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Estudo do efeito [antinociceptivo] da [geranina], [furosina], [quercetina], [rutina] e 
do [gaiato de etila] isolados das plantas do gênero [Phyllanthus] e do alcalóide 
[cioridrato de cis-8,10-Di-N-propillobelidiol dihidratado] (DPHD) isolado da 
[Siphocampylus verticiliatus], administrados via [sistêmica (i.p. e oral)], [espinhal 
(i.t.)] e [supraespinhal (i.c.v.)] em vários modelos de [nocicepção] [química] e 
[térmica] em [camundongos]. A geranina, a furosina, a quercetina, a rutina, o 
gaiato de etila e o DPHD, administrados por via [i.p.] ou [oral], foram capazes de 
reduzir significativamente a nocicepção causada pelo [ácido acético] em 
camundongos. Além disso, esses compostos administrados por via sistêmica, 
espinhal e supraespinhal também foram efetivos em reduzir a nocicepção 
[neurogênica] (primeira fase) e [inflamatória] (segunda fase) induzida pela 
[formalina] e a dor neurogênica causada pela [capsaicina]. O gaiato de etila e o 
DPHD, ao contrário da morfina, foram inativos quando analisados na nocicepção 
térmica no modelo da [placa quente] em camundongos. O [mecanismo de ação] 
do DPHD envolve múltiplos sistemas, incluindo a interação com os receptores 
[opióides] do tipo |a, k  e ô, a via da [L-arginina-óxido nítrico] e o [sistema 
serotonérgico], além da ativação da [proteína Gi/o sensível à toxina pertussis]. 
Por outro lado, o mecanismo de ação do gaiato de etila está relacionado com a 
ativação dos [canais de potássio] modulados por [ATP] e aqueles de [baixa] e 
[alta] condutância ativados por [cálcio], além de envolver a interação com a 
proteína Gí/q. Esses resultados mostram claramente o potencial dos produtos 
naturais, especialmente aqueles isolados de plantas medicinais e de seus 
derivados no descobrimento de novas drogas, com especial interesse no 
controle de processos dolorosos que ainda carecem de terapias mais 
adequadas.

[Plantas medicinais], jjail-flick], [Rota-rod], [In vitro], [In vivo], [íleo de cobaia], 
[Dueto deferente], [Binding], [Sinaptossomas], [Camundongos].
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RESUMO

No presente estudo foram analisadas as ações antinociceptivas de vários 

compostos isolados de plantas medicinais incluindo a geranina, furosina, quercetina, 

rutina e do gaiato de etila isolados das partes aéreas de plantas do gênero Phyllanthus 

e do alcalóide cloridrato de cis-8,10-Di-N-propillobelidiol dihidratado (DPHD) isolado 

das partes aéreas da Siphocampyius verticiliatus, administrados via sistêmica (i.p. e 

oral), espinhal (i.t.) e supraespinhal (i.c.v.) em modelos de nocicepção química e 

térmica em camundongos. Além disso, avaliamos, através de métodos farmacológicos 

“in vivo’ e “ in vitro" e bioquímicos, os prováveis mecanismos de ação antinociceptiva 

produzida pelo gaiato de etila e pelo DPHD na nocicepção química induzida pela 

formalina em camundongos.

A geranina, a furosina, a quercetina, a njtina, o gaiato de etila e o DPHD, 

administrados por via i.p. ou oral foram capazes de reduzir significativamente a 

nocicepção causada pelo ácido acético em camundongos.. Além disso, esses 

compostos administrados por via sistêmica, espinhal e supraespinhal também foram 

efetivos em reduzir a nocicepção neurogênica (primeira fase) e inflamatória (segunda 

fase) induzida pela formalina e a dor neurogênica causada pela capsaicina. O gaiato 

de etila e o DPHD, ao contrário da morfina, foram inativos quando analisados na 

nocicepção térmica no modelo da placa quente em camundongos.

A atividade antinociceptiva do DPHD foi significativamente diminuída pelo pré- 

tratamento dos animais com p-clorofenilalanina (inibidora da síntese de serotonina), 

metisergida (antagonista não seletivo dos receptores serotonérgicos), naloxona 

(antagonista não seletivo dos receptores opióides), ciprodima (antagonista seletivo dos 

receptores opióide do tipo p), naitrindol (antagonista seletivo dos receptores opióide do 

tipo ô), nor-binaltorfimina (antagonista seletivo dos receptores opióides tipo k ), L- 

arginina (precursora do óxido nítrico) ou pela toxina pertussis (inativadora da proteína 

Gi/o). No entanto, a antinocicepção causada pelo DPHD não foi alterada pelo pré- 

tratamento dos animais com antagonistas dos receptores GABAa (bicuculina) e 

GABAb (faclofeno), com bloqueadores de canal de potássio sensíveis à glibenclamida, 

caribdotoxina, apamina ou tetraetilamônio; ou ainda pelo haloperidol (antagonista não 

seletivo dos receptores dopaminérgicos). Além disso, o DPHD, ao contrário da
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morfina, não foi capaz de induzir tolerância a seus próprios efeitos antinociceptivos, 

nem tampouco produziu tolerância cruzada com a morfina. O DPHD também não 

inibiu as contrações induzidas por estimulação elétrica de campo em íleo de cobaia e 

dueto deferente de camundongo.

A antinocicepção causada pelo gaiato de etila, ao contrário do DPHD, foi 

significativamente inibida pelo pré-tratamento dos animais com bloqueadores de 

canais de potássio modulados por ATP (sensível à giibenclamida) ou de baixa e alta 

condutância ativados por cálcio (sensíveis à apamina e caribdotoxina, 

respectivamente), mas não os dependentes de voltagem sensíveis ao tetraetilamônio. 

Além disso, o efeito antinociceptivo do gaiato de etila, da mesma maneira que o da 

morfina e o DPHD, foi inibido pelo tratamento dos animais com toxina pertussis 

(inibidora da proteína Gj/o). No entanto, a sua ação antinociceptiva não foi alterada 

pelo tratamento dos animais com naioxona ou L-arginina, e nem mostrou estar 

relacionado com ação depressora do sistema nervoso central ou periférico.

Nossos resultados confirmam e estendem os dados descritos na literatura e 

mostram que o DPHD, a geranina, a furosina, a quercetina, a rutina e o gaiato de 

etila produziram pronunciada ação antinociceptiva quando administrados por via 

sistêmica, espinhal e supraespinhal em camundongos, incluindo a dor 

neurogênica e inflamatória induzidas pela formalina e a capsaicina. O mecanismo 

de ação do DPHD envolve múltiplos sistemas, incluindo a interação com os 

receptores opióides do tipo } i ,  k  e 5, a via da L-arginina-óxido nítrico e o sistema 

serotonérgico, além da ativação da proteína Gi/o sensível à toxina pertussis. Por 

outro lado, o mecanismo de ação do gaiato de etila está relacionado com a 

ativação com canais de potássio modulados por ATP e aqueles de baixa e alta 

condutância ativados por cálcio, além de envolver a interação com a proteína Gí/q. 

Esses resultados, analisados em conjunto, mostram claramente o potencial dos 

produtos naturais, especialmente aqueles isolados de plantas medicinais e seus 

derivados no processo de descobrimento de novas drogas, com especial 

interesse no controle de processos dolorosos que ainda carecem de terapias mais 

adequadas.
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In this study, we have evaluated the antinociceptive properties of the some 

compounds isolated from the aerial parts of the plants of genus Phyllanthus, identified 

as quercetin, rutin, furosin, geraniin and ethyl gallate, as well of a new alkaloid denoted 

as cis-8,10-Di-n-propyllobelidiol hydrochloride dehydrate (DPHD) isolated from aerial 

parts of Siphocampylus verticiliatus, administered by systemically (i.p. and p.o), spinal 

(i.t.) or by supraspinal (i.c.v.) routes, in different models of chemical and thermal 

nociception in mice. Besides, by use of several pharmacological and biochemical 

procedures " in vivo' and " in vitro ", we have assessed the characterization of possible 

mechanismsvby which ethyl gallate and DPHD caused antinociception in the formalin- 

induced nociception in mice.

The compounds isolated from plants, geraniin, furosin, quercetin, rutin, ethyl gallate 

and DPHD, given by i.p. or p.o. routes produce significant inhibition of acetic acid- 

induced abdominal constrictions in mice. In addition, these compounds given 

systemically via spinal or supraspinal routes, also caused significant inhibition o f both 

phases of formalin-induced pain and of capsaicin-induced neurogenic pain. 

Furthermore, ethyl gallate and DPHD, in contrast to morphine, were completely 

ineffective in the hot-plate test in mice. In addition, the antinociceptive actions of ethyl 

gallate and DPHD were not associated with non-specific effects such as muscle 

relaxation or sedation.

DPHD-induced antinociception assessed in the formalin test was significantly 

attenuated by treatment of animals with naloxone (a non-selective opioid receptor 

antagonist), cyprodime (a selective |i opioid receptor antagonist), naltrindole (a 

selective ô opioid receptor antagonist), nor-binaltrorphimine (a selective k  opioid 

receptor antagonist), L-arginine (a precursor of nitric oxide), p-chlorophenylalanine (an 

inhibitor of serotonin synthesis), methysergide (a non-selective serotonin receptor 

antagonist ), or pertussis toxin (an inhibitor of Gi/o protein). However, its action was not 

affected by phaclofen (a GABAb receptor antagonist), bicuculine (a GABAa receptor 

antagonist), apamin (a blocker of small-conductance calcium-gated potassium 

channel), charybdotoxin (a blocker of large-conductance calcium-gated potassium 

channel), tetraethylammonium (a blocker of voltage-gated potassium channel).
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glibenclamide (a blocker of ATP-gated potassium channel), haloperidol (a non- 

selective dopamine receptor antagonist). In addition, DPHD given daily for up to 7 days 

did not develop tolerance to itself nor did it induce cross-tolerance to morphine. 

However, animals rendered tolerant to morphine presented cross-tolerance to DPHD. 

Morphine, in contrast to DPHD, inhibited electrical field stimulation of the guinea pig 

ileum or mouse vas deferens in vitro.

Ethyl gallate-induced antinociception assessed in the formalin test was significantly 

attenuated by treatment of animals with pertussis toxin (an inhibitor of Gi/o protein), 

apamin (a blocker of small-conductance calcium-gated potassium channel), 

charybdotoxin (a blocker of large-conductance calcium-gated potassium channel) or 

glibenclamide (a blocker of ATP-gated potassium channel). However, its action was 

not affected by tetraethylammonium (a blocker of voltage-gated potassium channel), 

naloxone (a non-selective opioid receptor antagonist), or by L-arginine (a precursor of 

nitric oxide).

These results confirm and extend previous findings from our group and 

demonstrate that DPHD, geraniin, furosin, quercetin, rutin and ethyl gallate produce 

systemic, spinal, and supraspinal antinociception, when assessed in chemical (acetic 

acid-, formalin- and capsaicin-induced pain), but not thermal (hot-plate test), models 

of nociception in the mouse. The antinociception caused by DPHD involves multiple 

mechanisms of action, namely interaction with |a, 5, k opioid receptors, L-arginine- 

nitric oxide and serotonin pathways, as well as pertussis toxin-sensitive Gi/o protein- 

mediated mechanisms. The mechanism by which ethyl gallate produces 

antinociception seems likely to be associated with activation of both small- and/or 

large-conductance calcium-gated potassium channels as well as with ATP-gated 

potassium channels and by pertussis toxin-sensitive sensitive Gi/o protein. 

Collectively, these results show the potential of studies on naturally occurring 

substances derived from plants in the process of drug discovery, particularly as 

regards the development of new analgesic drugs.



1.1- Importância dos produtos naturais

A utilização da flora para fins medicinais é prática tão antiga quanto a 

civilização e compõe um dos principais aspectos da medicina tradicional. 

Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), cerca de 80% da 

população mundial que reside em países em desenvolvimento, dos quais 3,2 

)bilhões de pessoas vivem em pobreza absoluta, usam correntemente extratos de 

plantas medicinais para atendimento das suas necessidades básicas de saúde 

(WHO, 1993; FARNSWORTH et al., 1985; AKERELE, 1993; GRÜNWALD, 1995; 

GRÜNWALD & BÜTTEL, 1996). Além disso, os produtos naturais também 

desempenham um papel importante em países desenvolvidos. Tal fato é 

corroborado pelo estudo realizado com prescrições médicas nos Estados Unidos 

da América (EUA), no período de 1959 a 1980, o qual constatou que 25% dessas 

prescrições médicas eram de medicamentos que continham extratos ou princípios 

ativos de vegetais superiores (FARNSWORTH & MORRIS, 1976; ROBBERS et 

al., 1997).

De acordo com CALIXTO (2000), apesar dos grandes avanços da medicina 

moderna nos últimos 100 anos, os produtos naturais, principalmente os 

compostos derivados das plantas medicinais, contribuíram decisivamente para o 

desenvolvimento da terapêutica moderna. Além disso, ele tiveram e ainda têm 

papel fundamental no esclarecimento de fenômenos complexos relacionados à 

biologia celular e molecular, importantes para a descoberta de novas drogas 

(CALIXTO, 1998; CALIXTO et al., 2000). O mercado mundial de medicamentos é 

da ordem de US$ 300 bilhões anuais, sendo que 60% desses medicamentos 

originam-se de síntese orgânica, especialmente da química combinatória. Os 40% 

restantes do arsenal terapêutico disponível na atualidade são obtidos direta ou 

indiretamente de fontes naturais (cerca de 25% de plantas, 13% de 

microrganismos e 2% de animais) (CALIXTO, 1998, 2000).

Nos últimos 10 anos o interesse pelas plantas medicinais tem crescido 

muito, e vários fármacos têm sido desenvolvidos a partir de plantas superiores. 

Em algumas áreas, como no tratamento do câncer, cerca de 60% dos 

medicamentos disponíveis no mercado ou em fase clínica de desenvolvimento.

1. INTRODUÇÃO



são derivados de produtos naturais, principalmente de plantas superiores (para 

revisão ver CRAGG et ai., 1997; FARNSWORTH & BINGEL, 1997; DE SMET, 

1997; CALIXTO, 2000a). Além disso, estima-se em cerca de 250.000 o número 

de espécies vegetais superiores existentes no planeta, sendo que apenas uma 

pequena porcentagem delas foi, até o momento, estudada fitoquimicamente e um 

número menor ainda foi submetido a alguma análise biológica ou “screening” 

farmacológico (para revisão ver FARNSWORTH, 1993; HAMBURGER & 

HOSTETTMANN, 1991; CALIXTO et al., 2000a). Desta forma, pode-se considerar 

que menos de 10% das milhares de espécies de plantas distribuídas em todo 

mundo foram investigadas com vistas ao descobrimento de propriedades 

terapêuticas (para revisão ver FERREIRA et al., 1998).

Por outro lado, mais da metade dessas espécies de plantas presentes no 

planeta encontra-se nas florestas tropicais, cuja área corresponde a apenas 7% 

da superfície da terra (SOEJARTO, 1996), sendo que essas regiões devem ser 

consideradas como prioritárias no estabelecimento de programas de conservação 

in situ de germoplasma vegetal (SOEJARTO, 1996). Somando-se a isso, o Brasil 

é o país com maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais 

de 55.000 espécies catalogadas, o que corresponde a cerca de 15 a 20% da 

diversidade biológica do planeta, sendo denominado o país da megadiversidade 

(WORLD CONSERVATION MONITORING CENTRE, 1992; MITTERMEIER et al., 

1992; CALIXTO, 2000a).

No Brasil, 84% das drogas atualmente no mercado são importadas e 60% 

de todas as drogas processadas são consumidas por 23% da população, o que 

faz com que os remédios caseiros á base de plantas medicinais sejam ainda a 

principal fonte de medicamentos para a maioria do povo brasileiro 

(ELISABETSKY & WANNMCHER, 1993; ELISABETSKY, 1999). Assim, é 

inegável que a maioria da população de baixa renda recorre às plantas medicinais 

para o tratamento dos seus males. Apesar de o Brasil não ter uma indústria 

farmacêutica forte, o comércio interno de medicamentos registrado no país atinge 

hoje a casa dos 10 bilhões de dólares, sendo o sétimo mercado mundial em 

termos de vendas. Dentro desse contexto, as plantas medicinais e, em especial, o 

uso dos medicamentos fitoterápicos adquirem importância como agentes 

terapêuticos e, por isso, devem ser prioritariamente analisados segundo os 

métodos modernos disponíveis (LAPA et al., 1999; CALIXTO, 1998, 2000a).



Contudo, a exploração de plantas da flora nativa de uso medicinal, através da 

extração direta nos ecossistemas tropicais (extrativismo), tem levado a reduções 

drásticas das populações naturais dessas espécies, seja pelo processo predatório 

de exploração, seja pelo desconhecimento dos seus mecanismos de 

perpetuação. Aliado a esse fato, é inquestionável que a riqueza natural 

representada pelas plantas medicinais está ameaçada, segundo previsão de que

60.000 espécies, aproximadamente 25% do total mundial, serão extintos até 

meados do século XXI, se a atual tendência permanecer. Assim, a domesticação 

e o cultivo aparecem como opções para a obtenção da matéria-prima de interesse 

farmacêutico e redução do extrativismo nas formações florestais.

FARNSWORTH et al. (1985) relataram que há, pelo menos, 117 

substâncias químicas obtidas de 91 espécies vegetais, que foram ou estão sendo 

utilizadas mundialmente como medicamentos. Além disso, alguns medicamentos 

obtidos de fontes naturais são provenientes de organismos inferiores como os 

fungos, entre os quais podem-se destacar a penicilina (antibiótico) isolada do 

Penicillium notatum, a cefalosporina (antibiótico) isolada do Cephalosporium sp., a 

lovastatina (anti-hiperlipidêmico) isolada do Aspergyllus terreus e a ciclosporina 

(imunosupressor) isolada do Beauveria nivea, entre outras (DE SMET, 1997). Os 

avanços da química orgânica e analítica, a partir de 1950, permitiram impulsionar 

a indústria de síntese, tornando possível a síntese de moléculas que antes eram 

oriundas apenas de fontes naturais, marcadamente dos vegetais. Dessa forma, 

estima-se que tenham sido identificadas, até o presente, mais de 5 milhões de 

substâncias químicas e destas muitos são fármacos (para revisão ver DE SMET,

1997).

Recentemente, DE SMET (1997) demonstrou que dentre as 520 novas 

drogas aprovadas, no período de 1983 a 1994, pelo Departamento de Drogas e 

Alimentos (PDA) dos Estados Unidos (EUA), ou entidades equiparadas em outros 

países, 30 delas foram obtidas diretamente a partir de produtos naturais e 173 por 

processos de semi-síntese ou modeladas a partir de protótipos extraídos de 

produtos naturais. Somado-se a isso, MENDELSOHN & BALICK (1995) 

calcularam em 375 o número potencial de drogas existentes ainda nas florestas 

tropicais, sendo que destas, 47 já teriam sido descobertas, como a vincristina, a 

vinblastina, o curare, o quinino, a codeína e a pilocarpina (FERREIRA et al.,

1998). Além disso, as “drogas potenciais" representariam um valor de US$ 449



milhões/droga/ano ou US$ 48 por hectare. Isto seguramente seria uma das 

razões para que 125 das maiores empresas farmacêuticas mundiais, que não 

tinham qualquer projeto com plantas medicinais há cerca de 15 anos, estejam 

agora empenhadas em pesquisa nessa área (FERREIRA et al., 1998).

Nos últimos anos, tem evidenciado um crescente aumento no estudo de 

plantas preconizadas pela medicina popular. O emprego de técnicas modernas de 

farmacologia, bioquímica, toxicologia e de biologia molecular renovou o interesse 

na procura de novos medicamentos ou de protótipos de novos fármacos a partir 

de produtos naturais (para revisão ver CALIXTO et al., 2000a).

1.2- Plantas do gênero Phyllanthus.

As plantas do gênero Phyllanthus, pertencentes à família Euphorbiaceae, 

são amplamente distribuídas em vários continentes, exceto na Antártica, sendo 

constituídas de 550 a 750 espécies (WEBSTER, 1967; UNANDER et al., 1995; 

CALIXTO et al., 1998). O gênero Phyllanthus é composto por mais de dez 

subgêneros, incluindo Isocladus, Kirganelia, Cicca, Embllca, Conani, 

Gomphldium, Phyllanthodendron, Xylophylla, Botryanthus, Ericoccus e 

Phyllanthus (UNANDER et al., 1995). Há cerca de 200 espécies distribuídas 

somente nas Américas, principalmente no Brasil e Caribe (WEBSTER, 1967; 

UNANDER et al., 1995; CALIXTO et al., 1998).

No Brasil, várias espécies de Phyllanthus, como por exemplo o P. niruri, P. 

stipulatus, P. fraternus, P. caroliniensis, P. sellowianus, P. amarus, P. tenellus e P. 

urinaria (Figura 1), são denominados popularmente de "quebra-pedra", “erva 

pombinha”, “arrebenta pedra” ou “sarandi branco” (CALIXTO et al., 1998). 

