transgénicos em conjunto com informacdes
fisiologicas, farmacoldgicas e bioquimicas, tém demonstrado o papel das trés
categorias de fibras sensoriais nos processos de dor persistente (Dray e
Perkins, 1997; Grubb, 1998; Besson, 1999).
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Figura 1: Representacdo esquematica dos diferentes tipos de neurdnios sensoriais primarios
responsaveis pela conducédo do sinal nociceptivo da periferia ao SNC. Adaptado a partir de

Julius e Basbaum, 2001.

Neste contexto, a sensibilizagdo dos nociceptores pode ocorrer em
decorréncia de estimulos térmicos, mecanicos e/ou quimicos, 0 que ocasiona
na liberacao local de diversos mediadores quimicos, que medeiam ou facilitam
a transmisséo da informacdo ao SNC. Esses mediadores podem ser liberados
pelos neurbnios sensoriais e simpaticos e por células ndo neuronais como
plaguetas, células sanglineas, mastocitos, células endoteliais, fibroblastos e
células de Schwann. Na transmissao nociceptiva, mediadores liberados a partir
de células inflamatdrias participam de um quadro crénico (Besson, 1999).

Diversos mediadores tém sido propostos na génese e na transmissao da
dor, destacando-se entre eles, os metabdlitos derivados do acido araquidénico
(prostaglandinas e leucotrienos), peptideos (bradicinina, taquicininas, CGRP,
SP, colecistocinina, peptideo intestinal vasoativo), serotonina, citocinas, 6xido
nitrico (NO), adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), prétons,
entre outros. Além desses, outros mediadores quimicos, tais como o0s
aminoacidos excitatérios (glutamato, aspartato), acetilcolina, e outros, que
podem ser produzidos ou liberados ap6s lesao tecidual ou ainda por irritantes
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exdgenos (formalina, capsaicina, acido acético), sdo também responsaveis
pela transmisséo da dor, tanto no SNP quanto SNC. Alguns mediadores atuam
através da interacdo com receptores acoplados a proteinas G, desencadeando
a formacédo de segundos mensageiros, como o adenosina monofosfato-ciclico
(AMPc), guanosina monofosfato-ciclico (GMPc), varias classes de proteinas
quinase, inositol trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG), aumento de célcio
intracelular e ativacdo de canais iGnicos. Estes eventos iniciais induzem a
ativacao secundaria de quinases intracelulares tais como a PKA e PKC.

Em processos dolorosos mais persistentes observam-se descargas
ectopicas espontaneas nas fibras aferentes primérias relacionadas a alteracdes
nos canais iénicos regulados por voltagem, desencadeando dor espontanea de
origem nervosa (Sah et al., 2003; Lai et al., 2003; Lograsso e Mckelvy, 2003).
Estes canais estao localizados na membrana plasmatica de axénios lesados ou
préximos ao local da lesédo, e/ou no ganglio da raiz dorsal (Holden e Pizzi,
2003; Lograsso e Mckelvy, 2003).
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Figura 2: Representacdo esquematica dos fatores responsaveis pela ativacdo de nociceptores

periféricos. + significa estimula e — significa inibe. Adaptado a partir de Hill, 2001.



11

3.1.2 Processamento central da dor

Os mediadores quimicos liberados apés diferentes estimulos fazem com
gue a informacgdo nociceptiva seja levada através das fibras aferentes ao SNC,
para que este a processe e responda adequadamente em cada situacao.

Inicialmente, os impulsos nociceptivos chegam através dos aferentes
primarios na medula espinhal, mais precisamente no corno dorsal, &rea
primaria de recebimento da maioria das informacdes somato-sensoriais
(Coggeshall e Carlton, 1997). O corno dorsal da medula (Figura 3) € uma
estrutura dividida em laminas com base em sua citoarquitetura, sendo que
cada lamina se caracteriza por receber tipos diferentes de informacgdes. As
fibras aferentes primarias C e A, tém suas terminacdes principalmente nas
laminas superficiais, mas também em laminas mais profundas do corno dorsal
da medula espinhal, onde liberam diversos neurotransmissores. Estudos
mostram que as maiorias das fibras associadas a transmissdo nociceptiva
terminam na lamina | (zona marginal) e Il (substancia gelatinosa). Alguns
estimulos somato-sensoriais provenientes da pele, musculos ou visceras
também sdo capazes de chegar a medula espinhal através do corno ventral
(Besson e Chaouch, 1987).
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Figura 3: Diagrama esguematico mostrando a localizagdo das laminas do corno dorsal da
medula espinhal que recebem as informag8es sensoriais oriundas dos terminais periféricos de

fibras nervosas nociceptivas aferentes. Adaptado a partir de Craig e Dostrovsky et al., 1999.
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A partir da integracdo dos impulsos no corno dorsal, as vias nociceptivas
aferentes dao origem a diferentes modelos de projecdo nas estruturas corticais
e supra-corticais. Neste estagio, 0s componentes sensoriais, discriminativos e
afetivos, bem como os componentes cognitivos, sdo atribuidos ao impulso
nociceptivo (Almeida et al., 2004).

Os diferentes feixes ascendentes que se formam devido a interacdo de
neurdnios de primeira ordem com neurdnios de segunda ordem no corno dorsal
da medula espinhal ddo origem a diversas vias ascendentes que podem ser
classificadas em monossinapticas e polissinapticas (Millan, 1999; Almeida et
al., 2004). As vias de projecao monossinapticas projetam-se diretamente a
estruturas cerebrais superiores e incluem o0s feixes espinotalamico,
espinoreticular, espinomesencefalico, espinoparabraquio-amigdaldide,
espinoparabraquiohipotalamico, espinohipotalamico e neoespinotalamico. O
outro sistema, o polissinaptico, apresenta uma estacdo de retransmissao a
neurdnios de segunda ordem que conduzem a informacdo nociceptiva aos
centros superiores cerebrais e consistem nos feixes paleoespinotalamico,
espinocervical e coluna dorsal polissinaptica (Millan, 1999, 2002; Almeida et al.,
2004).

Muitas destas vias ascendentes fazem conexdes com neurdnios de
terceira ordem no talamo, que projetam seus axbnios pela capsula interna do
cortex somatosensorial até o giro pés-central, onde a localizacdo do estimulo
nociceptivo é realizada; e giro anterior do cingulado, relacionado a
interpretacdo emocional da dor (Russo e Brode, 1998). O organismo também
possui mecanismos intrinsecos para o controle da dor, pois apos a estimulacao
de diferentes nucleos do tdlamo, os sinais sdo transmitidos para diversas
estruturas cerebrais, onde a informacdo do presente contexto € integrada com
experiéncias do passado e processada para produzir a percepcao da dor e
promover a resposta adequada que € enviada para a medula espinhal através
dos neurdnios descendentes (Millan, 1999). Portanto, além de desempenhar
importante papel na interpretagdo da informacao nociceptiva ascendente, as
estruturas supra-espinhais também estédo fortemente envolvidas na modulacéo

de circuitos descendentes que controlam a dor.
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Desde a descoberta por Wall (1967) de que os neurdnios presentes nas
laminas (I, Il e IV-VI) da medula espinhal estdo sujeitos a modulacdo por
estruturas supra-espinhais, o0 entendimento do circuito modulatério
descendente da dor tem progredido drasticamente (Fields e Basbaum, 1999).

A modulacao e integracdo descendente da informacdo nociceptiva é
processada nesse circuito pelas vias descendentes que se originam no tronco
cerebral e outras estruturas como hipotalamo, cértex, talamo, nacleo magno da
rafe, substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e estruturas adjacentes da
medula rostroventromedial (RVM) (Millan, 1999, 2002; Vanegas e Schaible,
2004). Os mecanismos descendentes modulam a resposta nociceptiva por
exercer suas acfes em nociceptores presentes nas fibras primarias aferentes,
bem como em neurbnios do corno dorsal, como interneurbnios excitatorios,
interneurdnios inibitérios e neurdnios de projecdo (Millan, 1999, 2002). Uma
das descobertas mais interessantes a respeito do circuito modulatério da dor é
gue esse pode tanto facilitar quanto inibir a transmissao nociceptiva (Liebeskind
et al., 1973; Urban e Nagy, 1997; Porreca et al., 2002). Logo, o balanco entre a
ativacao dessas duas subpopulacdes de neurdnios determina a resposta a um
estimulo nociceptivo periférico. No entanto, cada forma de lesdo induz um tipo
diferente de neuroplasticidade sobre o sistema, fenbmeno que acontece,
principalmente, em casos de dores persistentes. Além da modulacdo
descendente da informacdo nociceptiva envolver uma série de estruturas
cerebrais, como mencionado  anteriormente, 0s sistemas de
neurotransmissores também estdo envolvidos nesta conexdao, como por
exemplo, o0s sistemas opidide, neuropeptidérgico, serotoninérgico,
noradrenérgico, gabaérgico, glutamatérgico, além de canabinbéides endbégenos
entre outras substancias (Millan, 2002).

E importante mencionar que tanto na dor clinica quanto na dor induzida
em modelos experimentais ndo ha, a principio, um mediador ou uma via
(ascendente ou descendente) dominante que contribua para a conducéo e
perpetuacdo do estimulo nociceptivo. Dependendo do local, tipo e duracéo do
estimulo e levando-se em consideracdo componentes afetivos e emocionais,

ocorre a ativacdo de multiplos canais sensoriais, que irdo convergir e interagir
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com estruturas supra-espinhais, promovendo a sensacéo global de dor (Millan,
1999).

3.1.3 Mediadores quimicos e canais iénicos

A acdo direta ou indireta de mediadores quimicos, tais como metabdlitos
do acido araquidbnico (prostaglandinas e leucotrienos), aminoacidos ou seus
derivados (glutamato, noradrenalina, serotonina, dopamina e 6xido nitrico),
peptideos (cininas, taquicininas, CGRP, galanina, colecistocinina, peptideo
intestinal vasoativo) entre outros, sdo responsaveis pela multiplicidade de
eventos que ocorrem durante a transmisséo da dor, tanto no SNP quanto no
SNC (Besson, 1999; Furst, 1999; Millan, 1999; Calixto et al., 2000). Dentre os
varios mediadores quimicos e canais idnicos da dor e/ou inflamacdo, o
glutamato, a SP, as citocinas e o0s canais de potdssio e de calcio
desempenham papéis importantes.

3.1.3.1 Glutamato

O glutamato e seus receptores compreendem o sistema de
neurotransmissores excitatérios mais importante do sistema nervoso de
mamiferos, onde participam de diversos eventos fisiolégicos e patoldgicos,
como aprendizado, memoria, epilepsia, depresséo, lesdo cerebral causada por
isquemia e outros (Coderre, 1993; Dingledine e McBain, 1994; Lipton e
Rosenberg, 1994; Thomas, 1995; Dickenson, 1997; Hudspith, 1997). As
fungbes do glutamato foram descritas inicialmente no SNC, mas este
neurotransmissor também exerce um papel importante na sinalizacdo de
tecidos como o0ssos, pele, astrocitos, coracdo, pancreas e medula 6ssea
(Skerry e Genever, 2001).

As acdes desencadeadas pelo glutamato sdo mediadas pela ativagéo de
receptores localizados nas membranas neuronais pré e pos-sinapticas, bem
como nas membranas das células gliais (Meldrum et al., 1999). Os receptores
glutamatérgicos podem ser classificados de acordo com estudos
farmacolégicos e moleculares, em duas classes distintas, os receptores
glutamatérgicos “ionotrépicos” (iGIuRs) e o0s receptores glutamatérgicos
“metabotropicos” (mGIuRs). Os iGIuRs sdo acoplados a canais ibnicos,
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podendo ainda ser subdivididos em trés tipos distintos conforme sua
permeabilidade a ions e ativacdo por ligantes, sdo eles: N-metil-D-aspartato
(NMDA), &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazolpropionato (AMPA) e
cainato. Os receptores NMDA medeiam a transmissdo excitatoria lenta e séo
permeéveis principalmente ao Ca?* com menor condutancia ao Na'. Os
receptores AMPA medeiam a neurotransmissao excitatéria rapida e séo canais
com grande permeabilidade a cations monovalentes (Na* e K*) e com baixa
permeabilidade ao Ca?* (Dichter e Wilcox, 1997). Os receptores cainato
diferem da maioria dos receptores AMPA por serem relativamente permeéaveis
aos fons Ca?* (Ozawa et al., 1998). Por outro lado, os mGIuRs dividem-se em
oito subtipos classificados em trés subgrupos de acordo com a sua homologia:
o grupo | (mGIuR 1 e 5), grupo Il (mGIuR 2 e 3) e grupo Il (MGIuR 4, 6, 7 e 8).
Os mGIuRs pertencem a uma familia de receptores que estdo acoplados as
proteinas ligantes de nucleotideos da guanina (proteinas G), promovendo
entdo a modulacdo de efetores intracelulares que por sua vez ativam e/ou
inibem diversos eventos de transducao de sinal (Osawa et al., 1998; Fundytus,
2001).

O glutamato, apds ser liberado para o espaco extracelular e realizar sua
acao via seus receptores, é removido da fenda sinaptica principalmente por
sistemas de transporte que sdo dependentes de sodio, localizados nos
neurbnios e principalmente nas células gliais (Danbolt, 2001). A atividade de
alguns receptores de glutamato, em especial o receptor ionotrépico do tipo
NMDA e alguns mecanismos de captacdo de neurotransmissores sao
regulados pelo seu estado redox (Tang e Aizenman, 1993; Goslan e Ben-Ari,
1995; Trotti et al.,, 1997). Um aumento nas concentracées de glutamato na
fenda sinaptica leva a estimulacédo excessiva dos receptores glutamatérgicos,
desencadeando uma cascata de eventos intracelulares que incluem aumento
na producdo de espécies reativas de oxigénio, diminuicdo nos niveis de
enzimas antioxidantes e maior influxo de calcio e sddio (Lafon-Cazal et al.,
1993; Lipton e Rosenberg, 1994; Reynolds e Hastings, 1995; Singh et al.,
2003). Alguns estudos tém demonstrado que o tratamento com compostos de

selénio restabelece a atividade de enzimas antioxidantes, reduz a peroxidagéo
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de lipideos e previne a morte celular em modelos de toxicidade pelo glutamato
e seus agonistas (Porciuncula et al., 2001; Savaskan et al., 2003).