Recentemente, diversas espécies do gênero Phyllanthus vêm sendo analisadas 

através de estudos farmacológicos pré-clínicos e clínicos, permitindo comprovar e 

também estender o seu emprego medicinal pela população (para revisão ver 

UNANDER et al., 1995; CALIXTO et al., 1998). Entre os vários efeitos biológicos 

dessas plantas, podem ser mencionadas ações inibitórias, tanto “in vitro” quanto 

“in vivo”, da replicação do vírus da hepatite B (BLUMBERG et al., 1989; 

THYAGARAJAN et al., 1988; VENKATESWARAN et al., 1987), atividade 

antineoplásica (KUPCHAN et al., 1978; PETTIT et al., 1983, 1984, 1985, 1990), 

além de serem utilizadas na medicina popular para o tratamento da diabetes.



disenteria, icterícia, asma e infecções brônquicas e geniturinárias e nas afecções 

renais, incluindo os problemas relacionados aos cálculos renais e/ou biliares 

(CHOPRA et al., 1956; PERRY & METZGER, 1980; MORTON, 1981; OLIVER- 

BEVER, 1983; SANTOS, 1990; para revisão ver CALIXTO et al., 1998).

Figura 1 -  Aspectos gerais das partes aéreas de algumas plantas do gênero Phyllanthus: 
A- P. tenellus; B- P. niruri: C- P. urinaria: D- P. stipulatus: E- P. fraternus: F- P, 
carolininensis.

A avaliação farmacológica pré-clínica de extrato do P. niruri e do P. 

sellowianus, realizada no Departamento de Farmacologia da Universidade 

Federal de Santa Catarina, demonstrou que essa planta possui efeitos 

farmacológicos de interesse medicinal, especialmente no que se refere às suas 

ações antiespasmódicas, quando analisada sobre a musculatura lisa, incluindo o



íleo e a bexiga de cobaia, útero de rata, ureter e artéria renal de cão (CALIXTO et 

al., 1984; para revisão ver CALIXTO et al., 1998). Além disso, o extrato 

hidroalcoólico do P. niruri, quando administrado por via oral em ratos 

anestesiados, foi efetivo em inibir as contrações espontâneas da bexiga urinária 

(para revisão ver CALIXTO ét al., 1998). CALIXTO et al. (1984) demonstraram 

também que o chá obtido das folhas e caules do P. sellowianus apresentou 

atividade antiespasmódica relacionada à presença de um alcalóide, 

posteriormente identificado e denominado de filantimida (TEMPESTA et al., 

1988). Além disso, estudos pré-clínicos realizados na Escola Paulista de 

Medicina, demonstraram que a administração do chá de P. niruri (30 g/ 1 litro de 

água), durante 42 dias, causou significativa redução do tamanho dos discos de 

oxalato de cálcio (cálculos) introduzidos experimentalmente na bexiga de rato 

Wistar, quando comparado com o grupo controle (SANTOS, 1990). No entanto, 

esses resultados não permitiram evidenciar se a redução do cálculo urinário nos 

animais foi decorrente da modificação dos elementos inibidores e/ou facilitadores 

da sua formação, ou se o chá estaria atuando em outros fatores que poderiam 

estar envolvidos na gênese dos cálculos. O mesmo autor demonstrou, através de 

estudos clínicos, que a administração crônica do chá de P. niruri para pacientes 

normais não causou nenhum efeito diurético, nem tampouco demonstrou efeitos 

tóxicos que pudessem comprometer sua utilização pela população. No entanto, o 

mesmo tratamento com o chá, em pacientes portadores de cálculo renal, causou 

importante elevação da filtração glomerular e da excreção de creatinina, sendo 

esses parâmetros associados com significativa facilitação e eliminação dos 

cálculos pré-formados, acompanhados da diminuição dos episódios dolorosos de 

cólica nos pacientes portadores de cálculo renal (SANTOS, 1990).

Recentemente, CAMPOS (1997) estendeu as observações descritas por 

SANTOS (1990), e mostrou que o extrato aquoso de P. niruri também causou 

redução da endocitose de cristais de oxalato por células tubulares de rim de cão 

in vitro. Os mesmos autores mostraram que as células tubulares de rim de cão 

internalizam os cristais de oxalato de cálcio de maneira dependente do.tempo de 

exposição e da concentração dos cristais, sem comprometimento da viabilidade 

celular. Além disso, o efeito do extrato aquoso do P. niruri não parece ser por um 

efeito citotóxico inespecífico nas células, mas envolve, em parte, a inibição da 

proteína quinase C e o bloqueio do influxo de cálcio. Essa ação do extrato aquoso



do P. niruri em células tubulares de rim de cão pode explicar as ações dessa 

planta no tratamento da litíase renal e urinária demonstrado anteriormente 

(SANTOS, 1990; CAMPOS, 1997).

Desta forma, os estudos realizados anteriormente demonstraram que o P. 

niruri apresenta princípios ativos que podem atuar em diferentes processos 

patológicos, especialmente na gênese dos cálculos renais e/ou urinários, mas 

também poderiam apresentar ações analgésicas, corroborando assim o seu 

emprego pela população para o tratamento da litíase. A partir disso, os estudos 

farmacológicos e químicos das espécies do gênero Phyllanthus prosseguiu, 

dentro do nosso grupo, procurando investigar outras atividades farmacológicas 

através de estudos pré-clínicos, com o objetivo principal de analisar o potencial 

terapêutico dessas plantas como analgésicos. GORSKI et al. (1993) 

demonstraram, pela primeira vez, que o extrato hidroalcoólico obtido das folhas, 

caules e raízes do P. corcovadensis administrado, tanto por via intraperitoneal 

quanto por via oral, apresentou atividade antinociceptiva em vários modelos de 

dor em camundongos. Estudos posteriores, realizados por SANTOS et al. (1995a; 

2000) e CECHINEL FILHO et al. (1996), estenderam essas observações e 

demonstraram que outras espécies do gênero Phyllanthus, incluindo o P. urinaria, 

P. tenellus, P. sellowianus, P. niruri, P. caroliniensis, P. fraternus, P. stipulatus, P. 

amarus e P. orbiculatus também são dotadas de princípios ativos com atividade 

antinociceptiva em camundongos. Além disso, os mesmos autores demonstraram 

que as espécies dé Phyllanthus estudadas não foram efetivas em inibir os 

edemas de pata de camundongo e/ou de rato induzidos pela formalina, 

carragenina e dextrana (GORSKI et al., 1993; SANTOS et al., 1995a; para revisão 

ver CALIXTO et al., 1998).

Por outro lado, os estudos procurando investigar os mecanismos de ação 

dos extratos das espécies de Phyllanthus demonstraram que sua ação 

antinociceptiva não era decorrente da inibição de produtos , derivados da 

ciclooxigenase ou da interação com o sistema opióide, e aparentemente indicava 

um possível envolvimento do sistema taquicinérgico (GORSKI et al., 1993; 

SANTOS et al., 1995a; b). Procurando entender melhor os mecanismos de ação 

dos extratos de Phyllanthus, em especial do P. urinaria, o qual apresentou a 

melhor atividade antinociceptiva (SANTOS et al., 1995a; b), foram realizados 

estudos “in vitro” na bexiga e traquéia isoladas de cobaia (DIAS et al., 1995a;
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PAULINO et al., 1996a; b). DIAS et al. (1995a) demonstraram que o extrato de P. 

urinaria induzia contração dependente de concentração na bexiga de cobaia, por 

uma ação direta sobre a musculatura lisa do trato urinário. As respostas contráteis 

produzidas pelo P. urinaria na bexiga foram dependentes da mobilização de cálcio 

extracelular, não sendo relacionadas à ativação de canais de cálcio do tipo L ou N 

sensíveis a voltagem, ou á ativação dos receptores taquicinérgicos do tipo NKi ou 

NK2, nem tampouco foram associadas á ativação dos receptores vanilóides 

sensíveis à capsaicina (DIAS et al., 1995a).

Quando o extrato do P. urinaria foi testado, na traquéia isolada de cobaia 

sem epitélio, obsen/ou-se que ele causou contração dependente da concentração 

usada, sendo esse efeito antagonizado pela indometacina (PAULINO et al., 

1996a,b). Além disso, a resposta contrátil causada pelo P. urinaria foi dependente 

do cálcio extracelular, sensível ao vermelho de rutênio e aos antagonistas dos 

receptores NKi e NK2 das taquicininas, FK888 e SR48968, respectivamente. No 

mesmo estudo, foi também demonstrado que o extrato do P. urinaria relaxou a 

musculatura lisa da traquéia de cobaia pré-contraída pelo carbacol ou sob tônus 

espontâneo, com ou sem epitélio, quando utilizado em concentrações mais 

elevadas (0,1 a 10 mg/ml). Além disso, foi demonstrado que o relaxamento 

induzido pelo extrato do P. urinaria, na traquéia de cobaia, parece envolver 

múltiplos mecanismos de ação, evidenciados pelo fato de que o efeito relaxante 

do extrato, a exemplo daquele produzido pela cromacalina, um ativador de canal 

de potássio modulado por ATP, foi antagonizado de maneira dependente da 

concentração pelo bloqueador não seletivo de canal de potássio tetraetilamônio 

(TEA), bem como por giibenclamida, um bloqueador de canal de potássio sensível 

ao ATP. Contudo, a neurotoxina apamina, um bloqueador de canal de potássio de 

baixa condutância modulado por cálcio, não afetou o relaxamento induzido pelo 

extrato de P. urinaria ou pela cromacalina na traquéia de cobaia, indicando que os 

canais de potássio modulados por ATP, mas não aqueles de baixa condutância 

ativados por cálcio, parecem ser importantes para a resposta relaxante induzida 

pelo extrato na traquéia de cobaia. Além disso, os mesmos autores confirmaram 

essas observações pela adição de potássio (KCI 20 a 40 mM) no meio nutritivo, o 

qual foi capaz de inibir de forma significativa o relaxamento induzido pelo extrato 

do P. urinaria na traquéia de cobaia, enquanto que em alta concentração de 

potássio (KCI 80 mM) aboliu totalmente essa resposta (PAULINO et al., 1996a, b).



DIAS et al. (1995b) demonstraram que o extrato de P. urinaria também foi 

capaz de causar contração da veia porta isolado de ratos. Além disso, a 

contração causada pelo extrato foi semelhante à induzida pelos agonistas 

taquininérgicos para os receptores NKi (substância P), NK2 (neurocinina A) e NK3 

(senktida). Os mesmos autores mostraram que a resposta contrátil do extrato, 

nessa preparação, foi dependente do cálcio extracelular, insensível a 

bloqueadores de canal de cálcio do tipo L e N. Contudo, a atropina, a ioimbina, a 

guanetidina, o prazosin, mas não a indometacina, foram capazes de antagonizar, 

de forma significativa, a reposta contrátil causada pelo extrato do P. urinaria na 

veia porta isolado de ratos (DIAS et al., 1995b). No mesmo estudo, foi também 

demonstrado que o extrato do P. urinaria causou relaxamento na musculatura lisa 

vascular da veia porta de ratos pré-contraída pela fenilefrina (DIAS et al., 1996a). 

No entanto, a ação relaxante do extrato, a exemplo do demonstrado por 

PAULINO et al. (1996b) na traquéia de cobaia, foi antagonizada significativamente 

pela glibenclamida, tetraetilamônio, apamina, mas não por inibidor de óxido nítrico 

ou pelo azul de metileno. Esses resultados estendem os dados anteriores e 

mostraram que a ação relaxante do extrato de P. urinaria na veia porta de ratos, 

parece ser dependente da ativação de canais de potássio modulados por ATP, e 

diferentemente do encontrado na traquéia, os canais de potássio de baixa 

condutância, ativados por cálcio, parecem ser importantes para a resposta 

relaxante induzida pelo extrato na veia porta de ratos (DIAS et al., 1995b; 1996a).

Um grande número de estudos fitoquímicos tem sido realizado com as 

plantas pertencentes ao gênero Phyllanthus, e muitas moléculas foram isoladas e 

identificadas (para revisão ver CALIXTO et al., 1998). Neste contexto, diferentes 

classes de compostos orgânicos de interesse medicinal têm sido identificados, 

como alcalóides, flavonóides, lactonas, esteróides, terpenóides, lignanas, taninos, 

entre outros (para revisão ver CALIXTO et al., 1998). Dentre os flavonóides e 

taninos podem-se destacar a rutina, a quercetina, a geranina, a furosina e o 

gaiato de etila (Figura 2). Contudo, cabe salientar que as lignanas, triterpenos, 

alcalóides e os taninos são as classes químicas mais abundantes no gênero 

Phyllanthus (CALIXTO et al., 1998). Além disso, dados da literatura demonstram 

que muitos compostos isolados das plantas do gênero Phyllanthus apresentam 

uma gama de efeitos farmacológicos e podem interagir com várias enzimas 

intracelulares, produzindo os efeitos descritos para essas plantas (para revisão
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ver CALIXTO et al., 1998). Os dados do nosso grupo indicam, portanto, que além 

das diversas ações já descritas nos estudos farmacológicos pré-clínicos e clínicos 

com os extratos de várias espécies do gênero Phyllanthus, eles também 

apresentam importante efeito antinociceptivo, estendendo assim o grande 

interesse das plantas desse gênero e de seu potencial medicinal na medicina 

popular.

Recentemente, DIAS et al. (1996b) demonstram que entre os compostos 

isolados das plantas do gênero Phyllanthus, entre eles o gaiato de etila, a 

geranina, a furosina, o ácido gálico, a quercetina, a rutina; somente o gaiato de 

etila foi capaz de causar relaxamento na veia porta isolada de ratos. Os mesmos 

autores mostraram que o mecanismo de ação do gaiato de etila foi semelhante ao 

do extrato, ou seja, foi dependente da ativação de canais de potássio modulados 

por ATP sensível à giibenclamida, e de canais de potássio de baixa condutância 

ativados por cálcio e sensíveis á apamina (DIAS et al., 1996b). Somando-se a 

esses resultados, PAULINO (1996), demonstrou que os compostos quercetina, 

rutina e geranina, a exemplo do extrato do P. urinaria, produziram respostas 

contráteis na traquéia isolada de cobaias, sendo que o mecanismo de ação 

desses compostos foi dependente da mobilização de cálcio extracelular através 

de canais de cátions, sensíveis ao cloreto de níquel, mas não parece ser 

decorrente da estimulação de canais de cálcio do tipo L ou N dependentes de 

voltagem. Além disso, o mesmo autor demonstrou que a contração causada pelo 

extrato do P. urinaria na traquéia de cobaia foi decorrente do estímulo sobre o 

sistema taquicinérgico e vanilóide, sendo seus efeitos bloqueados pelos 

antagonistas de taquicininas, ou pelo vermelho de rutênio (PAULINO, 1996). No 

entanto, PAULINO et al. (1999) demonstraram que o gaiato de etila, a exemplo do 

extrato do P. urinaria, foi capaz de induzir uma resposta relaxante na traquéia 

isolada de cobaias, por um mecanismo que parece envolver a ativação de canais 

de potássio modulados por ATP e de canais de potássio de baixa condutância 

ativados por cálcio (PAULINO et al., 1999).
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Figura 2 -  Estrutura molecular da geranina, da furosina, da quercetina, da rutina e do 
galato de etila isoladas das partes aéreas das plantas do gênero Phyllanthus.



1.3- Siphocampyius verticiliatus.

A Siphocampyius verticiliatus é uma planta pertencente à família da 

Campanulaceae, que consiste de aproximadamente 29 gêneros (WIMMER et al., 

1968). Há cerca de 1.200 espécies distribuídas em vários países tropicais e 

subtropicais (WIMMER et al., 1968). O gênero Siphocampyius apresenta grande 

interesse por abrigar várias espécies medicinais, entre as quais destacam-se as 

lobélias. A Lobelia inflata possui diversos alcalóides piperidínicos, como a a- 

lobelina, que se caracterizam por sua utilização como estimulante respiratório 

empregado na terapêutica de recém natos e em anestesia, principalmente na 

forma de cioridrato e sulfato. Além disso, a a-lcbelina também é utilizada na 

profilaxia do tabagismo (MIGUEL, 1996).

A S. verticiliatus (Figura 3) é uma planta nativa e cresce abundantemente 

no sul do Brasil, empregada na medicina popular para o tratamento de várias 

patologias, destacando-se o seu emprego na asma (GARELLO, 1950). A 

avaliação farmacológica pré-clínica do extrato hidroalcoólico da S. verticiliatus, 

realizada no Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa 

Catarina, demonstrou que essa planta apresentou ação antinociceptiva em vários 

modelos de nocicepção de origem neurogênica e inflamatória, tanto quando 

administrada pela via intraperitoneal quanto oral, em camundongos (TRENTIN et 

al., 1997). Os mesmos autores demonstraram, ainda, que o efeito antinociceptivo 

do extrato da S. verticiliatus 1o\ de longa duração, até 8 h, quando administrado 

pela via oral (TRENTIN et al., 1997). Além disso, estudos realizados com o 

objetivo de analisar o mecanismo de ação antinociceptiva do extrato, 

evidenciaram que ele ativa o sistema opióide e a via da L-arginina-óxido nítrico 

(TRENTIN et al., 1997).

Estudos fitoquímicos realizados com a S. verticiliatus demonstraram que 

essa planta apresenta vários flavonóides, taninos, alcalóides e compostos 

fenólicos (MOREIRA et al., 1984). BURRAS (1985) confirmou os resultados 

obtidos anteriormente por MOREIRA et al. (1984) e mostrou que essa planta 

também apresenta esteróides e triterpenos. Além disso, o mesmo autor mostrou 

que o extrato hexãnico apresentou significativo efeito antimicrobiano contra várias 

bactérias patogênicas, utilizando-se as técnicas de difusão radial e MIC 

(concentração inibitória mínima). CONTIN (1993) isolou e identificou uma

'12



13

escoporona, a 6,7-dimetoxicumarina (escoporona), ácido ursólico e um alcalóide 

que constitui a substância mais abundante das que foram isoladas, o qual nâo foi 

identificado. BIAVATTI et al. (1994) mostraram o isolamento de um outro alcalóide 

a partir do extrato clorídrico (HCI 1%) de S. verticiliatus, posteriormente tratado 

com solução de amônia diluída e extraído com clorofórmio, cujo composto foi 

identificado como sendo o 8,10-di-n-propil-lobelidiol.

Recentemente, MIGUEL et al. (1996a) trabalhando com a S. verticiliatus 

demonstraram o isolamento e a identificação química de um alcalóide 

piperidínico inédito na literatura, denominado de cloreto de cis-8,10-Di-n- 

propillobelidiol dihidratado (Figura 4). Além disso, os mesmos autores 

confirmaram a estrutura desse composto através de cristalografia de raio X, e 

mostraram que esse alcalóide realmente era novo na literatura e que já 

encontrava-se na forma de cloridrato (MIGUEL et al., 1996a).

Figura 3 -  Aspectos gerais das partes aéreas da Siphocampylus verticiliatus.
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Figura 4 -  Estruturas moleculares, convencional (A) e por cristalografia de raio X (B), do 
alcalóide cloridrato de cis-8,10-Di-n-propillobelidiol dihidratado isolado da Siphocampylus 
verticiliatus.

1.4 -  Mecanismos envolvidos na transmissão da dor

A-transmissão da dor é um mecanismo que envolve interações muito 

complexas de estruturas periféricas e cerebrais, desde a superfície da pele até o 

córtex cerebral (FÜRST, 1999). A dor pode ser definida, segundo o Comitê de 

Taxonomia da Associação Internacional para o Estudo da Dor (I.A.S.P), como 

uma sensação e experiência desagradável associada com um dano tecidual atual 

ou potencial, ou descrita como tal dano (MERSKEY & BOGDUK, 1994; MILLAN, 

1999). Além disso, a dor pode ser denominada de acordo com o tipo da lesão 

e/ou dos mediadores envolvidos em “nociceptiva” , “neurogênica”, “neuropática” e 

“psicogênica”, a qual está associada, respectivamente, com estimulação 

excessiva dos nociceptores, com lesão ao tecido neural, com a disfunção de um 

nervo ou com fatores psicológicos (MILLAN, 1999). Somando-se a isso, algumas 

desordens ocorrem comumente em pacientes que experimentam a dor, como a 

hiperalgesia (sensibilidade exacerbada à um estímulo doloroso), alodínia (dor em 

resposta à um estímulo não-doloroso) e hiperestesia (sensibilidade anormal à um 

estímulo sensorial) (BESSON, 1999).

Em termos de duração, um episódio de dor pode ser transitório, agudo ou 

crônico. No tipo transitório, a ativação dos nociceptores é feita na ausência de 

qualquer dano tecidual. Na dor aguda, ocorre geralmente lesão e ativação dos 

nociceptores no sítio lesionado. Já a dor crônica é causada geralmente por uma 

lesão ou patologia, sendo que essa também pode ser perpetuada por outros
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fatores que não os causadores iniciais da dor (LOESER & IVIELZACK, 1999). A 

dor aguda associada com uma lesão tecidual recente pode perdurar menos do 

que um mês, mas às vezes, pode durar até 6 meses. Estudos pré-clínicos têm 

demonstrado que a expressão ou a amplificação neuronal de novos genes (a 

base para sensibilização e remodelamento neuronal) pode ocorrer dentro de 20 

minutos após uma lesão. Alguns trabalhos clínicos recentes sugerem que a dor 

aguda pode tornar-se crônica rapidamente (CARR & GOUDAS, 1999).