Diversos estudos tém demonstrado que os receptores glutamatérgicos
estdo diretamente envolvidos na transmissao nociceptiva aferente primaria,
tanto no desenvolvimento quanto na manutencdo da resposta nociceptiva
(Aanonsen e Wilcox, 1987, 1990; Mao et al.,, 1992; Coggeshall e Carlton,
1997). Neste sentido, dados da literatura demonstram que substancias capazes
de bloquear o0s receptores glutamatérgicos, tanto ionotropicos quanto
metabotropicos, apresentam importante efeito antinociceptivo em diferentes
espécies de mamiferos, inclusive em humanos (Lutfy et al., 1997; Neugebauer,
2002; Wiech et al., 2004).

Os antagonistas de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA inibem
tanto a produgdo como a manutencgéo do estado de hipersensibilidade dolorosa
em diversos modelos pré-clinicos de dores cronicas, e tém mostrado eficacia
em pacientes com estas patologias. Contudo, o mais potente e eficaz agente
disponivel na clinica, a cetamina, produz efeitos colaterais importantes, tais
como sedacao, disforia e alucinacdo, que limitam sua utilizacdo (Martin e
Eisenach, 2001).

3.1.3.2 Substancia P (SP)

A SP é um neuropeptideo amplamente distribuido no organismo, onde
atua como neurotransmissor e neuromodulador. Recentemente, receptores da
SP (principalmente o subtipo NK;) foram observados ndo somente em
neurénios e células imunol6gicas como também em células 6sseas (Goto et al.,
2007). Porém, é no sistema nervoso central e periférico que a SP atua como
neurotransmissor das mensagens nociceptivas. Este neuropeptideo é
sintetizado pelos neurdnios do ganglio da raiz dorsal e liberado nas fibras do
tipo C em resposta a agressdes ou a estimulacdes intensas dos nervos
periféricos (Basbaum e Jessell, 2000; Goto et al., 2007). Ela atua sobre os
receptores de neurocininas (NKj;, NK; e NKj3), preferencialmente no subtipo
NKi, o qual se localiza preferencialmente na |amina | do corno dorsal da

medula espinhal em uma variedade de espécies, incluindo humanos, macacos
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e ratos (Regoli et al., 1994; Campos e Calixto, 2000; Harrison e Geppetti,
2001).

Estudos demonstram a interacdo que existe entre a SP e o glutamato na
medula espinhal, de fato, os receptores NMDA pré-sinapticos localizados nas
terminacdes das fibras C facilitam e prolongam a transmissdo da mensagem
nociceptiva, através da liberacdo de SP e glutamato (Malcangio et al., 1998;
Benoliel et al., 2000; Sakurada et al., 2002). Além disso, € importante salientar
gue antagonistas seletivos de receptores NK; e NMDA blogueiam a
hiperalgesia e alodinia, sugerindo que estes receptores contribuem para a
alteracao da transmissao nociceptiva (McLeod et al., 1999).

3.1.3.3 Receptor vaniléide potencial transitério tipo 1 — (TRPV1)

A descoberta de uma classe de canais de calcio, a superfamilia de
receptores potenciais transitorios permitiu um maior entendimento dos
mecanismos de influxo de célcio em uma grande variedade de células. Canais
TRP sdo expressos em células excitaveis e ndo excitaveis e representam vias
primarias de entrado do ion. O primeiro receptor TRP foi identificado como um
componente central do complexo de fototransducdo da mosca drosofila
(Cosenns et al., 1969). Atualmente, os receptores TRP sdo agrupados nas
seguintes subfamilias TRPCs (classicos ou canbnicos), TRPVs (vaniléides),
TRPMs (melastatinicos), TRPPs (policistinicos), TRPMLs (mucolipinicos),
TRPAs (anquirinicos) e TRPNs (NOMP: no mechano-potential) (Nilius et al.,
2005; Minke, 2006).

Devido as suas propriedades na transducdo de estimulos sensoriais e
ndo sensoriais, a subfamilia TRPV (1 a 6) tem recebido crescente atencdo. Os
membros deste grupo apresenta sensibilidade a diversos estimulos ambientais,
nocivos ou nao, incluindo pimentas e outros derivados vegetais, mediadores
inflamatérios, calor, prétons, estimulos osmo- e mecano-sensoriais.

A capsaicina, o principio ardente da pimenta vermelha do género
Capsicum, € um irritante natural, como o olvanil, o eugenol e a resiniferatoxina
(coletivamente denominados vaniléides), que provocam dor ativando
receptores especificos em terminacdes nervosas. A despolarizacdo de

nociceptores polimodais C em mamiferos, por influxo de calcio através de
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canais vaniloides, causa a liberacdo neuronal de SP e outros neuropeptideos,
como o CGRP, a somatostatina e o peptideo intestinal vasoativo (Kalil-Gaspar,
2003).

Em mamiferos, o TRPV 1 funciona como um receptor primario para
estimulos nocivos, apesar de outras funcBes poder existir. O TRPV1 é
fortemente expresso em neurdnios sensoriais, incluindo nos ganglios da raiz
dorsal e trigeminais, com expressdao moderada em fibras nervosas de outros
tecidos. Um aspecto importante do funcionamento do TRPV1 é a sua
sensibilizacdo por um ou mais estimulos e/ou por compostos endbégenos. A
exposicdo de células que expressam TRPV1 a um meio acido sensibiliza o
receptor a ativacdo por calor, reduzindo seu limiar. Do mesmo modo, protons
sensibilizam o receptor aos efeitos da capsaicina (Calixto et al., 2005).

Apesar de sua presenca no SNC de mamiferos, o TRPV1, sob
condicdes fisioldgicas, dificiimente é ativo por pH baixo ou calor, o que sugere
uma regulacdo preferencial por ligantes enddgenos, os chamados
endovaniloides. Este grupo compreende a anandamida, N-
araquidonoidopamina e produtos da lipoxigenase (15-HPETE e 12-HPETE)
(Calixto et al., 2005). Esta habilidade de integrar varios estimulos faz com que
o TRPV1 seja um importante receptor de modulagdo e um promissor sitio para
o desenvolvimento de novos farmacos para o controle da dor. Esta expectativa
€ baseada em estudos recentes que demonstraram que ha um aumento da
expressdo do TRPV1 em tecidos obtidos de pacientes afetados com condi¢des
patolégicas como doencas inflamatérias, hiperalgesia e carcinoma (Calixto et

al., 2005).

3.1.3.4 Interleucina - 18 (IL-1B)

A interleucina — 13 € uma familia composta por trés diferentes peptideos,
estruturalmente relacionados, frutos da expressao de trés genes distintos. S&o
eles os dois agonistas, a interleucina-1 a e a interleucina -1 e um antagonista,
a proteina antagonista do receptor de interleucina -1 (Dhar et al., 2000).

A interleucina-1 afeta basicamente todos os tecidos e sistemas

organicos; ela € o prototipo da citocina pré-inflamatéria, j& que induz a
expressdo de uma variedade de genes e a sintese de proteinas capazes de
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induzir alteracBes inflamatérias crbnicas e agudas. Ela €, ainda, a tipica
citocina de “alarme” na medida em que age sobre diversas células-alvo para
induzir ou amplificar uma variedade de mecanismos de defesa, particularmente
respostas hematolégicas e imunoldgicas.