O entendimento dos mecanismos envolvidos na transmissão do processo 

doloroso tem progredido dramaticamente nos últimos anos, em grande parte 

devido a um aprimoramento na compreensão dos mecanismos envolvidos na 

fisiologia das fibras aferentes e no processo de neurotransmissão no corno dorsal 

da medula espinhal (para revisão ver: BESSON & CHAOUCH, 1987; GRUBB, 

1998; FÜRST, 1999; MILLAN, 1999). Este progresso foi possível pelo uso de 

múltiplos protocolos experimentais, incluindo estudos comportamentais, 

eletrofisiologia “in vivo” e “in vitro”, estudos anatômicos e principalmente através 

de técnicas de biologia molecular (GRUBB, 1998; MILLAN, 1999). Contudo, 

apesar desses avanços, os mecanismos exatos envolvidos na gênese e na 

transmissão da dor ainda não são totalmente conhecidos, e analgésicos efetivos e 

potentes, especialmente para o tratamento da dor crônica, ainda precisam ser 

desenvolvidos (MACFARLENE et al., 1997). Além disso, as duas principais 

classes de drogas analgésicas empregadas na prática clínica hoje continuam 

sendo o alcalóide morfina e os antiinflamatórios não esteroidais, apesar dos seus 

conhecidos efeitos adversos (APPLETON, 1997; OSSIPOV et al., 1997; MCQUAY 

&MOORE, 1997).

Os sinais nocivos são gerados em fibras aferentes finas do tipo C e AS, que 

respondem a uma variedade de estímulos fisiológicos intensos tais como calor, 

frio, compressão e substâncias potencialmente nocivas. Todos os tecidos, com 

exceção dos neurófilos do sistema nervoso central, são inervados por estas fibras 

aferentes. Apesar disto, as propriedades dessas fibras diferem, dependendo se 

elas são aferentes somáticas (que inervam a pele, as articulações, os músculos), 

ou aferentes viscerais (que inervam os tecidos cardiovasculares e respiratórios, o 

trato gastrointestinal, ou os sistemas renal e reprodutivo). Os neurônios que 

respondem preferencialmente a estímulos nocivos são chamados de 

nociceptores. Eles conduzem as informações nociceptivas ao sistema nervoso



16

central, e seus corpos celulares encontram-se dentro dos gânglios das raízes 

dorsais, adjacentes à medula espinhal (DRAY & PERKINS, 1997; GRUBB, 1998; 

RUSSO & BROSE, 1998; BESSON, 1999; MILLAN, 1999).

Os nociceptores primários fazem uma sinapse no corno dorsal da medula 

espinhal com neurônios de segunda ordem, predominantemente na lâmina II 

(substância gelatinosa) da medula espinhal. Os neurônios de segunda ordem 

cruzam a medula espinhal para ascender o trato espinotalâmico, projetando suas 

fibras terminais principalmente ao tálamo. No tálamo, neurônios de terceira ordem 

emitem axônios através da cápsula interna ao córtex somatosensor, onde a 

somatizaçâo do estímulo nocivo ocorre, ou emitem axônios ao giro cingulado 

anterior, onde existe o componente emocional da dor (RUSSO & BROSE, 1998). 

A via da dor descrita acima representa uma rota clássica, mas existem outras vias 

possíveis, envolvendo estruturas nervosas diferentes (BESSON, 1999; JABBUR & 

SAADÉ, 1999). Além disso, o trato espinotalâmico parece emitir axônios ao 

mesencéfalo e à ponte rostral, fazendo sinapses em complexos nucleares, 

incluindo o núcleo magno da rafe (NMR) e o núcleo reticular gigantocelular 

(NRG). Ambas as estruturas parecem estar envolvidas na regulação descendente 

dos neurônios de segunda ordem (para revisão ver RUSSO & BROSE, 1998; 

BESSON, 1999; FÜRST, 1999; MILLAN, 1999). Todos os neurotransmissores 

envolvidos no controle inibitório descendente da transmissão da dor (tais como 

opióides endógenos, serotonina, noradrenalina) parecem inibir a excitação dos 

neurônios de segunda ordem na presença de estímulo nocivo (RUSSO & BROSE, 

1998; FÜRST, 1999; MILLAN, 1999).

A dor, além de uma sensação, é uma experiência. Isto é importante porque 

as sensações possuem vias neuroanatômicas importantes, com receptores 

específicos que permitem a detecção e medida de um estímulo. Já as 

experiências incorporam componentes sensoriais com influências pessoais e 

ambientais importantes. O componente sensorial da dor é denominado 

nocicepção, que pode ser definida como a resposta fisiológica a uma lesão 

tecidual. A nocicepção é a progenitora da dor, que por sua vez causa o 

sofrimento. Além disso, a nocicepção não é uma sensação uniforme. A qualidade 

da dor e o início das respostas protetoras são determinadas por muitos fatores 

dentro da medula espinhal e estruturas cerebrais superiores envolvidas na 

integração e modificação dos sinais nociceptivos (RUSSO & BROSE, 1998).
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Existem várias fontes importantes onde mediadores químicos que participam da 

perpetuação da resposta dolorosa são gerados, das quais destacam-se os tecidos 

lesionados e adjacentes, sistema vascular, células imunes, nervos simpáticos e 

sensoriais, entre outras. Além disso, existem mecanismos complexos pelos quais 

um transmissor pode agir, via múltiplos receptores que são amplamente 

distribuídos através dos tecidos periféricos ou centrais (MILLAN, 1999).

Embora os muitos mecanismos moleculares envolvidos da sensibilização 

central tenham sido estabelecidos, os mecanismos de sensibilização periférica 

ainda não foram completamente elucidados. Entretanto, o conhecimento da 

biologia molecular dos receptores permitiu extraordinário progresso no 

entendimento do mecanismo de ação de diversos neurotransmissores e drogas 

envolvidas na modulação central e periférica da nocicepção. O mecanismo de 

transdução neuroquímica da dor envolve, geralmente, a interação dos mediadores 

inflamatórios com um canal iônico da membrana tipo voltagem-dependente 

(canais de sódio, potássio e cálcio), com canais iônicos operados por receptor 

(receptor NMDA, receptor colinérgico nicotínico), com receptores associados à 

tirosina quinase (NGF), ou ainda com receptores da membrana que usualmente 

encontram-se acoplados a proteínas regulatórias denominadas de proteínas G, 

como acontece com os receptores das prostaglandinas e bradicinina (RANG et 

al., 1994; LEVINE & TAIWO, 1994; WOOD & DOCHERTY, 1997; MILLAN, 1999, 

CALIXTO et al., 2000a,b). Tais mecanismos de transdução nociceptiva 

geralmente envolvem a atuação dos mediadores inflamatórios em receptores 

específicos que se encontram acoplados a sistemas efetores que quando 

devidamente ativados promovem a formação de segundo mensageiros, como o 

AMPc (adenosina 3,5-monofosfato cíclico) e GMPc (guanosina 3,5-monofosfato 

cíclico), responsáveis pela ativação de proteínas quinases intracelulares, ou de 

terceiro mensageiros, como o Ca^"", que vai interferir em outras proteínas 

celulares e na regulação de canais iônicos. Os principais sistemas efetores dos 

receptores ativados pelos mediadores inflamatórios são representados pela 

adenilato ciclase, guanilato ciclase, fosfolipase C (PLC), fosfolipase A2 (PLA2), 

tirosina quinase, proteínas quinase A, C e G e canais iônicos (MILLAN, 1999). Os 

receptores das prostaglandinas, bradicinina, histamina, serotonina e adenosina 

(A2) encontram-se acoplados á proteína G, porém a diferentes sistemas efetores. 

Os mediadores inflamatórios ao interagirem com tais receptores ativam os
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respectivos sistemas efetores promovendo a regulação funcional dos receptores, 

que incluem, a depender do estímulo, uma regulação crescente, ou uma 

regulação decrescente. O fenômeno de regulação crescente, ou de hiperalgesia, 

pode ser observado, por exemplo, por pequena proporção de nociceptores 

denominados silenciosos ou latentes, encontrados em fibras aferentes que 

enervam a pele e vísceras, que podem apresentar-se irresponsivos a estímulos 

de grande intensidade, mas quando influenciado por mediadores inflamatórios 

exibem atividade espontânea ou tornam-se sensibilizados e responsivos a 

estímulos sensoriais. Em outras situações, pode haver uma regulação crescente 

por determinados mediadores inflamatórios que quando liberados, como ocorre 

com o fator de crescimento do nervo (NGF) e citocinas, promove a expressão de 

genes que codificam a síntese de novo de proteínas de receptor ou de canal 

iônico, desencadeando uma resposta mais intensa do estímulo nociceptivo 

(WOOD e DOCHERTY, 1997; MILLAN, 1999, CALIXTO et al., 2000a).

Diversos mediadores inflamatórios tem sido identificados como 

potencialmente hiperalgésicos, incluindo a interleucina-1 (IL-1), interleucina-8 (IL- 

8), fator de crescimento do nervo (NGF), prostaglandinas, leucotrienos, 

bradicinina, serotonina, adenosina, histamina e substância P. Acredita-se que 

alguns destes mediadores possam agir diretamente no nociceptor promovendo 

uma redução no limiar de sensibilidade (prostaglandina, serotonina, adenosina e 

alguns metabólitos eicosanóides), enquanto outros agiriam produzindo 

indiretamente a hiperalgesia pela ação inicial em outros tipos de células, como por 

exemplo em neurônios pós-ganglionares do sistema nervoso autônomo simpático 

ou em neutrófilos e macrófagos promovendo a liberação de outros mediadores 

hiperalgésicos (LEVINE & TAIWO, 1994; MILLAN, 1999). Estudos mais recentes 

demonstram uma importante participação moduladora das fibras simpáticas na 

excitabilidade de fibras aferentes C e em determinadas modalidades de dor 

crônica, às vezes denominadas de síndromes dolorosas simpaticamente 

mantidas, como na distrofia simpático reflexa e causalgia (MILLAN, 1999). O 

simpático pode estar envolvido em uma variedade de situações álgicas, como por 

exemplo no herpes zoster agudo, em traumas de tecidos, em neuropatias 

metabólicas (diabetes, etc) e lesão de nen/os periféricos. Tem sido constatado 

que 0 mecanismo neural da hiperalgesia promovida pela maioria dos mediadores, 

incluindo as citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a), prostaglandinas, catecolaminas.
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serotonina e bradicinina envolve a elevação nas concentrações de AMPc e de 

Ca "̂" no interior da célula neuronal, que atuam como segundo mensageiros 

(RANG et al., 1994; LEVINE & TAIWO, 1994; MILLAN, 1999). Vale também 

ressaltar que as células possuem mecanismos eficientes para degradar o AMPc 

(fosfodiesterases), para tamponar e seqüestrar o Ca^”", assim como para inativar 

as enzimas reatoras e transportar proteínas que tenham sido ativadas. Assim, 

ocasionalmente pode também ocorrer uma regulação decrescente ou 

dessensibilização de receptores, seja pela internalização do receptor, pela 

liberação de segundo mensageiros inibitórios, através de modulação da 

transcrição gênica, ou ainda, através de mecanismos de feedback 

(retroalimentação) de modulação dos sistemas efetores intracelulares e de 

liberação de mediadores inflamatório (DRAY & PERKINS, 1993; MILLAN, 1999). 

Tem sido também constatado que os agentes que estimulam a formação de 

GMPc produzem uma regulação decrescente dos nociceptores. Parece que a 

regulação funcional crescente ou decrescente depende do balanço entre as 

concentrações de AMPc/GMPc das vias nociceptivas (DRAY & PERKINS, 1993; 

FERREIRA et al., 1991; FERREIRA, 1993; MILLAN, 1999).

1.5- Estratégias farmacológicas para o controle da dor

Vários trabalhos demonstram que o processo inflamatório, intimamente 

relacionado com a manifestação da dor, ocorre como uma resposta do tecido á 

lesão celular e caracteriza-se por um fenômeno complexo, dinâmico e 

multimediado, podendo manifestar-se a partir de qualquer agente lesivo, como 

físico (queimadura, radiação, trauma), biológico (microorganismo, reações 

imunológicas) ou químico (substância cáustica) (DRAY et al., 1994; DRAY, 1997; 

MILLAN, 1999). Este processo envolve uma complexa cascata de eventos 

bioquímicos e celulares, que incluem extravasamento de fluídos, ativação 

enzimática, migração celular, liberação de mediadores, sensibilização e ativação 

de receptores, lise tecidual e de reparo (VANE & BOTTING, 1995, 1996; MILLAN, 

1999). Os macrófagos e os leucócitos polimorfonucleares recrutados pelos sítios 

de lesão celular, desempenham um papel fundamental no desenvolvimento do 

processo inflamatório mediante a liberação de fatores solúveis de regulação da 

fase aguda denominados de citocinas, destacando-se inicialmente a liberação de
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interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6 ) e fator de necrose tumoral (TNF-a) 

(MILLAN, 1999). A migração dos leucócitos envolve um rígido mecanismo de 

regulação de adesão destas células ao endotélio e subseqüente migração 

transendotelial. Esta interação adesiva com o endotélio constitui um processo 

dinâmico envolvendo a ativação tanto do endotélio quanto dos leucócitos, 

resultando na liberação de um grande número de moléculas de adesão, incluindo 

as selectinas e integrinas, fatores quimiotáticos conhecidos como quimocinas, 

óxido nítrico e receptores de adesão. A interleucina-1 e o TNF-a são capazes de 

ativar as células endoteliais para produzirem selectinas iniciando o processo de 

adesão (ADAMS & NASH, 1996; MILLAN, 1999; FRÕDE, 2000). Além disso os 

macrófagos e neutrófilos, bem como as células teciduais lesadas, liberam uma 

variedade de substâncias oxidantes e enzimas criando um estresse oxidativo, no 

qual espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio são produzidas em 

abundância, promovendo a indução de um grande número de fatores 

transcricionais, como NF-kB, dímero fos-jun e AP-1, bem como perda dos 

estoques energéticos celulares, rompimento de mitocôndrias com liberação de 

enzimas líticas, peroxidação e destruição de membranas e dano em DNA. Estes 

fatores de transcrição estimulam produção de uma segunda onda de produtos 

gênicos que codificam enzimas com capacidade de eliminar radicais livres 

(catalase), com atividade de reparo tecidual (colagenase, estromelisina, entre 

outras), bem como a produção de citocinas, receptores de superfície celular, 

moléculas de adesão, fatores de crescimento e de outros mediadores 

inflamatórios (DRAY, 1995, 1997; MILLAN, 1999). Os mediadores inflamatórios 

uma vez liberados promovem de forma sinérgica uma alteração no mecanismo de 

transdução periférica do estímulo nociceptivo aumentando a sensibilidade de 

transdução dos nociceptores de elevado limiar, com conseqüente redução no 

limiar de percepção do estímulo doloroso, causando exagerada resposta a 

estímulos nociceptivos supralimiares (hiperalgesia) e dor espontânea a estímulos 

normalmente inócuos (alodínia) (MILLAN, 1999). Além disso a estimulação dos 

nociceptores de aferentes primários, produz um reflexo axônico local, resultando 

na liberação de neuropeptídeos, particularmente, substância P (SP), neurocinina 

A (NKA) e do peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), contribuindo 

para uma maior estimulação do processo inflamatório e intensificação da 

hiperalgesia. A substância P liberada produz degranulação de mastócitos,
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vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular com extravasamento de 

plasma, aumento da produção e liberação de enzimas lisossômicas, liberação de 

prostaglandinas e de interleucina-1 e interleucina-6 . Pode ainda estimular a 

síntese de óxido nítrico (NO) pelo endotélio vascular, causando vasodilatação e 

extravasamento de mediadores inflamatórios para os tecidos e dessa forma 

estimulando e sensibilizando os nociceptores de terminais nervosos. O CGRP 

também produz extravasamento de plasma, vasodilatação e hiperalgesia 

(MILLAN, 1999). Apesar do grande número de analgésicos e antiinflamatórios 

disponíveis atualmente para uso clínico, ainda não dispomos do analgésico ideal, 

com maior especificidade, de menor toxicidade e com indicação para algumas 

modalidades de dor ainda de difícil terapêutica, notadamente as de origem 

neurogênicas.

O conhecimento da fisiopatologia da dor, com a identificação precisa dos 

mediadores inflamatórios liberados e seus mecanismos moleculares de 

hiperalgesia, é de fundamental importância no desenvolvimento das drogas 

analgésicas modernas de maior seletividade e de menor toxicidade. Um dos 

possíveis sítios de ação de drogas analgésicas no mecanismo fisiopatológico da 

dor seria imediatamente após a instalação do processo inflamatório com a 

conseqüente migração de células e liberação dos primeiros mediadores 

inflamatórios representados pelas citocinas, prostaglandinas, cininas e 

neurocininas, responsáveis pela sensibilização dos nociceptores dos aferentes 

primários da dor (MILLAN, 1999). Nesta primeira etapa poderíamos atuar 

bloqueando inicialmente a formação de moléculas de adesão e de quimocinas 

interferindo na migração transendotelial das células inflamatórias e 

consequentemente inibindo a cascata de formação dos mediadores no sítio 

inflamatório. Dois grupos de mediadores inflamatórios são igualmente importantes 

na transmissão nociceptiva: aqueles que promovem uma sensibilização dos 

nociceptores (hiperalgesia), e outro grupo que ativa os nociceptores 

sensibilizados. As citocinas e as prostaglandinas seriam os principais 

representantes do primeiro grupo e as cininas (bradicinina) e os neuropeptídeos 

(SP, NKA e CGRP) do segundo. As drogas analgésicas com mecanismo de ação 

predominante sobre os mediadores inflamatórios estariam atuando em duas 

etapas fundamentais do ciclo destes neurotransmissores: inibindo a produção 

e/ou liberação do mediador ou bloqueando os receptores ativados por eles. Em
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ambas as situações estariam prevenindo a liiperalgesia ou bloqueando a ativação 

do nociceptor previamente sensibilizado (MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 

2000a,b). Com esta finalidade tem sido investigados a ação antinociceptiva de 

antagonistas das prostaglandinas, dos receptores B2 da bradicinina, da 

interleucina-1 (3 e das neurocininas, incluindo a substância P (LEVINE & TAIWO, 

1994; DRAY & PERKINS, 1993; FERREIRA et al., 1988; GANET et al., 1991; 

MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2000a,b). Uma outra possibilidade é o 

desenvolvimento de fármacos com ação inibitória sobre enzimas específicas 

envolvidas na síntese dos mediadores inflamatórios, como as fosfolipases, 

lipooxigenase, ciclooxigenase-2 (COX-2) e calicreinas (LEVINE & TAIWO, 1994; 

MILLAN, 1999). Finalmente, a produção de uma regulação decrescente através 

da inibição do sistema efetor de formação do AMPc, ou da inibição da ativação 

das proteínas quinases intracelulares, ou ainda através da ativação do sistema 

arginina-óxido nítrico-GMPc, constituem importantes alvos de ação de drogas 

analgésicas e antiinflamatórias. Neste particular, as drogas opióides, conhecidas 

pelo mecanismo de ativação de uma proteína G inibitória (Gi), que causa uma 

redução na produção intracelular de AMPc, produzem ação antinociceptiva em 

tecidos inflamados e inibem a hiperalgesia periférica (STEIN et al., 1989; GRUBB, 

1998; FÜRST, 1999; MILLAN, 1999).

1.5.1- Drogas que bloqueiam a ação das citocinas

Diversos tipos de leucócitos e moléculas de adesão celular exercem papel 

fundamental no processo inflamatório e na dor. O recrutamento destas células 

fagocitárias para o sítio lesionado promove a liberação local de importantes 

substâncias pró-inflamatórias notadamente as citocinas, com propriedades 

tróficas, mitogênicas e quimiotáticas (MILLAN, 1999). Destas citocinas as mais 

importantes são as interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8) e o fator de necrose 

tumoral (TNF). A IL-1 e 0 TNF são liberados por células mononucleares 

macrófagos do processo inflamatório e produzem muitas das respostas pró- 

inflamatórias, incluindo indução de febre, mobilização ativação de leucócitos 

polimorfonucleares, indução das enzimas ciclooxigenase e lipooxigenase, 

elevação na expressão de moléculas de adesão, ativação de linfócitos T e B 

estimulação da produção de outras citocinas. A IL-ip , IL-6 , IL-8 e TNF-a, são
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capazes de induzir intensa hiperalgesia. A hiperalgesia produzida é mediada 

indiretamente através de diversos mecanismos, incluindo liberação de 

prostaglandinas, elevação na expressão do NGF ou de receptores da bradicinina, 

ou ainda por afetar as fibras simpáticas (DRAY, 1997; MILLAN, 1999; CALIXTO et 

al., 2000a,b).

A cascata das citocinas é iniciada quando um deternninado estímulo, como 

por exemplo endotoxina de bactérias gram-negativas, induz a produção e 

secreção de citocinas proximais ou precoces, representadas pelo TNF-a e IL -ip . 

Estas citocinas estimulam a produção de citocinas mais tardias ou distais, como a 

IL-6 e IL-8 , que parece intensificar e perpetuar a resposta inflamatória. Os fatores 

de necrose tumoral (a e P) exercem um papel central na estimulação do 

processo inflamatório e doloroso, iniciando a cascata de produção de outras 

citocinas e fatores da reação imune. Sua larga variedade de efeitos é atribuída a 

ubiqüidade dos seus receptores, em sua habilidade de ativar múltiplas vias de 

transdução de sinal e de induzir ou suprimir uma série de genes, incluindo os 

relacionados com a produção de fatores de crescimento, de citocinas, de fatores 

de transcrição e de receptores e proteínas da fase aguda. Desta forma, em 

determinados processos inflamatórios crônicos, como na artrite reumatóide, pode 

ser encontrada a presença de citocinas como a lL-1 e o TNF (GALLEY & 

WEBSTER, 1996; DRAY, 1997; MILLAN, 1999).

As citocinas não são estocadas em compartimentos intracelulares mas são 

rapidamente sintetizadas e liberadas em resposta ao estímulo inflamatório. Esta 

regulação ocorre predominantemente ao nível da transcrição gênica com 

expressão do RNA mensageiro (RNAm) da citocina (MILLAN, 1999). Proteínas 

específicas de regulação de transcrição (fatores de transcrição) regulam a 

transcrição do gene pela ligação à regiões regulatórias de genes da citocina, 

ativando ou inibindo a transcrição. Cada citocina possui uma variedade de 

domínios de ligação do fator de transcnção na região promotora de seu gene que 

interage de forma complexa para controlar a transcrição do gene da citocina. Os 

genes induzidos nas células imunes são classificados em imediatos, precoces e 

tardios, de acordo com o período transcorrido para sua ativação. A transcrição de 

genes imediatos não depende da síntese protéica, em oposição aos genes 

precoces e tardios que dependem da síntese protéica. Os genes c-fos, c-jun e c- 

myc são incluídos na categoria dos genes imediatos. O fator de transcrição



24

denominado de fator nuclear k B (N F -k B), parece exercer importante papel na 

regulação da cascata das citocinas (MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2000b).

O NF-kB é ativado em diferentes tipos de células por diversos estímulos, 

como endotoxinas, TNF-a, ROS e IL -ip . A ativação do NF-kB é essencial para a 

transcrição de muitas citocinas e moléculas relacionadas, incluindo o TNF-a, IL- 

ip , IL-6 e IL-8 (BLACKWELL & CRHISTMAN, 1996) . O mecanismo de ação da 

IL-1 envolve a ativação da adenilato ciclase provocando elevação do AMPc 

celular, e a conseqüente ativação da proteína quinase A e fosforilação de 

proteínas intracelulares (RANG & URBAN, 1995; MILLAN, 1999). Os macrófagos 

também liberam o fator de crescimento do nervo (NGF).

O NGF constitui um membro de uma pequena família de proteínas 

secretórias, conhecidas como neutrofinas. Os outros membros desta família são 

representados pelo fator neurotóxico derivado do cérebro (BDNF), neutrofina 3 

(NT-3) e neutrofina 4/5 (NT-4/5) (RANG & URBAN, 1995; MILLAN, 1996). As 

neurotrofinas, especialmente o NGF, são normalmente produzidas pelas fibras 

aferentes de tecidos periféricos e por células de suporte, incluindo fibroblastos, 

células de Schwann e queratinócitos. O NGF é essencial para a sobrevivência e 

desenvolvimento de neurônios sensoriais e pela manutenção de seu fenótipo, 

agindo através de um receptor tirosina quinase específico (trkA) na regulação de 

processos de transcrição de gene específico. Durante o processo inflamatório a 

produção de NGF é estimulada por outros mediadores inflamatórios como 

citocinas (IL-p e TNF-a). O NGF aumenta a síntese de diversos neuropeptídios, 

incluindo neurocininas e CGRP e regula diversas outras proteínas como o 

receptor da capsaicina, canais de sódio da membrana e canais iônicos ativados 

por próton (MILLAN, 1999).

O excesso de produção de NGF, como nos processos inflamatórios, pode 

produzir hiperalgesia envolvendo um ou mais dos seguintes mecanismos: (a) por 

sensibilização direta dos nociceptores; (b) por elevação dos níveis de substância 

P e CGRP, que por seu turno causam sensibilização central e inflamação 

neurogênica; c) por efeitos locais, como na liberação de histamina dos mastócitos. 

O uso de anticorpos anti-NGF reduz a hiperalgesia e as alterações neuroquímicas 

induzidas pelo NGF e inflamação e tem sido usado com sucesso no tratamento da 

artrite (DRAY, 1995; ANAND, 1995; MCMAHON et al., 1995; MILLAN, 1999).
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Os compostos conhecidos como drogas anti-infiamatórias supressoras de 

citocinas estão sendo desenvolvidas no momento e acredita-se que as drogas 

inibidoras da produção das citocinas possam ser eficazes como analgésicos no 

controle da dor aguda e crônica (FERREIRA et al., 1988; MILLAN, 1999). Atribui- 

se a ação analgésica e antiinflamatória dos glicocorticóides à ação inibitória da 

atividade da fosfolipase A2 (PLA2), enzima responsável pela liberação de ácido 

araquidônico e consequentemente da ativação da produção de prostaglandinas, 

tromboxano e leucotrienos. Os esteróides antiinflamatórios inibem a PLA2 

indiretamente através da indução da liberação de uma proteína inibitória da PLA2 

identificada como lipocortina 1 (também conhecida como anexina 1). Um outro 

mecanismo de ação dos corticosteróides é através da ativação de receptores 

citoplasmáticos para glicocorticóides que regulam a transcrição de alguns genes 

de resposta primária, incluindo os que expressam uma ciclooxigenase induzível 

(COX-2) e o óxido nítrico sintase. O complexo esteróide-receptor também é capaz 

de promover inibição da transcrição de um grande número de citocinas envolvidas 

na inflamação crônica, destacando-se principalmente a interleucina-1 (IL-1) e o 

fator de necrose tumoral (TNF-a). Além disso, os corticosteróides podem ainda 

promover uma repressão da síntese dos receptores das citocinas, como por 

exemplo dos receptores da IL-2. A ação inibitória da liberação de citocinas 

hiperalgésicas pelos macrófagos e outras células explica a eficácia dos 

corticosteróides no tratamento da distrofia simpático reflexa e na dor produzida 

pelo herpes zoster, seja pela administração local, oral ou peridural, indicada em 

cada situação clínica, com excelentes resultados na maioria dos casos 

(FERREIRA, 1995; BARNES & ADCOK, 1993; FLOWER & ROTHWELL, 1994; 

VANE & BOTTING, 1995; ADAMS & NASH, 1996; MILLAN, 1999).

1.5.2- Drogas Inibidoras da síntese de prostaglandinas

A cascata de metabolismo do ácido araquidônico que origina as 

prostaglandinas começa com a oxidação e ciclização do ácido graxo para formar 

o endoperóxidos cíclicos PGG2 e PGH, precursores de importantes produtos 

metabólicos como a prostaciclina, tromboxano e prostaglandinas E (PGE2) e F 

(PGF2). Esta etapa inicial é catalisada pela prostaglandina endoperóxido
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sintetase, também denominada de ciciooxigenase (VANE & BOTTING, 1995, 

1996).

Mais recentemente constatou-se que existem duas formas distintas de 

ciclooxigenases, isoenzimas ou isoformas, denominadas de ciclooxigenase-1 

(COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2). A COX-1 foi a primeira a ser caracterizada e 

é expressa constitutivamente, ou seja, está presente nas células em condições 

fisiológicas. A concentração destas enzimas nos tecidos permanece praticamente 

estável, porém pequena elevação de 2-4 vezes na expressão da enzima pode 

ocorrer em respostas a estimulação hormonal ou de fatores de crescimento. A 

produção da COX-1 encontra-se relacionada com ações fisiológicas nos vasos 

sangüíneos, estômago e rins. A COX-2 é induzida em células expostas a agentes 

pró-inflamatórios, incluindo citocinas, ésteres do forbol, fatores de crescimento e 

endotoxinas (VANE & BOTTING, 1995, 1996; MILLAN, 1999). Tem sido 

demonstrado que as prostaglandinas (PG) são produzidas em neurônios e vasos 

do SNC com importante participação em diversas funções centrais, incluindo o 

controle do ciclo do sono e do despertar, da geração de febre e na transmissão da 

dor. As prostaglandinas e citocinas (interleucina-6) encontram-se também 

implicadas na fisiopatologia de algumas doenças degenerativas cerebrais como 

na esclerose múltipla, demência associada a AIDS e na doença de Alzheimer. Em 

virtude da ação inibitória sobre a COX-2 os AINE têm sido atualmente 

recomendados para o tratamento de algumas destas doenças, como na doença 

de Alzheimer. Sabe-se que lipopolissacarídios (LPS) e citocinas podem promover 

a indução de COX-2 em várias regiões cerebrais e que a COX-1 é 

constitutivamente expressa em diversos neurônios (BREDER & SAPER, 1996; 

KAUFMANN et al., 1996; MILLAN, 1999). Embora tenha sido aventada a 

existência de uma outra isoforma de ciciooxigenase em células cerebrais, a 

ciclooxigenase-3 (COX-3), com a finalidade de explicar o mecanismo de ação do 

paracetamol, ainda necessita-se de mais informações experimentais para melhor 

esclarecimento e confirmação, uma vez que as publicações mais recentes não 

tem evidenciado tal possibilidade (VANE, 1994). As prostaglandinas apresentam 

importantes ações farmacológicas no organismo animal e no homem. Em 

diversos tecidos as prostaglandinas estimulam a síntese de AMPc pela ativação 

da adenilato ciclase. A PGI2, PGE2 e PGD2 aumentam a concentração de AMPc,
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enquanto TxAz reduz a atividade da adenilato ciclase, reduzindo a formação de 

AMPc (MILLAN, 1999).

As prostaglandinas e os leucotrienos quando liberados exercem também 

papel fundamental na gênese dos sinais e sintomas do processo inflamatório. Em 

diferentes tipos de inflamação, alguns mediadores possuem ação mais 

proeminentes que outros. A seqüência de liberação do mediador pode também 

ser importante. Por exemplo, no choque anafilático há uma explosiva e simultânea 

liberação de histamina, SRS-A, PGE2, PGFaa, e endoperóxidos. Estes 

mediadores, uma vez liberados, podem interferir em diversos mecanismos 

celulares, desenvolvendo os sinais e sintomas da inflamação, como dor, 

hiperalgesia, destruição do tecido, eritema, edema e febre (VANE, 1994; VANE & 

BOTTING, 1995, 1996; MILLAN, 1999).

A sensibilização dos nociceptores, presentes nos terminais de neurônios de 

aferentes primários e distribuídos nos tecidos periféricos e viscerais, por estímulos 

mecânicos, é reconhecida desde a descrição de Lewis, em 1931 (para revisão ver 

CARVALHO & LEMÔNICA, 1998). A  sensibilização por estimulação química tem 

sido descrita por diversos pesquisadores para a histamina, acetilcolina, 

bradicinina, serotonina (5-HT) e prostaglandinas (VANE & BOTTING, 1995, 1996; 

MILLAN, 1999).

FERREIRA & VANE (1979) constataram que a administração intradérmica 

de prostaglandinas em altas doses produzia dor. No entanto, a infusão 

subdérmica de baixas concentrações, semelhantes aos níveis encontrados em 

exsudatos inflamatórios, não desenvolvia dor, mas somente hiperalgesia, ou seja, 

havia uma redução do limiar da sensibilidade dolorosa. Observou ainda que 

infusões separadas de PGE2, histamina, bradicinina, ou uma mistura de 

bradicinina e histamina, não provocavam dor. Entretanto, quando PGEi foi 

adicionada à bradicinina ou histamina, ou a uma mistura de ambas, uma forte dor 

era desenvolvida. Concluiu-se então que os mediadores inflamatórios, como 

bradicinina, tinham uma ação direta produtora de dor somente quando os 

nociceptores encontravam-se sensibilizados pelas prostaglandinas. MONCADA et 

al. (1978) e FERREIRA & VANE (1979), baseando-se em diversos resultados 

experimentais, demonstraram que a atividade analgésica dos antiinflamatórios 

não-esteroides, notadamente da aspirina e indometacina, deve-se ao bloqueio da
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síntese de prostaglandinas por inibição da ciclooxigenase e que não afetann a 

hiperalgesia ou a dor causada pela ação direta das prostaglandinas.

A aspirina e os demais derivados dos AINEs não inibem a lipooxigenase, 

e assim, não suprimem a formação dos leucotrienos. Acredita-se que os 

compostos com ação inibitória simultânea sobre a ciclooxigenase e lipooxigenase 

tenham melhor atividade antiinflamatória. Os resultados experimentais sugerem 

que os efeitos colaterais dos AINEs parecem estar correlacionados com a 

capacidade dessas drogas de inibir a COX-1, enquanto os efeitos terapêuticos 

(analgésicos e antiinflamatórios) estariam relacionados com a inibição da COX-2. 

A inibição da atividade da COX-2 pode ser alcançada em diversos níveis da 

cascata de eventos que conduzem à indução da atividade da enzima. Uma vez 

sintetizada a COX-2, os inibidores seletivos da enzima poderiam inibir a produção 

de pró-inflamatórios, como as prostaglandinas, sem afetar, por exemplo, a 

produção de prostaciclina pelo endotélio através da ativação da COX-1. Desta 

forma, uma série de AINEs tem sido testados quanto à capacidade relativa de 

inibição da COX-1 e COX-2 e a relação entre a atividade para ambas as enzimas 

tem sido também determinada (VANE & BOTTING, 1995, 1996; MILLAN, 1999). 

Como o ideal destas drogas é que apresentem uma boa atividade antiinflamatória 

com baixa incidência de efeitos ulcerogênicos sobre a mucosa gástrica, grande 

esforço tem sido realizado pelas indústrias farmacêuticas no sentido de se 

conseguir a síntese de compostos cada vez mais seletivos sobre a atividade da 

COX-2 (APPLETON, 1997; ENGELHART et al., 1995; MASFERRER et al., 1994; 

MILLAN, 1999; VANE & BOTTING, 1995). Espera-se que estas novas 

descobertas venham realmente representar um avanço no tratamento dos 

pacientes artríticos e de outros processos inflamatórios crônicos, havendo ainda a 

necessidade de ensaios mais controlados nos quais se evidencie a ação 

analgésica destes compostos. Embora, sejam apresentados com grande 

entusiasmo pelas indústrias farmacêuticas, os ensaios clínicos e o uso clínico de 

rotina é que poderão confirmar a superioridade e eficácia destes novos inibidores 

da COX-2.



1.5.3- Drogas antagonistas dos receptores para as cininas

A bradicinina (BK) e a calidina representam as cininas produzidas a partir 

de precursores cininogênio de baixo peso molecular, seguido da ativação de 

calicreinas plasmáticas e teciduais, por diversos estímulos, que incluem 

principalmente trauma tecidual, inflamação, anóxia e baixo pH (ROCHA E SILVA, 

1978; REGOLI & BARABE, 1981; CALIXTO et al., 2000b). No sangue a 

bradicinina é formada como parte da cascata da coagulação por um processo 

enzimático a partir do precursor cininogênio (ROCHA E SILVA, 1978; CALIXTO et 

al., 2000b). As cininas exercem grande número de efeitos pró-inflamatórios, 

incluindo a liberação de prostaglandinas, citocinas (interleucina-1 e TNF-a) e 

radicais livres de uma grande variedade de células. Também estimulam e 

sensibilizam os neurônios sensoriais e simpáticos pós-ganglionares influenciando 

no calibre dos vasos, degranula mastócitos liberando histamina e outros 

mediadores inflamatórios, são potentes agentes algogênicos e induzem dor pela 

estimulação direta dos nociceptores sensibilizados pelas prostaglandinas e 

citocinas. A hiperalgesia produzida pela bradicinina é mediada pelo TNF-a que 

estimula a liberação das citocinas IL-1 e IL-8 . A ativação de fibras sensoriais pela 

bradicinina causa também a liberação de neuropeptídeos como a substância P, 

neurocinina A e o CGRP. Estes peptídeos podem mediar grande número de 

efeitos pró-inflamatórios locais e contribuem para sensibilização do nociceptor e 

hiperalgesia (DRAY & PERKINS, 1993; CALIXTO et al., 2000b). Os efeitos das 

cininas são mediados através dos receptores Bi e B2 (CALIXTO et al., 2000b). A 

bradicinina e a calidina são agonistas endógenos dos receptores Bi e B2. Os 

receptores Bi produzem a manutenção da hiperalgesia e sua expressão é 

aumentada rapidamente durante os processos inflamatórios ou infecciosos. Os 

receptores B2 estão presentes em neurônios sensoriais onde estão acoplados 

com uma proteína G que induz ativação de fosfolipase C e fosfolipase A2. A 

ativação da fosfolipase C forma dois segundo mensageiros, o 1,4,5-trifosfato de 

inositol (IP3) e o diacilgiicerol (DAG). O IP3 estimula a liberação de cálcio dos 

estoques intracelulares, enquanto o DAG ativa a proteína quinase C (PKC) para 

fosforilar proteínas celulares, incluindo receptores de membrana e canais iônicos 

(MILLAN, 1999). A PKC tem grande importância na excitabilidade de fibras 

aferentes pela bradicinina que está associada com uma elevação da

29
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permeabilidade iônica da membrana, principalmente aos íons sódio. A 

estimulação de fosfolipase A2 libera ácido araquidônico a partir de fosfolipase da 

membrana celular. A liberação do ácido araquidônico promove a formação de 

endoperóxidos, prostaglandinas e leucotrienos, extremamente importantes na 

fisiopatologia do processo inflamatório e da hiperalgesia (DRAY, 1995; DRAY & 

PERKINS, 1993; MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2000b). A maioria das ações da 

bradicinina, incluindo a ativação aguda de nociceptores e a produção de dor, são 

mediados através do receptor B2. A atividade da bradicinina depende de sua 

rápida degradação por enzimas proteolíticas e pela rápida dessensibilização 

{down regulation) dos receptores da BK. A, quinase dependente de GMPc, que 

fosforila o receptor BK, representa importante fator na dessensibilização. Neste 

caso, a dessensibilização da resposta do neurônio sensorial à bradicinina resulta 

da produção de óxido nítrico, que por sua vez, ativa a guanilato ciclase elevando 

os níveis celulares de GMPc. Além disso, a dessensibilização pode envolver 

glicoproteínas da membrana e down regulation de receptores seguida da 

agregação e internalização da proteína receptora (DRAY & PERKINS, 1993).

Em virtude das importantes funções da bradicinina na patogênese da dor 

inflamatória, tem sido recentemente desenvolvidos e testados os antagonistas do 

receptor B2 da bradicinina, apresentando promissores resultados como agentes 

analgésicos e antiinflamatórios em modelos animais. Entre estes destacam-se 

principalmente o NPC16731, NPC567, HOE140, CP0127 e WIN64338. Porém, 

como a ativação de receptores B2 esta envolvida em processos fisiológicos (como 

a manutenção da pressão arterial) a intervenção em receptor Bi (expresso em 

situações patológicas) poderia ser mais especifica e segura. Desta forma, 

antagonistas do receptor Bi (des-Arg®[Leu®]BK) tem sido também desenvolvidos e 

são dotados de efeito analgésico em modelos de hiperalgesia crônica (DRAY & 

PERKINS, 1993; RANG & URBAN, 1995; MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2000b).

1.5.4- Drogas antagonistas dos receptores Hi da histamina

A histamina é um dos mediadores mais precocemente liberados durante o 

processo inflamatório. Encontra-se estocada principalmente nos mastócitos e 

basófilos e sua concentração é particularmente elevada nos tecidos ricos em 

mastócitos, como a pele, mucosa brônquica e mucosa intestinal (LEVINE &
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TAIWO, 1994; RANG et al., 1994). No processo inflamatório a histamina é 

liberada pela degranulação dos mastócitos promovida por diversos estímulos, 

incluindo a substância P, interleucina-1 (IL-1) e NGF. Além disso a ativação do 

sistema do complemento e de reações antígeno-anticorpo pelo processo 

inflamatório também promovem liberação de histamina. Uma vez liberada a 

histamina pode agir em receptores Hi e H2, produzindo vasodilatação em 

arteríolas, metarteríolas e vênulas e aumento da permeabilidade vascular, com 

conseqüente extravasamento de líquido e proteínas para os tecidos 

perivasculares e formação de edema, componentes essenciais na formação e 

cronificação do processo inflamatório. A administração intradérmica de histamina 

provoca uma resposta típica de uma reação inflamatória aguda, conhecida como 

reação tríplice de Lewis que consiste de (1) um eritema local em torno do ponto 

de aplicação, resultante da vasodilatação que surge dentro de poucos segundos; 

(2) de um eritema secundário mais intenso em torno do anteriormente formado, 

que se instala mais lentamente, promovido pela estimulação de reflexos axônicos 

e vasodilatação indireta e (3) edema, provocado pelo aumento da permeabilidade 

da vasculatura local. Alguns neurônios sensoriais expressam receptores Hi e a 

ativação destes receptores aumenta a permeabilidade ao cálcio no gânglio 

trigeminal e em neurônios de gânglios da raiz dorsal e liberam taquicininas, 

prostaglandinas e CGRP (RANG et al., 1994; MILLAN, 1999). Outras ações não 

relacionadas ao processo inflamatório incluem a contração de fibra lisa pela 

histamina, notadamente da musculatura lisa brônquica, prurido e produção de 

secreção ácida gástrica (DRAY et al., 1994). Os anti-histamínicos Hi são 

antagonistas eficazes da ativação de uma classe especial de nociceptores 

associados ao prurido e os antagonistas dos receptores H2, através do bloqueio 

da produção ácida, eliminam a estimulação química dos nociceptores associados 

à dor desenvolvida na úlcera gástrica e na pirose (FERREIRA, 1993, 1995; 

MILLAN, 1999).