A interleucina foi originalmente descrita na década de 40 como uma
proteina termo-labil encontrada no exsudato granulocitico e que, quando
injetada em humanos ou animais produzia febre; nesta época ela era chamada
de pirégeno enddégeno. Atualmente é conhecido seu amplo espectro de
atividades tais como a estimulacéo de linfécitos in vitro; estimulagéo in vitro de
condrocitos para produzir prostaglandina E, (PGE;) (May et al., 1990) e
producdo de espécies reativas do oxigénio (Laurindo et al., 1997).

Dado o impacto dos eventos desencadeados pela ligacdo da IL-1B a
seu receptor, especial atencdo foi dada aos eventos fisiolégicos através dos
qguais ocorreria a regulacado desta ligacdo nos tecidos. Esta regulacdo pode
ocorrer através de mecanismos e fatores que antagonizam os efeitos da IL-13
e estes possuem aplicacdo praticas nas enfermidades mediadas por ela como

nos processos inflamatorios.

3.1.3.5 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O TNF-a é um importante mediador pro-inflamatério, pertencente ao
grupo das citocinas. Esta citocina € uma glicoproteina da membrana plasméatica
celular, sintetizada na forma de uma precursor de 223 aminoacidos, com peso
molecular de 26 kDa e constituida por um dominio intracelular (Vassali, 1992).
Apés a sintese, o TNF-a é inicialmente estocado no complexo de Golgi, em
regides perinucleares, sendo transportado por pequenas vesiculas, até a regido
transmembranica das células, onde pode permanecer em sua forma precursora
(imatura), acoplada & membrana ou ser clivado, enzimaticamente, entre 0s
aminoé&cidos alanina 76 e valina 77, pela enzima TACE (TNF-a Converting
Enzyme), resultando na liberagdo do TNF-a soldvel com 157 aminoacidos e
peso molecular de 17 kDa, para o espaco extracelular (Pennica et al., 1984).

Diversos tipos celulares sdo capazes de produzir e secretar o TNF-q,
apos estimulacao apropriada. No entanto, os mondcitos e os macrofagos sao
as principais fontes, produzindo grandes quantidades desta citocina (Vassali et
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al., 1992). Outros tipos celulares incluem os linfocitos T, os neutrofilos, as
células endoteliais e os mastdcitos, sendo estas Ultimas, ainda, capazes de
estocar o TNF-a em granulos citoplasmaticos (Gordon et al., 1990). Apés
estimulos fisicos (luz ultravioleta, radiacdo-X), quimicos e imunoldgicos, ocorre
a liberacdo de TNF-a por essas células (Vassali et al., 1992).

Para exercer seus efeitos bioldgicos, o TNF-a € liberado no espaco
extracelular e interage com dois tipos de receptores de superficie celular: o
TNFR1 e o TNFR2. A interacdo do TNF-a com o receptor TNFR1 desencadeia
uma sinalizacdo intracelular que resulta em eventos pro-inflamatorios e
apoptose, associados a lesdo tecidual. Por outro lado, o0s eventos
desencadeados pela interacdo do TNF-a ao receptor TNFR2 s&o pouco
conhecidos e tém sido associados ao reparo de tecidos e a angiogénese
(Bradley, 2008). Desse modo, a interacdo do TNF-a ao receptor TNFR1 é
suficiente para induzir respostas citotoxicas e pré-inflamatérias, enquanto a
interacdo ao receptor TNFR2 pode promover ativagcdo, migracdo ou
proliferacdo celulares.

As acgles biolégicas do TNF-a incluem um amplo espectro de efeitos.
Sabe-se que o TNF-a esta diretamente envolvido na patogénese do choque
séptico, induzido por bactérias gram-negativas e na patogénese da caquexia
(Dinarello, 1991). O TNF-a participa de varios eventos inflamatorios, como a
ativacdo de neutréfilos e consequente desgranulacdo, producdo de
intermediarios reativos de oxigénio, aumento da citotoxicidade para certos
patdégenos e aumento da atividade fagocitica, quimiotaxia dessas células e de
mondacitos, bem como o aumento da expressdo das moléculas de adesédo P-
selectina, E-selectina e ICAM-1. O TNF-a é reconhecido como mediador
relevante nos processos inflamatérios e a terapia atual, para o tratamento da
dor, durante esse processo, baseia-se no antagonismo do TNF-a e de seus
receptores (Bradley, 2008).

3.1.3.6 Canais de potassio (K")
A primeira evidéncia que canais mediavam o fluxo de K* em células foi
dada por experimentos conduzidos pro Hodkgkin e Keynes em 1955. Usando

axonios, eles mostraram o fluxo de is6topo “°K* através de membranas dessas
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células. ApoOs duas décadas, foi demonstrado através de métodos
eletrofisiolégicos que ions cruzam as membranas celulares através de poros
protéicos especificos cada cada tipo de ion (Hille, 1973).

Os canais de K* sdo membros de uma familia de proteinas que permite
a rapida difusdo de ions K" pela membrana plasmatica, a favor de um gradiente
de concentracdo. Eles desempenham um papel fundamental no controle da
excitabilidade neural e propagacdo de sinal pelo sistema nervoso. A abertura
destes canais leva a uma hiperpolarizacdo da membrana plasmatica,
resultando em uma reducdo na excitabilidade da célula (Hille, 1973). A
diversidade entre os membros desta familia esta relacionada principalmente
com o tipo de estimulo capaz de causar a abertura do canal e difusdo dos ions
K", processo que é regulado por uma variedade de estimulos como alteragdes
na voltagem da membrana plasméatica, niveis intracelulares de certos ions e
moléculas organicas e proteinas (Ca**, ATP, AMPc, sub-unidades de proteinas
G).

Os canais de K* sdo um alvo terapéutico para regulagdo da dor porque
suprimem 0s neurbnios nociceptivos pela hiperpolarizacdo nestes neurdnios
(Wood et al.,, 2004). Muitos estudos demonstram a importancia dos canais
permeaveis ao potassio na modulacdo da percepcao da dor principalmente no
SNC (Ocafna et al.,, 2004). A administracdo intracerebroventricular de
substancias blogueadoras dos canais permeaveis ao potassio reduziram a
antinocicepcao causada pela morfina (Ocafia et al., 1990). Além disso, ha um
grande numero de estudos experimentais e clinicos que demonstram que a
modulacdo dos canais permeaveis ao potassio € uma via importante no efeito
antinociceptivo de drogas como os AINES, antidepressivos triciclicos e drogas
opidides (Ocafia et al., 2004). As idéias em relacdo dos canais permeaveis ao
potassio foram reforcadas com estratégias utilizando a técnica “antisense” ou
animais nocautes. Conseqientemente, 0s canais permeaveis ao potassio
tornaram-se um alvo terapéutico para novas drogas analgésicas e os estudos
utilizando drogas que bloqueiam os canais idnicos sao largamente empregados

em modelos agudos e crénicos de nocicepcéo (Ocafia et al., 2004).
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3.2 Selénio
3.2.1 Caracteristicas quimicas

O elemento selénio foi descoberto em 1817, pelo quimico sueco Jons
Jacob Berzelius. Esse elemento quimico € um calcogénio do grupo 16 da
tabela periddica, que pode se apresentar sob quatro estados de oxidacao:
selenato (Se*®), selenito (Se**), selénio elementar (Se°) e seleneto (Se™?). O Se
compartilha propriedades quimicas e fisicas com o enxofre (S). Esta
similaridade permite que o Se substitua 0 S, promovendo interagdes Se-S nos
sistemas biologicos. Por outro lado, as diferencas nas propriedades fisico-
guimicas entre Se e S constituem a base de seus papéis bioldgicos especificos
(Stadtman, 1980). Os selendis (R-SeH) sao as formas correspondentes aos
tidis (R-SH), em que ocorre a substituicdo do atomo de S pelo atomo de Se
(Klayman e Gunther,1973).