1.5.5- Drogas moduladoras do óxido nítrico

Tem sido postulado que algumas drogas analgésicas podem promover 

uma modulação da ativação dos nociceptores através da estimulação da via da 

arginina-óxido nítrico-GMP cíclico (FERREIRA, 1993; MONCADA et al., 1991;
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MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2000a,b). A síntese do óxido nítrico (NO) ocorre a 

partir do aminoácido L-arginina que sob a ação da óxido nítrico sintase (NOS) 

transforma-se em NO e L-citrulina, via metabólica denominada de via L arginina- 

óxido nítrico. São descritas 3 isoformas da NOS (NATHAN & XIE, 1994), das 

quais 2 são constitutivas (NOc) e estão localizadas no tecido neural (óxido nítrico 

sintase neuronal: NOSn ou NOS I), e a outra, nas células endotelias (óxido nítrico 

sintase endotelial: NOSe ou NOS III) (FÕRSTEMANN et al., 1993; AUBRY et al.,

1997). Já, a óxido nítrico sintase induzida (NOSi ou NOS II) não é, em geral, 

expressa em condições fisiológicas. Diversos agentes, como citocinas 

inflamatórias, oxidantes e endotoxinas de bactérias Gram-negativas, induzem a 

sua expressão em diferentes tipos celulares (MORRIS & BILLIAR, 1994; 

EISERICH et al., 1998; SALVEMINI et al., 1989; GUO et al., 1995).

O NO uma vez formado ativa a guanilato ciclase promovendo a elevação 

dos níveis de GMPc que atua como segundo mensageiro na ativação de uma 

proteína quinase que fosforiia proteínas intracelulares e regula a abertura de 

canais iônicos. Assim influencia diretamente diversas respostas fisiológicas, tais 

como vasodilatação, secreção intestinal, ação antiagregante, fosfotransduçâo 

retiniana, envolvimento na patogênese do choque, da cirrose, inflamação e no 

fenômeno de regulação dos nociceptores (FERREIRA, 1993; MONCADA et al., 

1991; MILLAN, 1999). O GMPc formado é metabolizado pela fosfodiesterase 

interrompendo o ciclo (MONCADA et al., 1991; MONCADA & HIGGS, 1993).

O NO é importante para comunicação intercelular em tecidos periféricos e 

no SNC, incluindo as vias nociceptivas. Acredita-se que a dilatação seletiva dos 

vasos sanguíneos cerebrais pelo NO possa estar envolvida na fisiopatologia da 

enxaqueca. Diversos estudos tem evidenciado alguma participação do NO 

durante a transmissão nociceptiva prolongada, notadamente medular, sugerindo 

importante papel do NO na dor crônica e neuropática (DRAY et al., 1994; 

DICKENSON, 1995). No SNC, a liberação de NO encontra-se relacionada com a 

plasticidade sináptica, potenciação a longa prazo no hipocampo e depressão a 

longo prazo no cerebelo, fenômenos ligados ao mecanismo de memória e 

processo de aprendizagem. Evidências experimentais mais recentes sugerem que 

estas ações centrais do NO são mediadas pela estimulação glutamatérgica 

envolvendo os receptores NMDA. Esta ação requer um co-fator para a atividade 

da NOS que foi definida como sendo a calmodulina. O passo inicial envolve a
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estimulação dos receptores NMDA pelo glutamato ou outro agonista 

glutamatérgico promovendo a abertura dos canais de cálcio, com conseqüente 

ligação do á calmodulina, que então ativará a NO sintase e liberação de NO, 

que por seu turno promoverá uma elevação nos níveis de GMPc intracelular 

(OZAW Aet al., 1998; FERREIRA et al., 1999; FÜRST, 1999; MILLAN, 1999).

Mais recentemente XU et al. (1996) demonstraram que a acetilcolina 

promove a síntese de óxido nítrico na medula espinhal. Portanto, as vias ligadas 

ao receptor NMDA e ao receptor colinérgico muscarínico ativam a óxido nítrico 

sintase aumentando a produção de GMPc (DRAY et al., 1994; DICKENSON, 

1995; ELLIOTI et al., 1994).

Porém, existe na literatura uma certa contradição sobre o verdadeiro papel 

do óxido nítrico na nocicepção. Em estudos experimentais MELLER & GEBHART 

(1993) constataram que a hiperalgesia térmica requer a ativação de receptores 

NMDA na medula e é mediada pela produção de óxido nítrico, enquanto a 

hiperalgesia mecânica requer a co-ativação dos receptores AM PA e 

metabotrópico e é mediada por produtos da ciclooxigenase. Observaram ainda 

que a administração intratecal de L-NAME, um inibidor da NOS, ou a inibição da 

guanilato ciclase pelo azul de metileno atenuam a hiperalgesia térmica mediada 

pelos receptores NMDA. Por outro lado, FERREIRA (1993, 1995) constatou que 

os agentes capazes de promover hiperalgesia o fazem através da elevação dos 

níveis intracelulares de AMPc/cálcio, resultando na ativação de uma proteína 

quinase intracelular com fosforilação de proteínas e ativação de sistemas efetores 

ligados á proteína G ou de canais iônicos, enquanto que a estimulação do sistema 

L-arginina/NO/GMPc, por outro lado, promove a regulação decrescente dos 

nociceptores e analgesia. Espera-se que em futuro bastante breve possa ser 

melhor esclarecido o verdadeiro papel do NO na nocicepção, notadamente com a 

aplicação dos diversos agentes com ação em diferentes sítios de seu ciclo.

1.5.6- Drogas antagonistas dos receptores glutamatérgicos

A estimulação repetida de fibras aferentes 0  que resulta na liberação 

central de substância P (SP), neurocinina A, glutamato e aspartato. Uma vez 

liberado, o glutamato pode agir nos receptores AMPA, NMDA e metabotrópico 

(OZAWA et al., 1998; MILLAN, 1999). Evidências experimentais sugerem o
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envolvimento do receptor NMDA na sensibilização central e na hiperalgesia 

secundária (WOOLF, 1994; DRAY et al., 1994; DICKENSON, 1995, 1997; 

MILLAN, 1999). Os antagonistas dos receptores NMDA, como o AP5 e dizocilpina 

(MK801), previnem o fenômeno de facilitação central na medula espinhal e 

acredita-se que possam ter um importante papel na hiperalgesia inflamatória. 

Quando administrados pela via intratecai apresentam atividade analgésica em 

vários modelos animais (MILLAN, 1999).

Acredita-se que os novos antagonistas do receptor NMDA possam ter 

varias indicações clínicas, incluindo dano cerebral isquêmico, trauma 

cranioencefálico, epilepsia e analgesia. O seu uso como analgésico é ainda 

limitado devido aos efeitos colaterais dos produtos disponíveis, particularmente 

efeitos psicotomiméticos e alterações motoras. A cetamina, conhecida por seus 

efeitos dissociativos, de forma similar a dizocilpina, bloqueia os canais iônicos 

associados com o receptor NMDA e é bastante eficiente como analgésico. Em 

princípio, parece que os antagonistas do receptor NMDA podem se constituir no 

futuro em novos agentes com bom potencial analgésico (EISEMBERG et al., 

1993; MILLAN, 1999; RANG & URBAN, 1995).

Embora o fenômeno de facilitação central e de plasticidade sináptica não 

estejam completamente compreendidas, alguns eventos celulares associados 

com a ativação do receptor NMDA parecem de grande importância na 

fisiopatologia da dor crônica (MILLAN, 1999). Além disso, a estimulação de 

aferentes primários promovem a liberação de aspartato, glutamato e SP dentro do 

corno dorsal. A ativação no corno dorsal dos receptores da neurocinina-1 (NKi) 

pela substância P, liberada pela estimulação de aferentes primários, produz uma 

lenta e prolongada despolarização e eleva o influxo de Ca""  ̂ extracelular através 

dos canais de cálcio voltagem-dependentes. Por outro lado, a ação do aspartato e 

glutamato nos receptores NMDA e metabotrópico poderia produzir influxo de 

cálcio através dos canais de cálcio. O aumento do Ca""  ̂ intracelular ativa uma 

cascata de eventos neuronals que inclui a estimulação de fosfolipases e a 

conseqüente produção de diacilgiicerol (DAG), eicosanoides, 1,4,5-trifosfato de 

inositol (IP3), ativação de proteína quinase C (PKC) e da óxido nítrico sintase 

(NOS). A PKC ativada fosforila o receptor NMDA e induz alterações persistentes 

na membrana celular afetando a permeabilidade da membrana por prolongados 

períodos (MILLAN, 1999). A elevação do Ca"̂  ̂ intracelular produzido pelo influxo
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de cálcio através dos canais de cálcio voltagem-dependentes, operados pelo 

receptor NMDA ou pela liberação de Ca""  ̂dos estoques intracelulares, resulta em 

indução da expressão de genes, como c-fos e c-jun. Estes agem como terceiro 

mensageiros, influenciando diretamente no controle transcricional de genes que 

codificam uma grande variedade de neuropeptídeos, incluindo as encefalinas, 

dinorfina e taquicininas na medula espinhal, influenciando, desta forma, na 

memória da resposta nociceptiva e de outras funções celulares. Além disso, a 

ativação do receptor NMDA resulta no aumento da produção de óxido nítrico, pela 

ativação da NOS, que se difunde, ativando a guanilato ciclase e produzindo 

GMPc (CODERRE et al., 1993; MELLER & GEBHART, 1993; MILLAN, 1999).

Estudos recentes sugerem a importância de outros mecanismos centrais 

na ação analgésica dos antinflamatórios não-esteróides (AINEs) em adição a seu 

efeito inibitório central e periférico sobre a ciclooxigenase. Dentre estes podemos 

destacar alguns de maior importância, como por exemplo, todos os AINE, com 

exceção do ibuprofeno, revertem a hiperalgesia térmica mediada pela ativação 

dos receptores NMDA, AMPA e NKi. A  indometacina e o ácido acetilsalicílico 

podem abolir a indução de genes imediatamente induzidos, c-fos e c-jun, via 

ativação do receptor NMDA na medula espinhal (MCCORMACK, 1994; MILLAN,

1999).

1.5.7- Drogas antagonistas das taquicininas

As taquicininas representam uma família de neuropeptídeos que inclui a 

substancia P (SP), neurocinina A (NKA) e neurocinina B (NKB), que atuam 

predominantemente nos receptores denominados de NKi, NK2 e NK3. Os 

receptores das taquicininas estão acoplados à proteína G e podem ativar a 

fosfolipase C (BIRCH, 1997; MILLAN, 1999).

A substância P é liberada, juntamente com a NKA, na medula espinhal 

após estimulação nociva. A substância P produz uma despolarização de longa 

duração nos neurônios do corno dorsal, contribuindo para a transmissão facilitada 

conseqüente a estimulação continuada de neurônios nociceptivos periféricos. 

Além do fenômeno de facilitação central a substância P tem várias outras funções 

centrais e periféricas, contribuindo para a inflamação, ativação de células imunes.
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atividade de células musculares lisas e secretórias em diferentes órgãos e a 

enxaqueca no SNC (BIRCH, 1997; MILLAN, 1999).

O CGRP é liberado por fibras nociceptivas no corno dorsal produzindo uma 

resposta despolarizante lenta nos neurônios do corno dorsal, potencializando o 

efeito despolarizante da substância P. Os antagonistas do receptor NKi inibem o 

extravasamento plasmático nos vasos da duramáter induzido por estimulação de 

neurônios sensoriais e acredita-se que possam ser úteis no tratamento da 

cefaléias vasculares. Na dor aguda parece que a NKA, agindo nos receptores 

NK2, tenha um papel mais relevante que a substância P que age 

preferencialmente nos receptores NKi. Nos modelos de dor patológica, 

particularmente aqueles envolvendo hiperalgesia inflamatória, os receptores NKi 

tornam-se extremamente importantes. Os receptores NKi sofrem regulação 

crescente durante condições hiperalgésicas e a liberação de taquicininas pelos 

aferentes primários, notadamente de substância P, também aumentam. 

Antagonistas específicos dos receptores NKi e NK2 foram recentemente 

desenvolvidos e testados em modelos experimentais de dor e inflamação, visando 

uma futura aplicação terapêutica destes compostos (BIRCH, 1997; RANG & 

URBAN, 1995; MILLAN, 1999).

1.5.8- Drogas moduladoras de canais iônicos

Como ocorre em outras células excitáveis os neurônios sensoriais 

expressam uma diversidade de canais iônicos. Os canais iônicos encontrados na 

membrana celular são de dois tipos: os canais iônicos operados por receptores e 

os dependentes de voltagem (voltagem-dependentes). O canal iônico operado por 

receptores são complexos formados por um receptor e um canal iônico que 

constitui parte integrante da proteína com vários domínios transmembrana, 

incluindo os receptores colinérgicos nicotínicos, receptor gabaérgico, receptor 

NMDA, receptor da glicina, etc. Os canais iônicos voltagem sensíveis abrem ou 

fecham, dependendo da variação de voltagem do potencial da membrana e são 

representados pelos canais iônicos clássicos como os canais de sódio, potássio e 

cálcio. A sensibilidade desses canais á voltagem é devida à presença de regiões 

eletrocarregadas da proteína do canal (MILLAN, 1999). Algumas drogas 

analgésicas causam uma regulação decrescente ou dessensibilização destes
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receptores alterando a permeabilidade iônica da membrana neuronal, reduzindo 

consequentemente a excitabilidade pós-sináptica. Os anestésicos locais 

bloqueiam a condução do impulso na membrana dos aferentes da dor através do 

bloqueio dos canais de sódio voltagem-dependentes. A efetividade terapêutica de 

anticonvulsivantes (carbamazepina e fenitoina), anestésicos locais (lidocaína e 

tocainida) e antiarrítimicos (mexiletina), no tratamento de determinados tipos de 

dor, particularmente da dor neuropática e da neuralgia do trigêmio, se deve 

provavelmente, ao bloqueio dos canais de sódio (RANG & URBAN, 1995; 

CATTERALL & MACKIE, 1996; MILLAN, 1999).

Os neurônios sensoriais nociceptivos sob condições normais expressam 

pelo menos dois tipos distintos de canais de sódio, um sensível a tetrodoxina que 

é rapidamente ativado e é encontrado em todos os neurônios sensoriais, e um 

outro resistente à tetrodoxina, lentamente ativado e encontrado somente em 

pequena classe de células de pequeno diâmetro e de condução lenta, que 

incluem os nociceptores polimodais (RANG & URBAN, 1995; MILLAN, 1999). 

Mais recentemente foram realizados alguns estudos tentando elucidar o papel dos 

canais de potássio na modulação da dor. Acredita-se que a hiperpolarização de 

membrana provocada pela abertura dos canais de potássio, com conseqüente 

inibição da excitabilidade neuronal possa ter alguma importância na analgesia 

(MILLAN, 1999). Entre os diversos tipos de canais de potássio conhecidos os que 

tem despertado maior interesse no estudo da fisiopatologia da dor são 

principalmente os canais de potássio dependentes de cálcio e o canal de potássio 

ATP-sensível. Do ponto de vista de hiperexcitabilidade neuronal, interessa 

principalmente, o canal de potássio cálcio-dependente, presente em elevada 

densidade em neurônios e células musculares lisas. A  sensibilidade destes canais 

á voltagem e ao cálcio sugere que eles são ativados após o potencial de ação 

produzindo uma pós-polarização que limita a freqüência de disparo das células 

(RANG & URBAN, 1995; MILLAN, 1999). Os ativadores destes canais 

representam uma possibilidade promissora como novas drogas analgésicas 

(RANG & URBAN, 1995; MILLAN, 1999). As dehidrosaponinas extraídas da 

Desmodium adscendens e as benzimidazolonas substituídas (NS004 e NS1619) 

são potentes agentes que promovem a abertura dos canais de potássio cálcio- 

dependente, porém são pouco seletivos e bloqueiam simultaneamente outros 

canais da membrana (CARVALHO & LEMÔNICA, 1998). O cromacalim, pinacidil
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e apricalim são compostos que ativam os canais de potássio ATP-sensiveis tipo I 

em vários tecidos e neurônios (RANG & URBAN, 1995; MILLAN, 1999).

Os canais de cálcio também possuem destacada importância no 

mecanismo da analgesia. Os canais de cálcio voltagem dependente da 

membrana neuronal, tipo T, N e L, contribuem para a excitabilidade de neurônios 

sensoriais, sendo que os canais tipo N são particularmente importantes no 

controle da liberação de neuromediadores de terminais de neurônios sensoriais 

periféricos e centrais. Os canais N e L podem ser bloqueados por um grande 

número de drogas (dihidropiridinas) e neurotransmissores (opióides, GABA, 

neuropeptídio Y) impedindo a sinalização nociceptiva na medula espinhal e 

modificando a excitabilidade em terminais de neurônios periféricos que 

indiretamente alteram os efeitos neurogênicos produzidos por neuropeptídeos 

sensoriais (DRAY, 1995; MILLAN, 1999).

A capsaicina exerce suas atividades analgésicas e antiinflamatôrias pela 

dessensibilização de neurônios nociceptivos, com ações seletivas sobre os 

neurônios sensoriais primários Aô e C (CALIXTO et al., 2000a; SZALLASI & 

BLUMBERG, 1999). Tem sido empregada localmente no tratamento de diversas 

síndromes dolorosas, incluindo a neuralgia pós-herpética, neuropatia diabética, 

neuraigia do trigêmio, osteoartrite, artrite reumatóide, distrofia simpático reflexa, 

dor pós-mastectomia e na fibromialgia (CALIXTO et al., 2000a; SZALLASI & 

BLUMBERG, 1999). A capsaicina induz uma dessensibilização dos nociceptores 

neuronais por elevação inicial na permeabilidade ao cálcio. Parece que a 

elevação da concentração intracelular do cálcio promove a dessensibilização pela 

estimulação de uma enzima citossólica cálcio e calmodolina-dependente 

(calcineurina). Inicialmente a capsaicina estimula a liberação de glutamato e 

neuropeptídeos (SP, NKA e CGRP) de neurônios periféricos e centrais, em 

conseqüência da elevação do influxo de cálcio na célula neuronal (SZALLASI & 

BLUMBERG, 1999). Embora a capsaicina inicialmente estimule a liberação destes 

neuropeptídeos (efeito algésico inicial), a aplicação repetida da droga promove, a 

longo prazo, um efeito inibitório que é o responsável pelas ações analgésicas e 

antiinflamatória (CALIXTO et al., 2000a; SZALLASI & BLUMBERG, 1999).

Nesse contexto, o desenvolvimento da biologia molecular tem contribuído 

para a descoberta de novos alvos terapêuticos e por conseqüência na descoberta
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das drogas analgésicas mais modernas. Este avanço da farmacologia tem sido 

possível graças aos recentes conhecimentos dos mecanismos moleculares da 

fisiopatologia da dor, com a identificação de importantes alvos envolvidos na 

transmissão nociceptiva, principalmente receptores, enzimas, sistemas de 

transporte, canais iônicos e da modulação da liberação de neuromediadores. Mais 

recentemente tem ocorrido substancial progresso no conhecimento dos eventos 

regulatórios ao nível da transcrição gênica, extremamente importantes na 

modulação da nocicepção, notadamente na dor crônica. É possível que os 

analgésicos do futuro possam ter alguma intervenção a este nível, no momento 

em que os mecanismos bioquímicos de controle da transcrição tornarem-se mais 

conhecidos. Tem sido também bastante desafiador para os pesquisadores o 

esclarecimento dos mecanismos de modulação, envolvendo as diversas 

interações entre os diferentes mediadores e como tais eventos influenciam na 

transcrição gênica. Certamente que o domínio desses conhecimentos poderá 

trazer importantes informações para o desenvolvimento dos analgésicos do 

futuro. Diante do exposto, as substâncias que apresentam efeito analgésico, de 

uma maneira geral, podem ser divididas em pelo menos três categorias: aquelas 

que atuam em sítios periféricos, prevenindo a ativação das terminações 

nociceptivas ou inibindo a transmissão do impulso aferente; as que alteram a 

transmissão dentro do sistema nervoso central; e as que alteram a percepção da 

dor em nível cortical (WEINSTEIN, 1998). Dessa forma, o arsenal farmacológico 

disponível, atualmente, na clínica, para o tratamento dos vários tipos de dor 

incluem os antiinflamatórios não esteroidais e os derivados da morfina. Os 

primeiros apresentam vasta utilização e inúmeros efeitos adversos, tais como 

úlceras, discrasias sangüíneas, e alergias, entre outros; os segundos são 

utilizados no tratamento de dores decorrentes do câncer e sua aplicação também 

é limitada em função dos seus efeitos adversos. Outras drogas também podem 

modular a transniissão nociceptiva e dessa forma controlar a dor, como os 

antidepressivos tricíclicos, os anticonvulsivantes, os bloqueadores de canais de 

sódio, os neurolépticos, os esteróides, entre outros. No entanto, a efetividade 

dessas drogas é muito variável entre os indivíduos, assim como outros 

tratamentos alternativos, por vezes pouco eficiente, como a estimulação elétrica 

de nervos cutâneos, “biofeedback” e acupuntura, entre outros (MACFARLANE et 

al., 1997).
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No presente estudo foram analisados, através de métodos farmacológicos 

e . bioquímicos, alguns dos mecanismos responsáveis pelas ações 

antinociceptivas de princípios ativos isolados de algumas plantas utilizadas na 

medicina tradicional, incluindo vários compostos isolado do Phyllanthus 

sellowianus, contudo presente em outras espécies desse gênero, e de um novo 

alcalóide isolado da Siphocampylus verticiliatus.



2 - OBJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido visando atingir os seguintes objetivos:

- Analisar os efeitos antinociceptivos da geranina, da furosina, da quercetina, da 

rutina e do gaiato de etila isolados das plantas do gênero Phyllanthus, e do novo 

alcalóide cloridrato de cis-8,10-Di-N-propillobelidiol dihidratado (DPHD) isolado da 

Siphocampylus verticiliatus, administrados por via sistêmica, espinhal e 

supraespinhalmente, em modelos de nocicepção química (testes do ácido acético, 

formalina e capsaicina) e térmica (modelo da placa quente) em camundongos.

- Investigar, com o emprego de técnicas farmacológicas “in vivo” e “in vitro”, os 

possíveis mecanismos envolvidos nas ações antinociceptivas do gaiato de etila e 

do alcalóide DPHD através do emprego de agonistas e antagonistas seletivos de 

vários receptores, bloqueadores de canais iônicos, bem como de sistema de 

transdução de sinal e de enzimas que modulam a nocicepção.

- Investigar, utilizando técnicas bioquímicas, as possíveis interações do DPHD com 

os receptores opióides e para o glutamato, bem como avaliar as ações desse 

composto na liberação e na captação de serotonina, visando esclarecer seu 

possível mecanismo de ação antinociceptiva.
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3 - MATERIAL E MÉTODOS

3 .1 -Anim ais

Foram utilizados camundongos "Swiss" machos pesando entre 25 e 35 g, 

cobaias de ambos os sexos pesando entre 300 e 500 g e ratos W istar de ambos 

os sexos pesando entre 150 e 200 g, mantidos no Biotério Setorial do 

Departamento de Farmacologia, CCB, UFSC. Os animais foram mantidos à 

temperatura controlada (20 ± 3 °G), em ciclo claro/escuro de 12 h e tratados com 

água e ração ad libitum. Os animais permaneceram no laboratório por um período 

de adaptação de pelo menos 1 h antes da realização dos experimentos, os quais 

foram conduzidos entre 8 e 17 h á temperatura de 20 ± 3 °C. Os experimentos 

foram realizados de acordo com orientações para os cuidados com animais de 

laboratório e considerações éticas para investigações de dor experimental em 

animais conscientes (Zimmermann, 1983).

3.2 - Classificação botânica das plantas estudadas.

O material botânico (folhas, caule e raiz) das diferentes espécies de 

Phyllanthus, em especial do P. sellowianus foi coletado no município de Apiúna- 

SC em abril 1994 e classificado pelo Prof. Antônio Reis. A excicata foi depositada 

no Herbário FLOR do Horto Botânico da Universidade Federal de Santa Catarina 

sob o número de registro 2.757.

As partes aéreas da Siphocampylus verticiliatus foram coletadas no 

município de São José dos Pinhais, Curitiba -  PR, em janeiro de 1993, sendo a 

planta classificada pelo Prof. Gerdt Hatschbach. Uma excicata da planta foi 

depositada no Jardim Botânico de Curitiba -  PR sob o número de registro 68.920.

3.3 - Análise Química

3.3.1 -  Isolamento, purificação e identificação química dos compostos.

Os compostos foram isolados e identificados pelo grupo de pesquisa 

coordenado pelo Prof. Rosendo Augusto Yunes no Laboratório de Produtos
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Naturais do Departamento de Química (UFSC). O nosso grupo de pesquisa vem 

traballiando há vários anos com diferentes espécies de plantas do gênero 

Phyllanthus, sendo que já conseguiu caracterizar, quimicamente, vários 

compostos pertencentes a diferentes classes química (para revisão ver CALIXTO 

et al., 1998). Contudo, o presente trabalho descreve o isolamento e a 

caracterização química dos compostos somente para a espécie do P. sellowianus. 

No entanto, devo lembrar que os compostos aqui descritos também estão 

presente em diferentes proporções em outras espécies de Phyllanthus estudadas 

pelo nosso grupo de pesquisa (para revisão ver CALIXTO et al., 1998). As folhas, 

caules e raízes (9 Kg) de P. sellowianus foram secos em estufa á 40 °C, e depois 

moídos e macerados com metanol 95% á temperatura ambiente por cerca de 

duas semanas. Posteriormente, o solvente foi evaporado em evaporador rotatório 

para a obtenção do extrato metanólico bruto. Este extrato foi então fracionado 

com solventes de polaridade crescente (hexano, clorofórmio, acetato de etila e 

butanol), para a obtenção das respectivas frações. A fração de acetato de etila, 

rica em compostos fenólicos, foi cromatografada em coluna de silica gel eluída 

com acetato de etila e quantidades crescentes de metanol, o que permitiu a 

purificação dos seguintes compostos: galato de etila (rendimento 60 mg; ou

0,0007%), quercetina (130 mg, 0,0014%), furosina (272 mg, 0,003%), rutina (1,06

g, 0,012%) e geranina (712 mg, 0,008%)(Figura 2). Os compostos foram 

identificados com base nos dados espectroscópicos de Infra-vermelho (IV) e 

Ressonância Magnética Nuclear de Próton (RMN-^H) e Carbono 13 (RMN-”'^C), 

além de comparação com amostras autênticas, quando possível (MIGUEL et al, 

1995, 1996b; MIGUEL, 1996; CECHINEL FILHO et al., 1996; para revisão ver 

CALIXTO et al., 1998).

As partes aéreas (10 l<g) de S. verticiliatus, recém coletadas, foram moídas 

e em seguidas maceradas com metanol 95% durante duas semanas. O solvente 

foi evaporado sob vácuo, obtendo-se o extrato metanólico bruto, o qual foi 

particionado, sucessivamente, com solventes de polaridade crescente. A fração 

alcaloídica foi cromatografada em coluna de silica gel, eluída com acetato de 

etila:metanol na proporção de 98:02, sendo obtidos cerca de 3 g (0,03%) do 

alcalóide, o qual foi identificado por métodos espectroscópicos usuais (RMN-”'H, 

RMN-^^C e IV) e espectro de massas, como sendo o cloridrato de c/s-8,10-di-A/- 

propillobelidiol dihidratado (DPHD)(M1GUEL et al., 1996a; MIGUEL, 1996).



3.4 -  Análise Farmacológica

3.4.1 - Atividade antinociceptiva

3.4.2 - Teste das contorções abdominais induzidas pela injeção intraperitoneal de 

ácido acético em camundongos.

Inicialmente foi verificado o efeito antinociceptivo dos compostos obtidos 

das diferentes plantas no teste das contorções abdominais que, embora seja um 

modelo de nocicepção simples e pouco específico, permite avaliar a atividade 

antinociceptiva de várias substâncias que atuam tanto em nível central quanto 

periférico. A resposta nociceptiva foi induzida pela injeção intraperitoneal de ácido 

acético (0,6%) diluído em solução salina (0,9%). Basicamente as contorções 

abdominais consistem na contração da musculatura esquelética abdominal 

juntamente com a extensão de uma das patas posteriores, de acordo com o 

método descrito anteriormente (COLLIER et al., 1968; BENTLEY et al., 1981). 

Grupos de animais foram pré-tratados com o gaiato de etila, quercetina, rutina, 

geranina, furosina, DPHD, aspirina, diclofenaco e/ou meloxicam (utilizadas como 

controles positivos para comparação com o efeito dos compostos) por via 

intraperitoneal (2,8 -  556,7 |imol/kg) ou por via oral com o gaiato de etila, 

quercetina, rutina, geranina, furosina, DPHD e/ou aspirina (26,2 -  1670,3 |Limol/kg)

0,5 e 1 h antes da injeção do ácido acético, respectivamente.

Os grupos controle receberam o mesmo volume dos veículos (10 ml/kg) 

utilizados para diluir os compostos. Após a injeção do ácido acético, os 

camundongos foram colocados sob funis de vidros invertidos individuais, e o 

número de contorções abdominais foi quantificado cumulativamente durante um 

período de 20 min. A atividade antinociceptiva foi determinada tomando-se como 

base a inibição do número das contorções abdominais dos animais pré-tratados 

com os compostos isolados das diferentes espécies de plantas e/ou com as 

ações da aspirina, diclofenaco ou meloxicam, administrados por via oral ou 

intraperitoneal, comparados com o número das contorções abdominais dos 

animais controle (veículo).
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3.4.3 -  Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina em 

camundongos.

Para a confirmação do efeito antinociceptivo dos compostos isolados das 

diferentes espécies de plantas, foi utilizado o teste da dor induzida pela injeção 

intraplantar de formalina. Esse modelo é mais específico que o teste de 

contorções abdominais, permitindo avaliar dois tipos de dor: a dor de origem 

neurogênica (estimulação direta dos neurônios nociceptivos) e a dor inflamatória 

(caracterizada pela liberação de mediadores inflamatórios). O procedimento 

utilizado foi similar ao descrito anteriormente (HUNSKAAR et al., 1985, 1986; 

MURRAY et al., 1988; CORRÊA & CALIXTO, 1993). Os animais receberam 20 p.1 

de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeído) na região plantar da pata posterior 

direita. Logo após a injeção da formalina, os animais foram colocados, 

individualmente, sob funil de vidro invertido, ao lado de um espelho para facilitar a 

observação. Após foi cronometrado durante 30 min o tempo que o animal 

permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina, sendo esse 

período considerado como indicativo de dor. Esse modelo permite evidenciar 

duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira fase, que ocorre durante os 

primeiros 5 min após a injeção da formalina (dor de origem neurogênica): e a 

segunda fase, que ocorre entre 15 a 30 min após a formalina, representando a 

resposta tônica à dor, acompanhada de uma resposta inflamatória relacionada à 

liberação de mediadores inflamatórios (HUNSKAAR & HOLE, 1987).

Grupos distintos de animais foram tratados com o gaiato de etila, 

quercetina, rutina, geranina, furosina, DPHD, aspirina, diclofenaco e/ou 

meloxicam (os três últimos foram utilizados como controles positivos para 

comparação com o efeito dos compostos) por via intraperitoneal (0,8 -  556,7 

lamol/kg) ou por via oral com o com o gaiato de etila, quercetina, rutina, geranina, 

furosina, DPHD e/ou aspirina (26,2 -  3340,7 )amol/kg) 0,5 e 1 h antes da injeção 

da formalina, respectivamente. Os animais controle receberam igual volume dos 

veículos (10 ml/kg) utilizados para diluir os compostos isolados das diferentes 

espécies de plantas ou com as drogas padrão.

A fim de investigar a possível ação antinociceptiva dos diferentes 

compostos em nível espinhal (via intratecal, i.t.), na nocicepção induzida pela
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formalina, os camundongos foram levemente anestesiados com éter etílico e um 

volume de 5 |il do veículo (grupo controle) ou do veículo contendo o gaiato de 

etila, quercetina, rutina, geranina, furosina, DPHD, diclofenaco ou meloxicam (1,5

-  491,3 nmol/sítio) foram injetados diretamente na medula espinhal (via i.t., entre 

as vértebras L5 e L6), como descrito anteriormente (HYLDEN & WILCOX, 1980; 

SANTOS & CALIXTO, 1997a,b). Além disso, foi analisado o possível efeito dos 

compostos em nível supraespinhal (via intracerebroventricular, i.c.v.). Para isso os 

animais foram levemente anestesiados com éter etílico e um volume de 5 )al do 

veículo (grupo controle) ou do veículo contendo o gaiato de etila, quercetina, 

rutina, geranina, furosina, DPHD, diclofenaco e/ou meloxicam (1,5 -  491,3 

nmol/sítio) foi injetado diretamente no ventrículo lateral (via i.c.v., coordenadas 

para a localização em relação ao bregma: 1 mm lateral; 1 mm rostral; -3 mm 

vertical) como descrito anteriormente (HYLDEN & WILCOX, 1980; VAZ et al., 

1996; SANTOS & CALIXTO, 1997a,b). Transcorridos 10 min após a 

administração i.c.v. ou i.t. dos compostos, os animais foram analisados na 

nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina, como descrito 

anteriormente.

3.4.4 -  Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em 

camundongos.

Esse modelo foi proposto por SAKURADA et al. (1992) para o estudo de 

compostos que atuam sobre a dor de origem neurôgenica. A injeção de 

capsaicina induz estimulação direta dos neurônios nociceptivos e causa a 

liberação de vários neuropeptídeos envolvidos na transmissão dolorosa, incluindo 

principalmente as taquicininas (substância P, neurocinina A e neurocinina B) 

(SAKURADA et al., 1992; 1993). Assim, esse teste foi empregado com o objetivo 

de evidenciar a possível interação dos compostos isolados das diferentes plantas 

com esses neuropeptídeos.

Os animais foram colocados, individualmente, sob funil de vidro 

transparente por um período de adaptação de, no mínimo, 20 min. Após, cada 

animal recebeu intraplantarmente 20 |al de solução de capsaicina (1,6 fag/pata) na 

pata posterior direita, sendo que o tempo que o animal permaneceu lambendo ou



47

mordendo a pata injetada com capsaicina foi cronometrado por um período de 5 

min e considerado como indicativo de dor (SAKURADA et al., 1992; 1993). 

Grupos distintos de animais foram tratados com o gaiato de etila, quercetina, 

rutina, geranina, furosina, DPHD, diclofenaco, meloxicam ou indometacina 

(utilizadas como controles positivos para comparação com o efeito dos 

compostos) por via intraperitoneal (0,8 -  198,4 |^mol/kg) ou por via oral com o com 

o gaiato de etila ou DPHD (72,8 -  1009,2 |j,mol/kg) 0,5 e 1 h antes da injeção da 

capsaicina, respectivamente. Os animais controle receberam igual volume dos 

veículos (10 ml/kg) utilizados para diluir os compostos ou as drogas padrão.

Com o objetivo de evidenciar uma possível ação antinociceptiva do DPHD, 

diclofenaco e meloxicam em nível espinhal (i.t.) ou supraespinhal (i.c.v.) na dor 

neurogênica causada pela capsaicina, grupos distintos de animais foram 

levemente anestesiados com éter etílico e um volume de 5 |il do veículo (grupo 

controle) ou do veículo contendo o DPHD, diclofenaco e/ou meloxicam (2,8 -

291,1 nmol/sítio) foi injetado diretamente na medula espinhal (via i.t.) ou no 

ventrículo lateral (via i.c.v.), como descrito acima, respectivamente. Após 10 min 

da administração i.c.v. e/ou i.t. dos compostos, os animais foram analisados na 

nocicepção induzida pela injeção intraplantar de capsaicina.

3.4.5 - Teste da "Placa-Quente"

A atividade antinociceptiva do gaiato de etila e do DPHD foi analisada no 

teste da placa quente, que é um modelo de dor muito sensível para drogas que 

atuam centralmente como a morfina e seus derivados. Para isso, os animais 

foram colocados dentro de um cilindro de acrílico sobre uma superfície metálica 

previamènte aquecida a 50 ± 1 ou 56 ± 1 °C, utilizando-se o aparelho de placa 

quente (Ugo Basile, Model-DS 37). O tempo em segundos que o animal levou 

para lamber, morder ou levantar as patas dianteiras sobre a placa previamente 

aquecida, foi cronometrado e considerado como indicativo de efeito nociceptivo 

conforme descrito anteriormente (EDDY & LEIMBACK, 1953). Cada animal foi 

selecionado conforme sua reatividade ao modelo, sendo desprezados aqueles 

que permaneceram acima de 15 ou 8 s na placa aquecida sem reagir ao estímulo 

térmico nas temperatura de 50 ± 1 e de 56 ± 1 °C, respectivamente. O tempo
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máximo permitido de permanência dos animais no aparellio de placa quente foi 

de 30 s para lhes evitar danos teciduais, cujo lapso foi considerado como índice 

máximo de analgesia.

Os animais foram pré-tratados 0,5 h antes do experimento com o gaiato de 

etila (151,3 |amol/kg, i.p.), DPHD (291,1 |amol/kg, i.p.), diclofenaco (314,4 ^imolkg, 

i.p.), meloxicam (28,4 i^mol/kg, i.p.) ou com morfina (na dose de 31,0 ^imol/kg, 

s.c.) utilizada para comparar com o efeito dos compostos. Outros grupos de 

animais foram pré-tratados via i.c.v. e/ou i.t. com o veículo (5 |j.l/sítio), DPHD 

(291,1 nmol/sítio) ou morfina (15,5 nmol/sítio) conforme descrito anteriormente, 10 

min antes do experimento. O tempo de permanência dos animais na placa quente 

foi convertido em dados percentuais, sendo utilizada a seguinte fórmula: 

percentagem de efeito máximo (PEM)= TF (tempo final) -  TI (tempo inicial)/30 -  

TI (tempo inicial) (adaptada de AANONSEN & WILCOX, 1987).

3.4.6 - Efeito sobre a performance motora no modelo do “Rota-rod”.

Com o objetivo de evidenciar o possível efeito depressor dos compostos 

em estudo sobre o sistema nervoso central ou periférico, foi empregado o teste do 

rota-rod, que analisa a performance motora do animal. O aparelho é constituído 

de uma barra de 2,5 cm de diâmetro subdividido em 6 compartimentos girando a

22 r.p.m. colocada a 25 cm de altura. Cada animal foi selecionado 24 horas antes 

dos experimentos, sendo eliminados aqueles que não permaneceram sobre o 

aparelho de rota-rod por, pelo menos, dois períodos consecutivos de 60 s cada, 

conforme descrito por DUHAM & MIYA (1957). Os animais foram selecionados e 

tratados por via intraperitoneal com o gaiato de etila (151,3 ^imo/kg) ou DPHD 

(291,1 |amol/kg, i.p.), 0,5 h antes ou somente com os veículos (10 ml/kg) utilizados 

para diluir os compostos.

3.5 - Estudo do possível mecanismo de ação antinociceptiva do DPHD e do gaiato 

de etila.

Nesta etapa do trabalho, procurou-se analisar o(s) possível(eis) 

mecanismos de ação envolvido(s) na atividade antinociceptiva causada pelo
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gaiato de etila ou pelo DPHD. Para tal, foram realizados diferentes ensaios 

farmacológicos e bioquímicos “in vitro” e “in vivo" utilizando-se vários agonistas e 

antagonistas específicos ou inibidores enzimáticos, que serão discutidos a seguir.

3.5.1 -  Participação do sistema opióide.

Com 0 objetivo de avaliar a participação do sistema opióide sobre o efeito 

antinociceptivo do gaiato de etila e do DPHD, grupos distintos de animais foram 

pré-tratados com antagonista opióide não seletivo, naioxona (13,7 ou 3,0 i^mol/kg, 

i.p.) 15 min antes da administração do gaiato de etila (50,5 )amol/kg, i.p.), DPHD 

(87,3 |imol/kg, i.p.) ou de morfina (13,3 ou 15,5 |imol/kg, s.c., utilizada como 

controle positivo). Decorridos 30 min após a administração dos compostos ou 

morfina, foi avaliado o efeito desse tratamento em relação à nocicepção induzida 

pela injeção intraplantar de formalina. Os grupos utilizados como controle foram 

tratados com o gaiato de etila (50,5 }^mol/kg, i.p.), DPHD (87,3 |xmol/kg, i.p.), 

morfina (15,5 )imol/kg, s.c.), naioxona (13,7 ^mol/kg, i.p.) ou com os veículos (10 

ml/kg, i.p.) utilizados para diluir os compostos, 30 min antes da injeção da 

formalina.