3.2.2 Biodisponibilidade do selénio

Nos mamiferos, o selénio parece ser rapidamente absorvido no
duodeno, seguido pelo jejuno e ileo. Além do trato gastrintestinal, o selénio
pode ser absorvido por tecidos cutédneos e inalacao. Estas duas ultimas vias de
absorcdo de selénio estdo relacionadas com a exposicdo e intoxicagcao
ocupacional por compostos de selénio (Wanger et al.,1976).

Apés a absorcdo, os maiores niveis de selénio estdo localizados nos
eritrécitos, figado, baco, coracdo, unhas e esmalte de dentes (Martin e Gerlack,
1972). Em animais intoxicados cronicamente, o selénio é depositado
principalmente nos rins e figado, seguido pelo pancreas, baco e pulmdes
(Wilber, 1980). A primeira evidéncia de que os compostos de selénio séo
metabolizados em animais foi determinada apés um longo periodo de
tratamento com selenito de sédio. Os animais apresentavam odor garlico
caracteristico, que posteriormente demonstrou ter sido causado pelo seleneto
de dimetila (Klayman e Gunther, 1973). Esse composto pode ser resultado da
detoxicacdo metabdlica de muitos compostos de selénio, a qual envolve uma
série de metilacbes dependentes da S-adenosilmetionina (Hoffman e
McConnell, 1986).
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3.2.3 Atividade biolbgica

O interesse em relagdo ao selénio tem aumentado devido a descoberta
do selénio como um elemento traco essencial (Schwartz e Foltz, 1957) cuja
concentracdo pode ocasionar deficiéncia ou toxicidade. De fato, quando a
ingestdo diaria excede a capacidade corporal de eliminacdo, algum tipo de
intoxicagdo e/ou patologia pode surgir.

No ano de 1930, o selénio foi reconhecido como uma substancia toxica
guando cavalos do oeste da China que se alimentaram de plantas com grande
potencial de acumular este elemento apresentaram sintomas de
envenenamento, como perda de cascos, pélos e anemia (Spallholz, 1993). As
patologias mais comuns associadas a toxicidade do selénio sdo: a doenca
alcalina (alkali disease), uma doenca de carater cronico, e o falso cambalear
(blind staggers), uma doenca de carater agudo que compromete o SNC (Martin
e Gerlack, 1972).

O selénio também exerce influéncia em patologias associadas aos
transtornos de humor, uma vez que a caréncia de selénio parece levar a um
estado de humor mais deprimido (Hawkes e Hornbostel, 1996) e o aumento no
consumo deste elemento estabiliza o humor e diminui o estado depressivo e
outros sintomas negativos do humor como ansiedade, confusdo e hostilidade
(Benton e Cook, 1991). Neste contexto, a suplementacdo de dietas com
selénio, tanto para animais quanto para humanos, tem sido aceita pela
comunidade cientifica. Para humanos, a Junta de Alimentacdo e Nutricdo da
Academia de Ciéncias dos Estados Unidos propde uma ingestao diaria de 50 -
200 pg, podendo ser encontrado nos seguintes alimentos: castanha-do-pard,
alho, cebola, brécolis, cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes (Dumont et
al., 2006).

Este calcogénio apresenta um grande numero de funcbes bioldgicas,
sendo a antioxidante mais importante. Além disso, o Se esta presente como
residuo de selenocisteina no sitio ativo das enzimas glutationa peroxidase
(Flohé et al., 1973), tioredoxina redutase (Holmgren, 1985), 5’-deiodinase
(Behne e Kyriakopoulos, 1990) e selenoproteina P (Ursini et al., 1990), sendo
gue a atividade redox do Se tem fundamental importancia para o sitio catalitico
dessas enzimas. Portanto, a partir da descoberta do papel essencial do selénio
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nos sitios ativos de enzimas e do conceito de que moléculas contendo selénio
podem ser melhores nucledfilos (e, portanto antioxidantes) que os classicos
antioxidantes, (Arteel e Sies, 2001) se intensificou a sintese e o interesse em

compostos organicos contendo selénio.

3.3 Compostos organicos de selénio

Nos ultimos anos, os compostos organicos de selénio tém sido alvo de
interesse em sintese organica em virtude da descoberta de suas aplicacdes
sintéticas de suas propriedades farmacoldgicas e por apresentar menor
toxicidade em relacdo as espécies inorganicas (Parnham e Graf, 1991;
Nogueira et al., 2004). Dentre os compostos organicos de selénio estudados no
Nosso grupo de pesquisa destacam-se o ebselen e o disseleneto de difenila.

3.3.1 Ebselen

O ebselen (2-fenil-1,2-benzilsoselenazol-3(2H)-ona) (Figura 4) é um
composto organico de selénio que apresenta propriedade antioxidante similar a
selenoenzima glutationa peroxidase (Parnhan e Graf, 1991). Esse composto
possui baixa toxicidade, pois ele ndo libera selénio de sua molécula (Parnhan e
Graff, 1987). De fato, Wendel e colaboradores (1984) demonstraram que em
animais deficientes de selénio, a atividade da enzima glutationa peroxidase nao
aumentava pela suplementacdo com ebselen. O ebselen apresentou
importantes efeitos como antioxidante na reducdo da peroxidacao lipidica e
pelas reagbes com grupos sulfidrilicos (-SH) em diferentes tecidos (Sies e
Arteel, 2000; Rossato et al., 2002; Davis et al., 2004; Nowak et al., 2006). Além
disso, esse composto apresenta efeitos protetores em diversos modelos de
isquemia tais como cerebral, cardiaca, hepatica e em um modelo in vitro, pela
privagéo de glicose e oxigénio (Osaki et al., 1997; Imai et al., 2001).