Com o objetivo de verificar quais dos subtipos de receptores opióides 

estariam participando no efeito antinociceptivo causado pelo DPHD, grupos 

distintos de animais foram pré-tratados com ciprodima (antagonista seletivo dos 

receptores opióides do tipo \jl, 2,3 i^mol/kg, i.p.); naitrindol (antagonista seletivo 

dos receptores opióides do tipo ô, 2,2 |Limol/kg, i.p.); e com nor-binaltorfimina 

(antagonista seletivo dos receptores opióides do tipo k , 1,4 ^imol/kg, i.p.) 15 min 

antes da administração do DPHD (87,3 |iimol/kg, i.p.) ou da morfina (15,5 |imol/kg, 

s.c. controle positivo)(CRAFT et al., 1995; FREY & SCHICHT, 1996; OSSIPOV et 

al., 1996). Decorridos 30 min após a administração do DPHD ou da morfina, foi 

avaliado o efeito desse tratamento em relação à nocicepção induzida pela injeção 

intraplantar de formalina. Os animais utilizados como controle foram tratados com 

0 DPHD (87,3 |amol/kg, i.p.), morfina (15,5 |amol/kg, s.c.), ciprodima (2,3 |amol/kg, 

i.p.), naitrindol (2,2 |amol/kg, i.p.), nor-binaltorfimina (1,4 |j,mol/kg, i.p.) ou com os 

veículos (10 ml/kg, i.p.) utilizados para diluir os compostos e a morfina, 30 min 

antes da injeção da formalina.
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3.5.2 -  Participação da proteína Gi/o sensível à toxina pertussis.

Vários trabalhos descritos na literatura demonstram que o pré-tratamento 

de animais com toxina pertussis pela via i.c.v. suprime o efeito antinociceptivo 

causado por drogas (ex. morfina) que atuam ativando a proteína Gi/o, através da 

ribosilação do ADP da proteína Gi/o (SANCHEZ-BLASQUEZ & GARZON, 1991; 

HERNANDES et al., 1995; SHAH et al., 1994, 1997). Para investigar a possível 

participação da proteína Gi/o sensível a toxina pertussis na ação antinociceptiva do 

gaiato de etila e do DPHD, os animais foram pré-tratados com a toxina pertussis 

(1,0 (j,g/i.c.v.), através de uma única injeção, sete dias antes da administração do 

gaiato de etila (50,5 i^mol/kg, i.p.), DPHD (87,3 |imol/kg, i.p.), morfina (15,5 

lamol/kg, s.c., usada como controle positivo) ou somente com o veículo (10 ml/kg, 

i.p.). Outro grupo de animais foi pré-tratado com salina (NaCI 0,9%, 5 ^il/i.c.v.) e, 

sete dias depois, recebeu o gaiato de etila (50,5 lamol/kg, i.p.), DPHD (87,3 

l^mol/kg, i.p.), morfina (15,5 |amol/kg, s.c.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.). A nocicepção 

induzida pela formalina foi analisada 30 min após a injeção dos compostos.

3.5.3 -  Participação dos canais de potássio.

Para avaliar a possível participação dos canais de potássio nas ações 

antinociceptivas do gaiato de etila ou do DPHD, os animais foram tratados com 

apamina (50 ng/i.t., bloqueador seletivo de canal de potássio de baixa 

condutância ativado por cálcio), caribdotoxina (250 pg/i.t., bloqueador seletivo de 

canal de potássio de alta condutância ativado por cálcio), tetraetilamônio (1 jxg/i.t., 

bloqueador não-seletivo de canal de potássio dependente de voltagem), 

glibenclamida (100 i^g/i.t., bloqueador de canal de potássio modulado por ATP) 

ou somente com veículo (NaCI 0,9%, 5 ^l/i.t.)(GlMEMEZ-GALLEGO et al., 1988; 

WELCH & DUNLOW, 1993; WELCH et al., 1995). Decorridos 15 min, os animais 

receberam gaiato de etila (50,5 |^mol/kg, i.p.), DPHD (87,3 |amol/kg, i.p.) ou o 

veículo (10 ml/kg, i.p.) e, 30 min após a administração dos compostos, foi avaliado 

o efeito desse tratamento na dor induzida pela injeção de formalina.



3.5.4 -  Participação da via L-arginina-óxido nítrico.

Enn outra série de experimentos, investigou-se a participação da via da L- 

arginina-óxido nítrico no efeito antinociceptivo causado pelo gaiato de etila e 

DPHD. Os animais foram pré-tratados com a precursora do óxido nítrico, a L- 

arginina (3,4 mmol/kg, i.p.), e após 15 min receberam gaiato de etila (50,5 

)amol/kg, i.p.), DPHD (87,3 jimol/kg, i.p.), morfina (15,5 i^molkg, s.c.) ou A/°-nitro-L- 

arginina (L-NOARG, 342,0 |imol/kg, i.p., inibidor da enzima óxido nítrico 

sintase)(SANTOS et al., 1995b; VAZ et al., 1996; BEIRITH et al., 1998). 

Decorridos 30 min após o tratamento, os animais foram analisados na nocicepção 

induzida pela injeção de formalina. Os animais controles foram tratados com o 

gaiato de etila (50,5 |nmol/kg, i.p.), DPHD (87,3 lamol/kg, i.p.), morfina (15,5 

lamol/kg, s.c.), L-NOARG (342,0 ^imol/kg, i.p.) ou com os veículos (10 ml/kg, i.p.), 

30 min antes da injeção da formalina.

3.5.5 -  Participação do sistema serotonérgico.

Visando investigar a possível participação do sistema serotonérgico no 

efeito antinociceptivo causado pelo DPHD, os camundongos foram pré-tratados 

com p-clorofenilalanina (PCPA, 399,8 lamol/kg, i.p. inibidor da síntese de 

serotonina, 1 vez ao dia durante 4 dias consecutivos). Transcorridos 30 min após 

o último tratamento, os animais pré-tratados com PCPA receberam o DPHD (87,3 

lamol/kg, i.p.), morfina (15,5 |a,mol/kg, s.c.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.) e após 30 min 

foram analisados na nocicepção induzida pela formalina. Outro grupo de animais 

foi tratado, durante 4 dias consecutivos, com solução fisiológica (NaCI 0,9%, 10 

ml/kg, i.p.), antes da administração de DPHD (87,3 |amol/kg, i.p.), morfina (15,5 

nmol/kg, s.c.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.) e, foi analisado em relação à nocicepção 

induzida pela formalina.

Para avaliar a participação dos receptores serotonérgicos no efeito 

antinociceptivo causado pelo DPHD, outro grupo de animais foi tratado com 

metisergida (8,9 |amol/kg, i.p., antagonista serotonérgico não seletivo) ou somente 

com o veículo (10 ml/kg, i.p.). Após 15 min os animais foram tratados com DPHD 

(87,3 nmol/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p). Decorridos 30 min após o
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tratamento, os animais foram analisados em relação a ambas as fases da dor 

induzida pela formalina.

3.5.6 -  Desenvolvimento de tolerância cruzada entre a morfina e o DPHD.

Tem sido demonstrado na literatura que a administração de morfina por um 

período acima de 4 dias pode induzir tolerância, ou seja redução do efeito 

antinociceptivo da morfina (MENARD et al., 1995). Utilizando esse modelo, 

verificou-se a possibilidade de desenvolvimento de tolerância cruzada entre a 

morfina e o DPHD nos animais tratados por sete dias consecutivos com a morfina 

ou com o DPHD. Grupos distintos de animais foram pré-tratados com morfina 

(15,5 |amol/kg, s.c.), DPHD (87,3 |amol/kg, i.p.) ou somente com salina (10 ml/kg, 

i.p.) durante sete dias. Os animais receberam injeções diárias administradas às 9

h, durante os seis primeiros dias, e uma última injeção no sétimo dia, às 8 h, com 

morfina, DPHD ou salina. Decorridos 30 min do último tratamento, os animais pré- 

tratados com morfina ou DPHD receberam injeção de morfina (15,5 |amol/kg, s.c.) 

ou de DPHD (87,3 ^mol/kg, i.p.) e, transcorridos 30 min foi analisado o efeito 

antinociceptivo da morfina e do DPHD no teste da formalina.

3.5.7 -  Participação do sistema dopaminérgico.

Visando investigar a possível participação dos receptores dopaminérgicos 

no efeito antinociceptivo causado pelo DPHD, os camundongos foram pré- 

tratados com haloperidol (0,5 |imol/kg, i.p., antagonista não-seletivo dos 

receptores dopaminérgicos) e, após 15 min, os animais receberam o DPHD (87,3 

|imol/kg, i.p.), apomorfina (3,2 |j.mol/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.). Decorridos 

30 min após o tratamento, os animais foram analisados em relação a ambas as 

fases da dor induzida pela formalina. Os animais controles receberam o veículo 

(10 ml/kg, i.p.) e, após 15 min, receberam o DPHD (87,3 fimol/kg, i.p.), apomorfina 

(3,2 |amol/kg, i.p.) ou o veículo (10 ml/kg, i.p.), 30 min antes da injeção de 

formalina.



3.5.8 -  Participação do sistema GABAérgico.

Para investigar a possível participação do sistema gabaérgico (ácido y- 

aminobutírico) na atividade antinociceptiva do DPHD, grupos de camundongos 

foram pré-tratados com bicuculina (1,9 )amol/kg, i.p., antagonista seletivo de 

receptores GABAa) ou faclofeno (40 )amol/kg, i.p., antagonista seletivo de 

receptores GABAb), ambos administrados 15 min antes do DPHD (87,3 ^imol/kg, 

i.p.), muscimol (8,7 |amol/kg, s.c., agonista seletivo de receptores GABAa), 

baclofeno (4,6 )amol/kg, i.p., agonista seletivo de receptores GABAb) ou veículo 

(10 ml/kg, i.p.) (SHADFIZADEH et al., 1997; MENDES et al., 2000). Decorridos 30 

min após os tratamentos, os animais foram analisados em relação a ambas as 

fases da dor induzida pela formalina. Os animais controles receberam DPHD 

(87,3 ia,mol/kg, i.p.), agonistas gabaérgicos (muscimol 8,7 |amol/kg, s.c. e 

baclofeno 4,6 |amol/kg, i.p.), antagonista gabaérgicos (bicuculina 1,9 |imol/kg, i.p. 

e faclofeno 40 |amol/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.), 30 min antes da injeção de 

formalina.

3.6- Estudos “in vitro”

3.6.1- Efeito do DPHD sobre a contração do íleo de cobaia induzida pela 

estimulação elétrica de campo.

Esse experimento foi conduzido com o objetivo de confirmar se o DPHD, a 

exemplo da morfina, poderia estar interagindo com os receptores opióides 

(principalmente o subtipo |i) presentes no íleo isolado de cobaia e, desta forma, 

causar a diminuição da contração induzida eletricamente nessa preparação.

Para isso, após o sacrifício das cobaias, por forte pancada na nuca e 

deslocamento cervical, a cavidade abdominal foi aberta para retirada de um 

segmento de íleo situado entre 10 e 30 cm da junção íleo-cecal. Com auxílio de 

uma pipeta de 10 ml, lavou-se a luz do segmento com 10 a 20 ml de solução 

fisiológica de Krebs-Henseleit aquecida e oxigenada, e retirou-se os excessos de 

tecido aderente. O segmento de íleo foi então dividido em fragmentos (de 

aproximadamente 1 a 3 cm de comprimento sendo obtidos de 6 a 8 segmentos
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por animal), que foram transferidos para cubas de vidro contendo 5 ml de solução 

de Krebs-Henseleit (composição em mM: NaCI 118; KCI 4,8; CaCb 2,5; MgS04 

1,2; KH2PO4 0,9; NaHCOa 25; glicose 11 -  pH 7,4) à 37 °C, continuamente 

gaseificada com 95% de O2 e 5% de CO2, e submetido a uma tensão de 1 g.

Decorrido o período de equilíbrio de, pelo menos 30 min, durante o qual a 

solução nutriente foi renovada a cada 10 min, as preparações foram submetidas à 

estimulação elétrica de campo com pulsos retangulares de 1 ms de duração e 

voltagem supramáxima (50 a 70 V), aplicados a uma freqüência de 0,1 Hz 

(GUIMARÃES & RAE, 1992; GUIMARÃES, 1994). A estimulação elétrica foi 

aplicada através de eletrodo de platina (0,6 mm de diâmetro) que consiste de um 

gancho situado 3 cm abaixo de um anel de 8 mm de diâmetro. Cada preparação 

foi posicionada entre os dois eletrodos, conectada com linha de sutura a um 

transdutor isométrico e distendida a uma tensão basal de 1 g. As contrações 

isométricas foram registradas por miógrafos (TRI-201 force displacement 

transducers) acoplados a um polígrafo de mesa (Letica Scientific Instruments, 

Barcelona, Espanha). Uma vez estabilizadas as contrações induzidas pela 

estimulação elétrica de campo, uma única curva concentração resposta 

cumulativa foi obtida para o DPHD ou morfina (1 n M -1 0  |o,M).

3.6.2- Efeito do DPHD sobre a contração do dueto deferente de camundongo 

induzida pela estimulação elétrica de campo.

Esse experimento foi conduzido com o objetivo de confirmar uma possível 

ação do DPHD sobre os receptores opióides presentes no dueto deferente de 

camundongo, tendo em vista que alguns trabalhos demonstraram que essa 

preparação também é rica em receptores opióides do tipo ô.

Os animais foram mortos após anestesia leve com éter, por deslocamento 

cervical. A cavidade abdominal foi aberta para retirada dos duetos deferentes, que 

foram colocados numa placa de Petri contendo solução de Krebs aquecida, para 

remoção dos excessos de tecidos adiposo e conjuntivo. Cada dueto deferente foi 

então transferido para cubas de vidro contendo 5 ml de solução de Krebs- 

Henseleit (composição em mM: NaCI 118; KCI 4,7; CaCl2 2,5; KH2PO4 0,9; 

NaHCOs 25; glicose 11 -  pH 7,2-7,4) à 37 °C, continuamente gaseificada com
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95% de O2 e 5% de CO2, e submetido a uma tensão inicial de 0,5 g. Decorrido o 

período de equilíbrio de, pelo menos 45 min, durante os quais a solução nutriente 

foi renovada a cada 15 min, as preparações foram submetidas à estimulação 

elétrica de campo utilizando trens de 4 pulsos retangulares de 0,5 ms e voltagem 

supramáxima (20 a 40 V), aplicados a uma freqüência de 10 Hz a cada 20 s (RAE 

& CALIXTO, 1990; MAAS et al., 1995; MAAS, 1995). A estimulação foi aplicada 

através de eletrodo de platina (0,6 mm de diâmetro) que consiste de um gancho 

situado 3 cm abaixo de um anel de 8 mm de diâmetro. Cada preparação foi 

posicionada entre os dois eletrodos, conectada com linha de sutura a um 

transdutor isométrico e distendida a uma tensão basal de 0,5 g.

As contrações isométricas foram registradas por miógrafos (TRI-201 force 

displacement transducers) acoplados a um polígrafo de mesa (Letica Scientific 

Instruments, Barcelona, Espanha). Uma vez estabilizadas as contrações 

induzidas pela estimulação elétrica de campo, foram obtidas curvas concentração 

resposta não cumulativa para o DPHD e a morfina (1 nM -  10 i^M).

3.6.3- Efeito do DPHD sobre a união específica (binding) de [^H]naloxona em 

membranas de córtex cerebral de camundongos.

Camundongos foram mortos por decapitação e tiveram seus córtices 

cerebrais dissecados, pesados e homogeneizados em 20 volumes de uma 

solução contendo Tris/HCI (50 mM), pH 7,4, em um potter de vidro. O 

homogeneizado foi centrifugado à 42.500 g durante 25 min. O sobrenadante 

dessa centrifugação foi desprezado e o precipitado ressuspenso no mesmo 

volume de tampão utilizado inicialmente e centrifugado novamente à 42.500 g 

durante 25 min (MENZIES et al., 1998; PERT et al., 1976), sendo que esse 

procedimento foi repetido três vezes. O precipitado resultando da terceira 

lavagem foi ressuspenso em tampão Tris/HCI 50 mM (pH 7,4) de forma a obter 

uma concentração protéica em torno de 2,0 mg de proteína por ml, a qual foi 

determinada pelo método de LOWRY e colaboradores (1951).

Os ensaios de união especifica (“binding”) de [^H]naloxona foram 

realizados em triplicata em um volume total de 1,0 ml contendo 0,25 ml de 

membrana (0,2-0,3 mg de proteína), tampão Tris/HCI 50 mM (pH 7,4) e 9 nM de 

ligante radioativo ([^H]naloxona, 59 Ci/mmol) na presença e na ausência de DPHD
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(1-500 laM). A união inespecífica foi realizada da mesnna maneira, com exceção 

de que 30 i^M de naloxona não-radioativo (deslocador) foi acrescentado ao meio 

de incubação. Após 30 min de incubação à 25 °C a reação foi interrompida 

através da técnica de filtração utilizando o filtro de fibra de vidro do tipo GF/B, que 

foi posteriormente lavado três vezes com solução tampão gelada. Os filtros foram 

colocados em frascos de vidro para posterior adição do líquido de cintilação e 

leitura em cintilador beta (Packard, modelo Tri-Carb 1600 TR). A união específica 

foi calculada como a diferença entre os valores de união (“binding") total (na 

ausência de naloxona não radioativa) e a inespecífica (na presença de naloxona 

não radioativa). Os resultados estão expressos como a média de três 

experimentos independentes.

3.6.4- Efeito do DPHD sobre a união específica (binding) de [^H]glutamato em 

membranas de córtex cerebral de camundongos.

Camundongos foram mortos por decapitação e tiveram seus córtíces 

cerebrais dissecados, pesados e homogeneizados em 20 volumes de uma 

solução contendo sacarose (0,32 M)/Tris-HCI (10 mM)/MgCl2 (1 mM), pH 7,4, em 

um potter de vidro. O homogeneizado foi centrifugado à 1.000 g durante 15 min. 

O sobrenadante (S I) dessa centrifugação foi separado e mantido em gelo. O 

precipitado, contendo a fração nuclear e um pouco de mielina, foi ressuspenso no 

mesmo volume de tampão utilizado inicialmente e centrifugado novamente a

1.000 g durante 15 min. O sobrenadante obtido dessa centrifugação foi misturado 

a S I e o precipitado foi desprezado e a mistura centrifugada a 27.000 g durante 

15 min. O precipitado resultante foi ressuspenso em 20 volumes de tampão 

Tris/HCI 1 mM (pH 7,4) e centrifugado novamente a 27.000 g durante 15 min 

(SOUZA & RAMÍREZ, 1991), sendo que esse procedimento foi repetido três 

vezes. O precipitado resultando da terceira lavagem foi ressuspenso em tampão 

Tris/HCI 10 mM (pH 7,4) de forma a obter uma concentração protéica em torno de

2.0 mg de proteína por ml, o qual foi determinada pelo método de LOWRY e 

colaboradores (1951).

Os ensaios de união específica (“binding”) de [^H]glutamato foram 

realizados em triplicata em um volume total de 0,5 ml contendo 0,1 ml de
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membrana (0,2-0,3 mg de proteína), tampão Tris/HCI 50 mlVI (pH 7,4) e 40 nIVI de 

ligante radioativo ([^ÍH]giutamato, 53 Ci/mmol) na presença e na ausência de 

DPHD (1-1000 lalVI). A união inespecífica foi realizada da mesma maneira, com 

exceção de que 40 i^M de glutamato não-radioativo (deslocador) foi acrescentado 

ao meio de incubação. Após 15 min de incubação à 30 °C as membranas foram 

centrifugadas a 12.000 g durante 15 min para separar o [^H]glutamato não ligado 

das membranas. O sobrenadante foi descartado e as paredes dos tubos de 

eppendorf e as superfícies dos pellets foram completa e cuidadosamente lavadas 

com água deionizada gelada. Após adicionou-se dodecil sulfato de sódio (SDS,

0,1%) para solubilização da proteína, que foram misturadas ao líquido de 

cintilação para posterior determinação da radioatividade em cintilador beta. A 

união específica foi calculada como a diferença entre os valores de união 

(‘binding’) total (na ausência de glutamato não radioativo) e a inespecífica (na 

presença de glutamato não radioativo). Os resultados estão expressos como a 

média de três experimentos independentes.

3.6.5- Efeito do DPHD sobre a captação de [^HJserotonina em sinaptossomas 

obtidos de córtex cerebral de rato.

Tem sido demonstrado que a serotonina pode exercer um importante papel 

na modulação da transmissão nociceptiva (BESSON, 1999). Dessa forma, foi 

analisado o possível efeito do alcalóide DPHD sobre a captação de [^H]serotonina 

em fração sinaptossomal de ratos.

Após anestesia com hidrato de cloral (0,7%), os animais foram sacrificados 

por decapitação e seus córtices retirados para posterior preparação da fração 

sinaptossomal e análise da captação de [^H]serotonina de acordo com o método 

descrito anteriormente (BENNETT et al., 1993; CHATTERJEE et al., 1998). O 

córtex foi homogeneizado em potter de vidro com 15 ml de solução de sacarose 

(0,32 M) e, diluído em 10 ml de tampão HEPES-Krebs (composição em mM: NaCI 

150; HEPES 10; KCI 6,2; Na2HP04 1,2; MgS04 1,2; Glicose 10; contendo 

pargilina (10 laM) e ácido ascórbico (0,1%, pH 7,4). O homogeneizado foi 

centrifugado à 750 g por 10 min à 4 °C. A seguir a fração nuclear foi desprezada e 

o sobrenadante centrifugado á 17.400 g por 20 min à 4°C para obtenção da
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fração sinaptossomal. Os sinaptossomas foram ressuspensos em tampão 

HEPES-Krebs e incubados (37 °C por 10 minutos) na ausência ou na presença de 

diferentes concentrações do DPHD ou fluoxetina (controle positivo) para posterior 

análise da captação de serotonina.