O ebselen possui atividades antiinflamatérias, as quais podem ser
devido a sua capacidade de inibir algumas enzimas envolvidas no processo
inflamatério e por reduzir a sintese e a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias
(Parnhan e Graf, 1987; 1991; Walther et al., 1999). O ebselen também inibe a
formacdo de leucotrienos sintetizados pela via da lipoxigenase 5, e em
granuldcitos inibe a atividade da PKC e da NADPH oxidase (Mugesh et al.,
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2001). Além disso, o ebselen inibe in vivo e in vitro a enzima Oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS), isoforma da Oxido nitrico sintase que se torna ativa
nos processos inflamatérios (Porciancula et al., 2003). Recentemente, estudos
tém investigado a habilidade deste composto na supressao de enzimas
envolvidas no processo apoptético e vias de sinalizacdo, colaborando para a
elucidacdo de outros mecanismos que possam estar envolvidos nas
propriedades farmacolégicas do ebselen (Yoshizumi et al., 2002, 2004). Em
estudos in vitro com tecidos e células do SNC o ebselen apresentou efeito
protetor contra a excitotoxidade provocada pelo glutamato, bem como
demonstrou alterar alguns parametros do sistema glutamatérgico (Porcitncula
et al., 2001, 2004; Nogueira et al., 2002). Além disso, Herin et al (2001)
sugeriram que o efeito neuroprotetor do ebselen em lesGes provocadas pelo
glutamato e seus agonistas, pode ser em parte devido a sua direta interacao
com o sitio modulatério redox do receptor de glutamato do tipo NMDA. No
entanto, este composto quando administrado por infuséo direta na regido CAl
do hipocampo prejudica a perfomance dos animais na tarefa de esquiva
inibitéria, sugerindo que o ebselen pode prejudicar os processos de aquisicao,
consolidacéo e evocagao da memoéria (Porciancula et al., 2002).

Figura 4: Estrutura quimica do ebselen

3.3.2 Disseleneto de difenila

O disseleneto de difenila (figura 5) € um composto organico que contém
Se, portanto um organocalcogénio. Nos Ultimos anos, na tentativa de buscar
novos farmacos que poderdo representar uma nova alternativa terapéutica no
combate e/ou controle de patologias, 0 grupo de pesquisa tem investigado
amplamente as propriedades farmacoldgicas e /ou toxicoldgicas do disseleneto

de difenila.
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Figura 5 - Estrutura quimica do disseleneto de difenila

3.3.2.1 Propriedades farmacoldgicas

O disseleneto de difenila € conhecido por ser mais ativo como mimético
da selenoenzima glutationa peroxidase (Meotti et al., 2004) que o ebselen. O
disseleneto de difenila tem-se apresentado como um bom agente antioxidante
na reducado da peroxidacdo de lipideos provocada por diversos agentes e em
diferentes tecidos (Meotti et al., 2004; Santos et al., 2004; 2005). Dados da
literatura também indicam que esse composto organico de selénio apresenta
varias propriedades farmacolégicas, tais como anti-Ulcera (Savegnago et al.,
2006), hepatoprotetor (Borges et al., 2006), antidepressivo (Savegnago et al.,
2007d; 2008) e também protege contra a discinesia orofacial induzida por
reserpina e haloperidol (Burger et al., 2004, 2006). Rosa et al (2006)
demonstraram que o disseleneto de difenila administrado em camundongos
induz a facilitacdo da formacdo da memdria, sem causar neurotoxicidade
comportamental. Estudos recentes do nosso grupo relataram que o disseleneto
de difenila quando administrado pela via subcutéanea ou pela via oral apresenta
acdo antinociceptiva, antiinflamatoria e anti-hiperalgésica em camundongos e
ratos (Zasso et al., 2005; Savegnago et al., 2007 a, b, c). Sendo que, o possivel
mecanismo envolvido na acéo antinociceptiva do disseleneto de difenila parece
envolver a via glutamatérgica (receptores NMDA) adenosinérgica (receptores
Azg), canais de potassio, via do oOxido-nitrico/l-arginina e serotoninérgica

(Savegnago et al., 2007 a, b, c).

3.3.3 Seleneto vinilico bis substituido
Os derivados selenetos bis alcenos foram alvo de estudos para

determinar as atividades antinociceptiva e antioxidante. Os compostos
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denominados 1c, 1d e le (Figura 6) demonstraram os melhores resultados nos
estudos da atividade antioxidante no modelo de peroxidacao lipidica in vitro e o
composto 1d apresentou a menor Clsp. Os compostos mais promissores, 1c e
1d, foram administrados pela via subcutanea nas doses de 5 a 50 mg/kg e
avaliados em testes nociceptivos (Savegnago et al., 2006). Os compostos
apresentaram efeito antinociceptivo no teste das contor¢cdes induzidas por
acido acético, com Dlsode >50 e 14.61 mg/kg, respectivamente. Além disso, 0s
compostos 1c e 1d inibiram de maneira significativa o tempo de lambida
induzida pela capsaicina em camundongos. Os compostos também foram
avaliados no teste de nocicepc¢do térmica da imersdo da cauda em agua a
55°C e mostraram efeito antinociceptivo que nao foi prevenido pela pré-
administracdo de naloxona (antagonista opidide) (Savegnago et al., 2006).

RSe SeR

1a-R =C,Hq

1b - R = CgH;g

1c - R =2,4,6-MeyCgH,
1d - R = 4-CICgH,

1e - R =4-MeOCgH,

Figura 6 - Estrutura quimica dos derivados selenetos bis alcenos

Apébs o trabalho de selecdo dos compostos mais promissores, 0 grupo
avaliou os compostos 1c (figura 7) e 1d (figura 6) em novas metodologias de
testes nociceptivos. Assim, o composto 1c foi administrado oralmente em
modelos nociceptivos quimicos em ratos e camundongos (Jesse et al., 2007).
O composto apresentou atividade antinociceptiva na primeira e na segunda
fase do teste da formalina em ratos. Este efeito foi bloqueado pela pré-
administracdo de NC®-L-nitro-arginina-metil ester (inibidor da 6xido nitrico
sintase), azul de metileno (inibidor da 6xido nitrico sintase/guanilato ciclase) e
glibenclamida (inibidor dos canais de potassio sensiveis ao ATP) e ndo pela

atropina (antagonista muscarinico). Além disso, 0 composto inibiu o tempo de
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lambida e diminuiu 0 edema de pata induzido por serotonina, histamina,

composto 48/80 e glutamato.

HO

Se Se

Figura 7 - Estrutura quimica do composto 1c
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Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados
sob a forma de artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados,
Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no
préprio artigo, estruturados de acordo com as normas da revista Brain
Research.



4.1 Mecanismos espinhais do efeito antinociceptivo causado pela

administragédo oral do bis-selenide em camundongos

4.1.1 Artigo 1

Spinal mechanisms of antinociceptive effect caused by oral administration of

bis-selenide in mice

Cristiano R. Jesse, Lucielli Savegnago, Cristina W. Nogueira

Brain Research 1231 (2008) 25-33
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Fig. 1 - Chemieal strucrure of (Z)-2, 3-bis{4-chlarophenylse-
lanyl}prop-2-en-1-ol.
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Many studies indicated that the K* channels play key roles
el ::-‘.ring thie rv:'s-"ring membrane pnrl'n‘.ml and in r:_'.rlrmlling
neuronal activity and signal propagation throughout the
nervous system [Hille, 2001). Many studies have focused on
the role of K* channels in pain. it has been reported that thesa
channels contribute to the modulation of pain perception in
central nerve systern [Dcano et al, 2004). While
openers [i.cov) result in an antinociception, K channel
boozrers reduce antinccicepdon produced -y mcrpoine
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Fig. 2 - Effect of bis-selenide administered orally (550 mg'kg) against glutamate (175 nmolisive, L, 4), AMPA (135 pmol/site,

i.t., B) NMDA (450 pmol/site, i.t., C}, kainate (110 pmol/site, i.t., D) or trans-ACFD (50 nmolisite, i.t., E) —

induced biting in mice,

Ench colurmn represents the menn <550, for ain o elght animale. Asveriehe denote tre elpnificance levels *F=0.05, “F-=0,01
and F.0.001 campared pe the sonteel geoup walues (Closed columns) fane-way AWMOWA follswed by Mewman-Heols ese).
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2006), Moreaver, the
actian of bis-selenide is not influsncsd |I:|-' :1|::ir:'.-
epnage et al, 2006, Additionally, bis-
sedenide inhibited the licking and the pedema induced by gluta

properties in mice [Savegnago et al,

antiociceptis,

dergic mechanism |

of mice, The mvalvement of nitre |,|1-::'|:||'_-'r_"_,|~:"'i-:' OGP and E
channel pat hw:_l_'\_.-::.lrl the :|||1in|_|r_'ir'|_']'|'. e affect ol Fis-salenide in
the farmalin tese in rats was alsas ':ﬂ-||r:*||_-r| |.,'|--;::-" et al., 2007}

Tllr_'rl'-r'r:rr_'. based on a ]_1!'\t'l.l'i|:'-l,lh' 5[':|,I1_,r rlg_'n'.-')rl:.'rr:.‘ing thuat

subcutanecus injection of bis-selenide elicits antinociceptive

properties in mice |:'7.:'-'.'|'g":'-g:1 et al., 2006), the purpose of the
present study was to further investigate the role played by the
al |r:-r|-:\|'r|1:_1i§' and |1'|r'1::t|||1rg'-|'_:1|'gl:.:t:ln'.:;ll,:*r EIC TRCCPLOrS as
well as substance P {5F), capsalcin (CAF), IL-1p and THF-a in
the antinociception caused by oral administration of bis
eride in mice, Addidonally, we investigated the antineci
ceptive activity induced by bis-seleride in the hot plate test in
mice and determined the possible participation of the E
channel pathway in the antinociception induced by bis
selenide in the hot plate test

2. Results

Z1 Effect of bis-selenide on spinal excitatory amine acid
[EAA)-induced moticeptive respanss

ligs 2iA, D erd L shawatzethis-celaxn?

a gignificant and dage-ralazsd inkiBEcn af the nocices
Tesponse W Futamats, ainate andc Torg-acfD. The maximal
PahHET and sy vRuss see demnmabtrbed in abls 1
In venteEaf, his-aetsnice had ne sipotoant &Tect apaiat
Area and ia-mediated naciceptive ssanarae inomice
Uheal G and G

2.2 Effect of bis-zeienide on pro-inflammeatory
cytokine-indurced nociceptive response

iThe resalts prese ed N lige. 20A, 15 skaw Thiot bis-ae’enide
S=Ea ks, given avnlly, produced prencameed Tahisitiar o
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Fig. 3 — Effect of his-selenide administered orally

[5-25 mgikg, p.o.) on the nocicoptive behavior induced by
THNF-r [0, ppfsite, L1, 4] ot TL-10 (1 pgisite, it B), Fach
column represents the mean = S.E.M, for six to cight animals,
Astersks denote the significance levels "P<0,05, ™F <001
and "' P 0001 compared to the contrel group valuc (closcd
colurnns) {one-way ANOWVA follewed by Newman Keuls
best),

23 Effect af bis-selenide on substance [' or
capsAicin-induced AOCICEPOUE FEEpORSE
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Table 1- The mean I, and maximal inhibiden valuea for the endnocicepdve aeton of bis-selenide 1n intrathecal injecdan

of different algogen agents in mice
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inluibiton values for the andnockeeptive eflect of bis-selenide
:uga:ns[ 5P and capsaicin are demonstrated in Tebie 1

L4 Effect of bis-selenide on the hat plate test

The oral administration of bis-selenide (25-50 ma'kg) in mice
caused a significant increase in the reaction time to thermal
stimuli as compared to the contrel group (Fig. 5). The
cakulated mean Dy, walua {and the %% confidence limits)
for bls-selenbde-induced antinociception ln mbce In the hat
plate tast was 237 (15.00-25,74) rr:p,ﬂ:g

1.5 Invalvement of K* channels in the antinodoeptive
action caused by bis-selenide
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the moan £ S5.E.04L. far six o cight animals. Asterisles

denore the EJgI!LUES.I!EE lewela T =l and " F< D001
carmpared ko the ermbral group wslues [diesed columans)
[ane-weay ANOVA fallasred bar Mewmmao-Kewls test).

Latency is]
bl

f@%lﬁﬁ

c 1 5 i0 25 50
Bis selanide (ma'kq, p.o.)

Fig. 5 — Effect of bis-selenide administered orally on the hot
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3. Discussion

The results of the present study extend pravions data from our
mesrRIch group (H'n-';'gnagn ot gl S0} and clearly show that
the glutamatergic systern, mare specifically wia Interactlon
with krinate and trans-ACPD receptors, p ays & critical role in
the antinociceptive effect caused by bis-selenide n mice. In
fact, bis-selenide caused significant inhibition of ghatamate,
Eainate and rans-ACPD-induced nociceptive response, but did
not inhibit the nociceptive response caused by intrathecal
mjection of AMPA and NMDA, Thuas, these findings strongly
suggest that the antinockceptive action caused by bis-selenide
depends on its interaction with kainate and trons-ACPD
receplons.

Several lines of evidenoe SUERest that kainate receptors
contribute to wansmissbon of nociceptive Information (n the
spinal cord, Firstly, anatomical studies demonstrated that
Eainate receptors, o their subunits, are located oo peirmary
afferent fibers associated with small neurens in dorsal root
(Partin et al., 199%; Sato et ab, 1993 Sahara et al, 19597)
Secondly, electrophysiological responses 1o kainate hawve baen
foand in a subpopulation of small dorsal root ganglion neurans
(Aprawal ensd Evans, 1986 Huettner et al, 1990} Kainate
dzgedmz Lo biioedly depuoleiies azed ey desz izl e - owe
thet are a'sz reckod by cepsainit and alanas- -tatoduess

1oziseniiee Sl oag ol (o egisl e al, 1995 wod pan
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5- DISCUSSAO

A dor € um sintoma que afeta milhares de individuos diariamente, sendo
comum a muitas patologias. Embora exista uma ampla gama de analgésicos
disponiveis no mercado, estes possuem efeitos adversos que acabam por
limitar o tratamento terapéutico. Além disto, alguns tipos de dor séo refratarias
aos analgésicos disponiveis (Mendell e Sahenk, 2003). Portanto, é bem
conhecido o grande interesse das companhias farmacéuticas no
desenvolvimento de compostos mais efetivos e seguros para o tratamento da
dor. Neste contexto, os resultados obtidos no presente estudo confirmam e
estendem os dados da literatura que revelam que compostos orgéanicos de
selénio sdo promissores para o tratamento da dor. O tratamento sistémico dos
animais com SVBS foi efetivo em inibir a nocicep¢do causada pela injecéo
intratecal de agentes flogisticos e no modelo de nocicepcédo induzido por
estimulo nocivo térmico (placa-quente).

Os receptores glutamatérgicos sdo amplamente distribuidos no SNC e
séo divididos em: ionotropicos e metabotrépicos. Estudos utilizando agonistas
e antagonistas seletivos de receptores glutamatérgicos para investigar o papel
de cada grupo de receptores na nocicep¢ao aguda e crénica. Os resultados
levaram a conclusédo que todos os subtipos de receptores ionotrépicos NMDA,
AMPA e cainato e receptores metabotropicos (Grupos I, Il e Ill) possuem papel
relevante na estabilizacdo ou manutencdo destes estados dolorosos
(Neugebauer, 2001; Carlton, 2001). Nossos resultados também evidenciaram o
envolvimento do sistema glutamatérgico na antinocicepcdo causada pela
administracdo oral do SVBS em camundongos. Os resultados obtidos nesta
dissertacdo, demonstraram que a administracdo oral do SVBS foi capaz de
reduzir de forma significativa a resposta nociceptiva causada pela injecéo
intratecal de glutamato (agonista ndo seletivo de receptores glutamatérgicos),
de cainato (agonista seletivo do receptor ionotrépico do subtipo cainato) e de
trans- ACPD (agonista de receptores metabotropicos glutamatérgicos). Porém,
0 SVBS nao inibiu a nocicepc¢édo induzida pelo AMPA (agonista seletivo de
receptores ionotrépicos glutamatérgicos do subtipo AMPA) e NMDA (agonista
seletivo de receptores ionotropicos glutamatérgicos do subtipo NMDA). Esses
resultados confirmam que a atividade antinociceptiva do SVBS ocorre em nivel
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central e mostram que os receptores AMPA e trans-ACPD, em nivel espinhal,
estdo envolvidos no efeito antinociceptivo desse composto. Somando-se a
isso, 0 tratamento prévio com SVBS, administrado pela via oral, inibiu
eficientemente a nocicepcao induzida pela administracéo i.t. da SP. De fato, a
SP e o glutamato interagem sinergisticamente durante a ativacdo de neurdnios
sensoriais no corno dorsal da medula para processarem a sensacado de dor
(Sakurada et al., 1996).

A administracdo oral do SVBS causou reducdo significativa da
nocicepcdo neurogénica induzida pela ativacdo de receptores vanildides pela
injecdo de capsaicina na pata de camundongos. A capsaicina (8-metil-N-vanillil-
6-nonenamida) é uma substancia algica obtida da pimenta vermelha, “chilli
pepper”, disponivel como ferramenta farmacolégica para o estudo dos subtipos
de fibras sensoriais priméarias do tipo C e AJ, incluindo os nociceptores
polimodais e termoceptores (Caterina e Julius, 2001; Holzer, 1991). Além disso,
tem sido proposto que a nocicepc¢ao induzida pela capsaicina é mediada pela
ativacdo de seu receptor especifico, conhecido como receptor vanildide (VR)
(TRPV1), um canal catidnico ndo seletivo ativado por ligante encontrado em
neurbnios sensoriais primarios. A ativacdo deste receptor induz a
despolarizacdo da membrana com aumento do influxo de cations, levando ao
estimulo nocivo (Julius e Basbaum, 2001).

A administracéo oral do SVBS produziu inibicdo do comportamento de
“biting” causado pela injecdo intratecal de citocinas proé-inflamatorias (IL-1B e
TNF-a). O disseleneto de difenila também inibiu a nocicepc¢ao induzida pela
injecéo intratecal de TNF-a . Schéafers e colaboradores (2003) descreveram que
a nocicepcao induzida pelo TNF-a envolve a fosforilagdo de MAPKs como a
p38. Portanto, com base nos resultados obtidos no artigo, conclui-se que o
SVBS pode exercer sua acdo antinociceptiva por interagir com o sistema
nervoso central modulando de forma direta ou indireta o sistema
glutamatérgico, os receptores vaniléides e os peptidérgicos e as citocinas
préinflamatdrias

A fim de obter a confirmacédo do efeito antinociceptivo do composto
testado, avaliando-o frente a outro tipo de estimulo nocivo, utilizou-se o teste

da placa-quente (55 °C). No teste da placa quente, o estimulo térmico ativa
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nociceptores, que transmitem a informacéo nociceptiva aguda ao corno dorsal
da medula espinhal e, posteriormente, a centros corticais, produzindo uma
resposta nociceptiva organizada (Mogil e Adhikari, 1999). Por este motivo a
placa quente & também um dos modelos mais utilizados no estudo de drogas
analgésicas, principalmente de drogas que possuem acao no SNC, tais como
opidides (Le Bars et al., 2001). Os resultados obtidos no presente estudo
demostraram que o SVBS aumentou significativamente o tempo de laténcia
dos animais no teste de nocicepc¢ao térmica no teste da placa quente.

A participacdo dos canais de K* no efeito antinociceptivo causado pelo
SVBS foi evidenciada nos resultados deste trabalho. Os resultados indicaram
gue o efeito antinociceptivo do SVBS, no teste da chapa quente, foi prevenido
pela injecdo intratecal de TEA (bloqueador de diferentes tipos de canais de
potassio, inclusive os dependentes de voltagem) e glibenclamida (bloqueador
de canais de K' dependente de ATP), mas foi revertido pela injecdo de
apamina (bloqueador de canais de potassio de baixa condutancia ativados por
calcio) e de caribidotoxina (bloqueador de canais de potassio de alta
condutancia ativados por calcio). Desta forma, o efeito antinociceptivo causado
pelo SVBS parece envolver a abertura de canais de potassio (dependente de
ATP e de voltagem).

Analisados em conjunto, esses resultados permitem sugerir que o SVBS
parece ser promissor para o desenvolvimento de uma nova droga analgésica
terapeuticamente relevante. Contudo, estudos posteriores devem ser
realizados a fim de verificar o exato mecanismo de acdo, caracteristicas
farmacocinéticas e possiveis efeitos toxicos produzidos por este composto. Em
conclusdo, o presente trabalho mostra que o SVBS é dotado de atividade
antinociceptiva quando avaliado em modelos de nocicepcdo aguda em
camundongos. Os mecanismos envolvidos na acdo antinociceptiva do SVBS

sé&o mostrados na figura 8.
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Figura 8: Possiveis sitios de agdo do SVBS



6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertagcdo podemos

concluir que:

U A administracdo sistémica do SVBS foi capaz de prevenir a nocicepcao
induzida pela injecéo i.t. de glutamato, cainato, trans-ACPD, SP, capsaicina e

citocinas proé-inflamatdrias em camundongos.

U A administracao oral do SVBS preveniu a nocicepc¢do térmica, no modelo da

chapa quente a 55 °C (Hot plate) em camundongos.

U Os mecanismos de acdo envolvidos na agdo antinociceptiva e
antiinflamatéria do SVBS envolvem canais de potassio dependentes de

voltagem e de ATP.



7. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente estudo abrem novas perspectivas para
a investigacdo do potencial efeito farmacolégico do SVBS, dentre eles: suas
acOes sobre proteinas quinases ativadas por mitégenos, estudos de ligacédo
especifica, dosagem de neurotransmissores e a relacdo destes eventos com o
processo de transmissao nociceptiva e de inflamacéao.

Além disso, o SVBS pode ser aplicado em modelos experimentais que
reflitam condicdes patoldgicas relacionadas a inflamacéo e ao estresse oxidativo,
como modelos de poliartrite, hiperalgesia, neuropatia e doencas
neurodegenerativas, para avaliar o potencial efeito deste composto sobre estas
situacdes, procurando intensificar a aplicabilidade terapéutica e cientifica deste

composto.
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