Para análise da captação adicionou-se [^H]-serotonina (2,9 nM, Amersham, 

atividade específica: 11,8 Ci/mmol) aos sinaptossomas, que foram incubado à 37 

°C por 4 min. Após o período de incubação, a reação foi interrompida através da 

técnica de filtração utilizando o filtro de fibra de vidro do tipo GF/B, que foi 

posteriormente lavado três vezes com solução tampão gelada (SINGER et al., 

1999; GOBBI et al., 1999). Os filtros foram colocados em frascos de vidro para 

posterior adição do líquido de cintilação para leitura em cintilador (Packard, 

modelo Tri-Carb 1600 TR). A radioatividade foi medida após 12 horas, sendo a 

radioatividade não específica determinada em paralelo com extrato sinaptossomal 

incubado somente com serotonina (1 mM, não radioativa). Como controle positivo, 

foram realizados experimentos na ausência e na presença de fluoxetina, potente 

inibidor da captação de serotonina.

Os experimentos foram realizados em triplicata e pelo menos três animais 

foram utilizados em cada grupo experimentai. A potência do DPHD em inibir a 

captação dé [^H]serotonina foi quantificada como porcentagem da captação total 

de serotonina na ausência do DPHD (controle).

3.6.6- Efeito do DPHD sobre a liberação de [^Hjserotonina em sinaptossomas 

obtidos de córtex cerebral de rato.

O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito antinociceptivo do 

DPHD poderia ser em parte mediado pela liberação de serotonina, tendo em vista 

que ele foi capaz de inibir a captação desse neurotransmissor, somando-se ao 

fato que drogas que alteram os níveis de serotonina modificaram o efeito 

antinociceptivo do DPHD nos experimentos realizados anteriormente.

Após anestesia com hidrato de cloral (0,7%), os animais foram sacrificados 

por decapitação e seus córtices retirados para posterior preparação da fração 

sinaptossomal e análise da liberação de [^Hjserotonina de acordo com o método 

descrito anteriormente (BENNETT et al., 1993; CHATTERJEE et al., 1998). O 

córtex foi homogeneizado em potter de vidro com 15 ml de solução de sacarose
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(0,32 M) diluídos em 10 ml de tampão HEPES-Krebs (composição em mM: NaCI 

132; HEPES 10; KCI 3; NaaHPÜA 1,2; MgS04 1,2; CaCh 2; Glicose 10; contendo 

pargilina (10 fiM) e ácido ascórbico (0,1%), pH 7,4). O homogeneizado foi 

centrifugado à 750 g por 10 min à 4 °C. A seguir a fração nuclear foi desprezada e 

o sobrenadante centrifugado à 17.400 g por 20 min à 4 °C para obtenção do 

extrato sinaptossomal. Os sinaptossomas foram ressuspensos em tampão 

HEPES-Krebs e incubados (37 °C por 15 minutos) na ausência ou na presença de 

[^H]serotonina (2,9 nM, Amersham, 11,8 Ci/mmol). Após o período de incubação, 

os sinaptossomas foram centrifugados a 12.000 g por 30 s. O sobrenadante foi 

descartado e as paredes dos tubos de Eppendorf e as superfícies dos 

sinaptossomas foram completa e cuidadosamente lavadas com tampão gelado, 

sendo que esse processo foi repetido três vezes para retirar o excesso de 

[^H]serotonina que não foi captada.

Para análise da liberação de [^H]serotonina, os sinaptossomas foram pré- 

incubados à 37 °C por 4 min na presença ou na ausência de 40 mM de K"̂  

(controle positivo) ou de diferentes concentrações do DPHD. Decorrido o período 

de incubação, os sinaptossomas foram centrifugados a 12.000 g durante 30 s 

para separar a [^H]serotonina que foi liberada dos sinaptossomas. O 

sobrenadante foi separado e colocado em vials para posterior determinação da 

liberação de [^H]serotonina, enquanto que as paredes dos tubos de Eppendorf e 

as superfícies dos pellets foram lavadas com tampão gelado e colocado em vials 

para posterior determinação da [^H]serotonina que permaneceu nos 

sinaptossomas. As amostras foram misturadas ao líquido de cintilação para 

posterior determinação da radioatividade.

A radioatividade foi medida em cintilador, sendo a radioatividade não 

específica determinada em paralelo com extrato sinaptossomal incubado somente 

com serotonina fria (1 mM, não radioativa). Os experimentos foram realizados em 

triplicata e pelo menos três animais foram utilizados em cada grupo experimental.

A porcentagem de liberação da [^HJserotonina foi determinada através da 

radiatividade presente no sobrenadante dividida pela soma da radioatividade 

presente no sobrenadante e no pellet multiplicada por cem. A potência do DPHD 

em induzir liberação de [^H]serotonina foi quantificada como porcentagem da 

liberação de [^H]serotonina na ausência do DPHD (controle).



3.7 - Drogas e soluções usadas

Os experimentos realizados utilizaram as seguintes drogas e soluções: 

ácido ácetico, formalina, cloridrato ou hidrobrometo de morfina (Merck AG, 

Darmstadt, Alemanha), N°-nitro-L-arginina (L-NOARG), L-arginina, toxina 

pertussis, 2,2,2-tribromoetanol, hidrato de cloral, glutamato, capsaicina, cloridrato 

de p-clorofenilalanina-metil-ester (PCPA), aspirina, apamina, cloreto de 

tetraetilamônio, caribdotoxina, haloperidol, apomorfina, indometacina, diclofenaco 

(Sigma Chemical CO., St Luis, MO, EUA), dimaleato de metisergida (Sandoz AG, 

Basel, Suiça), cloridrato de naioxona, giibenclamida, baclofeno, faclofeno, 

cloridrato de naitrindol, hidrobrometo de ciprodima, dihidrocioreto de nor- 

binaltrorfimina (Research Biochemicals International, Natick, MA, EUA), muscimol, 

bicuculina (Tocris, Baiwin, MO, EUA), meloxicam (Movatec®, Boehringer 

Ingelhein, Brasil), [^H]glutamato, [^H]naloxona e pH]serotonina (Amersham 

International, UK). Os demais reagentes e sais utilizados foram de alto grau de 

pureza analítica e procedência Merck.

A rutina, a geranina, a quercetina, a furosina e o gaiato de etila foram 

isolados das partes aéreas do Phyllanthus sellowianus. O DPHD foi isolado da 

Siphocampylus verticiliatus pelo Departamento de Química da Universidade 

Federal de Santa Catarina, Brasil, como descrito anteriormente (CECHINEL 

FILHO et al., 1996; MIGUEL, 1996; MIGUEL et al., 1995, 1996a,b). A rutina, a 

geranina, a quercetina, a furosina, o gaiato de etila, a aspirina, o meloxicam, a 

metisergida, o haloperidol e a apomorfina foram dissolvidas em salina contendo 

Tween 80. A capsaicina e a indometacina foram dissolvidas em etanol absoluto e 

carbonato de sódio (0,5%). A concentração final de etanol e de Tween 80 não 

excedeu a 5%, de modo a não influenciar nos efeitos causados pelos compostos. 

As demais drogas foram diluídas em salina.

3.8 - Análise estatística.

Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão da média, 

exceto as DI50S ou as CI50S (dose ou concentração das drogas ou compostos que 

reduziram a resposta em 50% em relação ao grupo controle), que são 

apresentadas como médias geométricas acompanhadas de seus respectivos

60
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limites de confiança, em nível de 95%. As análises estatísticas dos resultados 

foram realizados por meio de análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de 

múltipla comparação utilizando-se o método de Dunnett e ou Newman Kuels, 

quando apropriado. Valores de P<0,05 foram considerados como indicativos de 

significância. As DIsoS e/ou CI50S foram estimadas a partir de experimentos 

individuais utilizando 0 método de regressão linear através do programa “Graph 

Pad Pnsm®”.
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4 - RESULTADOS

4.1 -  Nocicepção induzida pela injeção intraperitoneal de ácido acético em 

camundongos.

Os resultados apresentados nas Figuras 5 e 6 (A e B) mostram que o 

galato de etila e o DPHD administrados por via intraperitoneal (29,1 -  504,6 

jamol/kg) ou por via oral (145,6 -  1009,2 |^mol/kg) causaram, respectivamente, 

inibição dependente da dose das contorções abdominais induzidas pela injeção 

de ácido acético em camundongos. Contudo, quando administrados oralmente, o 

galato de etila e o DPHD foram menos potentes e eficazes quando comparados 

com a via intraperitoneal. Os valores médios das DIsoS (juntamente com seus 

intervalos de confiança de 95%) e as inibições máximas são apresentados na 

T a b e la i.

50,5 151,3 302,7 504,6 

Galato de etila (^mol/kg, i.p.)

C 252,3 504,6 1009,2 

Galato de etila (^mol/kg, v.o.)

Figura 5 -  Efeito antinociceptivo do galato de etila administrado pela via intraperitoneal 
(A) ou pela via oral (B) em relação às contorções abdominais induzidas pela injeção de 
ácido acético em camundongos. Cada grupo representa a média de 8 a 10 animais, e as 
linhas verticais, indicam os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), *P<0,05; 
**P<0,01.

Os dados apresentados na Tabela 2 mostram que os compostos 

quercetina, rutina, geranina e furosina administrados pela via i.p. (0,5 -  99,2 

lamol/kg) também causaram inibição significativa das contorções abdominais 

induzidas pelo ácido acético em camundongos. Todavia, somente a quercetina e 

a geranina administrados pela via oral (26,2-661,7 |o,mol/kg), a exemplo do galato 

de etila, causaram redução parcial, porém, significativa da dor causada pelo ácido 

acético (Tabela 2). Os valores médios das DIsoS (juntamente com seus intervalos 

de confiança de 95%) e as inibições máximas são apresentados na Tabela 1.
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Figura 6 -  Efeito antinociceptivo do DPHD administrado pela via intraperitoneal (A) ou 
pela via oral (B) em relação às contorções abdominais induzidas pela injeção de ácido 
acético em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais, e as linhas 
verticais, indicam os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), *P<0,05; **P<0,01.

Tabela 1- Comparação dos valores das DIsoS e inibição máximas para a atividade 
antinociceptiva do gaiato de etila, rutina, furosina, quercetina, geranina, DPHD, 
meloxicam, diclofenaco e aspirina no modelo de dor causado pelo ácido acético 
em camundongos.

: Composto Ácido acético

DIso Inibição Dlõo Inibição

(nmol/kg, i.p.) (%) (^imol/kg, v.o.) (%)

Gaiato de etila 164,2 (128,7-212,5) 88 ± 2 ND 43 ± 5
DPHD 165,0(148,5-183,4) 57 ± 5 431,1 (370,3-502,2) 61 ± 4
Meloxicam^ 7,4 (5,7-9,7) 90 ± 4 - -

Diclofenaco^ 38,0 (29,5-49,0) 93 ± 7 - -

Aspirina*’ 133,1 (73,0-243,3) 83 ± 2 605,1 (516,2-705,0) 82 + 5
Quercetina 14,2(10,9-18,8) 93 ± 3 ND 29 ± 5
Rutina 2.1 (1,3-3,4) 88 ± 4 ND 1 4 ±  1
Geranina 19,9(11,4-34,7) 51 ± 4 ND 25 ± 4
Furosina 17,9 (9,8-32,5) 6 1 + 4 ND 1 7 ± 9

^Dados retirados de SANTOS et al. (1998), *^Dados retirados de VAZ et 
al. (1996), ND não determinado.
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Tabela 2- Efeito antinociceptivo de alguns compostos isolados das plantas do 
gênero Phyllanthus, administrados pela via intraperitoneal ou via oral, no modelo 
de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético em camundongos

Composto Dose
(i^mol/kg, i.p.)

N° Contorções Dose
(lamol/kq, v.o.)

N° Contorções

Quercetina 0 34,9 ± 1,7 0 46,3 ± 2 ,2
9,9 22,3 ± 1,8** 165,4 42,8 ± 2 ,6
33,0 10,0 ±2,4** 330,8 34,2 ± 1,7*
99,2 2,3 ±0,5** 661,7 35,4 ± 2,6*

Rutina 0 34,5 ±1 ,6 0 48,5 ± 2 ,4
0,5 24,0 ± 1,2** 81,8 49,0 ± 1,5
1.6 17,7 ±1,9** 163,7 45,0 ± 1,5
4,9 12,5 ±2,2** 327,5 41,7 ± 1,0
16,3 5,4 ±1,4** - -

49,1 4,2 ±1,4** - -

Geranina 0 36,6 ±1 ,0 0 48,6 ± 2 ,9
3,1 33,5 ±1,1 26,2 43,5 ± 0 ,9
10,5 20,4 ± 3,0** 52,5 38,8 ±2 ,5 *
31,5 17,5 ± 1,6** 105,0 36,5 ± 2,0*

Furosina 0 36,6 ±1 ,0 0 40,0 ±2,1
4,1 27,2 ± 2,2** 69,5 33,0 ± 3 ,9
13,9 15,5 ±2,0** 139,0 35,4 ± 1,3
41,7 15,0 ± 1,9** 278,1 37,0 ± 2 ,5

Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 6 a 10 animais. Difere 
significativamente do grupo controle (0), *P<0,05; **P<0,01.

Os resultados apresentados na Figura 7 (A - D) mostram que o meloxicam, 

diclofenaco e a aspirina administrados via i.p. (2,8 -  556,7 lamol/kg), também 

causaram inibição de forma dose dependente das contorções abdominais 

induzidas pela injeção de ácido acético. As DIsoS calculadas e as inibições 

máximas estão apresentados na Tabela 1. Quando a aspirina foi administrada por 

via oral (278,3 -  1670,3 |j,mol/kg), ela também causou significativa redução da dor 

induzida pelo ácido acético sendo, no entanto, menos potente que por via i.p. 

(Tabela 1).
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Figura 7 -  Efeito antinociceptivo do nneloxicam (A), diclofenaco (B) e da aspirina (C) 
administrado por via intraperitoneal (A) ou da aspirina administrada por via oral (D) em 
relação às contorções abdominais induzidas pela injeção de ácido acético em 
camundongos. Cada grupo representa a média de 6  a 10 animais, e as linhas verticais, 
indicam os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), **P<0,01.

4.2 -  Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina em 

camundongos.

Os resultados apresentados na Figura 8 (A - D) e os dados da Tabelas 3 e

4 mostram que o galato de etila, a quercetina, a rutina, a geranina e a furosina, 

isolados do Phyllanthus sellowianus, administrados por via intraperitoneal (1,0 -

198,4 |imol/kg) causaram significativa inibição de ambas as fases da dor induzida 

pela formalina, sendo contudo mais efetivos em relação à segunda fase deste 

modelo. As DIsoS calculadas tanto para a primeira quanto para a segunda fase da
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dor induzida pela formalina, bem como os valores de inibição estão apresentados 

na Tabela 5.

Novamente, pode-se observar que quando os compostos foram 

administrado pela via oral (26,2 -  1009,2 |Limol/kg), eles foram menos potentes e 

eficazes do que quando administrado pela via intraperitoneal. No entanto, esses 

compostos também causaram redução significativa da dor induzida pela 

formalina, sendo contudo mais efetivos em relação à segunda fase desse modelo 

(Figura 8 A-D e Tabelas 3 e 4).
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Figura 8 -  Efeito do gaiato de etila administrado por via i.p. (painéis superiores) ou por via 
oral (painéis inferiores) em relação à primeira (A e C) e segunda (B e D) fase da dor 
induzida pela formalina. Cada grupo representa a média de 8 a 12 animais, e as linhas 
verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), *P<0,05; **P<0,01.
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Tabela 3- Efeito antinociceptivo da quercetina e da rutina isoladas das plantas do 
gênero Phyllanthus, administrados pela via intraperitoneal ou pela via oral, na dor 
neurogênica (0-5 min) e inflamatória (15-30 min) induzida pela injeção intraplantar 
de formalina em camundongos.

Composto Tempo de Reação (s)
0 - 5  min 1 5 -3 0  min

Quercetina
Dose (|amol/kg, i.p.) 0 72,0 ±2,1 141,7±6,0

33,0 65,7 ± 4,2 89,8 ±10,7**
99,2 68,5 ±3 ,2 37,2 ± 14,1**
198,4 63,0 ±3 ,2 21,0 ± 13,3**

Dose (}^mol/kg, v.o.) 0 64,9 ± 3,5 212,5 ±11,6
165,4 61,9 ±3 ,8 169,2 ±4,9**
330,8 57,2 ±4 ,6 208,6 ±12,6
661,7 54,8 ± 5,6 208,6 ±12,6

Rutina
Dose (|j,mol/kg, i.p.) 0 66,3 ±3 ,0 166,6 ±10,5

1,6 69,0 ± 1,9 167,0 ±7 ,0
4,9 53,0 ± 1,7** 118,8 ±6,1**
16,3 36,0 ±2,2** 42,0 ± 10,9**
49,1 34,1 ± 2,2** 1,0 ±0,8**

Dose (|j,mol/kg, v.o.) 0 62,5 ± 1,8 143,8 ±7 ,6
81,8 52,2 ±2 ,9 144,7 ± 12,4
163,7 50,3 ± 1,2* 107,2 ±5,3**
327,5 48,0 ± 2,3** 95,5 ± 6,6**

Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 6 a 10 animais. Difere 
significativamente quando comparado com o grupo controle (0), *P<0,05; 
**P<0,01.
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Tabela 4- Efeito antinociceptivo da geranina e da furosina isoladas das plantas do 
gênero Phyllanthus, administradas por via intraperitoneal ou por via oral, na dor 
neurogênica (0-5 min) e inflamatória (15-30 min) induzida pela injeção intraplantar 
de formalina em camundongos.

Composto Tempo de Reação (s) ______
_______ ____________________ 0 - 5  min_______ 1 5 -3 0  min
Geranina_______________________________________________
Dose (lamol/kg, i.p.) 0 66,3 ± 3 ,0  164,0 ± 4 ,6

1.0 59,0 ±2 ,1 * 136,0 ±1,8**
3.1 46,3 ±2 ,4** 88,6 ±3,9**
10.5 39,5 ±1 ,5 ** 22,8 ±8,3**
31.5 40,7 ±2 ,3 ** 3,4 ±0,3**

Dose (i^mol/kg, v.o.) 0 56,0 ± 3,8 210,0 ±13,1
26,2 41,4 ±1 ,2** 177,7 ±14,9
52.5 39,9 ±2 ,9 ** 169,8 ±22,0 

______________  105,0 42,2 ±3 ,3** 156,0 ±13,6*
Furosina________________________________________________
Dose (|amol/kg, i.p.) 0 70,7 ± 5,0 213,7 ±11,4

13,9 53,7 ±7 ,0 * 122,7 ±14,0**
41,7 42,9 ±5 ,2 ** 90,2 ±13,3**
83.4 36,6 ±2 ,0** 71,7 ±11,5**

Dose (^imol/kg, v.o.) 0 48,8 ± 2,2 146,5 ± 8 ,9
69.5 45,0 ± 5 ,3  130,6 ±13,9
139,0 42,8 ± 4 ,4  111,3 ±11,1*
278,1 38,5 ±2 ,6 * 150,0 ±12,5

Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 6 a 10 animais. Difere 
significativamente quando comparado com o grupo controle (0), *P<0,05;
**P<0,01.

Os resultados da Figura 9 (A-D) mostram que o DPHD, administrado, tanto 

pela via i.p. (29,1 -  174,1 nmol/kg) quanto pela via oral (145,6 -  582,2 jamol/kg), 

causou redução significativa de ambas as fases da dor induzida pela injeção 

intraplantar de formalina. A exemplo dos compostos citados anteriormente, o 

DPHD foi mais potente e eficaz em relação à segunda fase desse modelo. Além 

disso, o DPHD, administrado oralmente, foi cerca de 5 vezes menos potente 

quando comparado com a via i.p. (Tabela 5). Outro aspecto interessante 

encontrado para esse composto, foi que seu efeito antinociceptivo pôde ser 

observado já a partir dos 30 min após sua administração e durou cerca de 6 h 

pela via i.p. e 8 h quando injetado oralmente (Figura 10 A-D).
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Figura 9 -  Efeito do DPHD administrado por via i.p. (painéis superiores) ou por Via oral 
(painéis inferiores) em relação à primeira (A e C) e segunda (B e D) fase da dor induzida 
pela formalina. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais, e as linhas verticais, os 
E.P.M. Difere significativamente do controle (C), **P<0,01.
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Figura 10 -  Efeito antinociceptivo tempo dependente do DPHD administrado por via i.p. 
(87,3 |amol/kg, painéis superiores) ou por via oral (291,1 |Limol/kg, painéis inferiores) em 
relação à primeira (A e C) e segunda (B e D) fase da dor induzida pela formalina. Cada 
grupo representa a média de 6 a 8 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere 
significativamente do controle (C), **P<0,01.
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Ao contrário do observado para os diversos compostos, a aspirina, 

administrada pela via i.p. (55,6 -  556,7 )amol/kg) ou oralmente (556,7 -  3340,7 

|amol/kg), apresentou inibição significativa e dependente da dose apenas em 

relação â segunda fase da dor induzida pela formalina (Figura 11 A-D). No 

entanto, ela foi cerca de 2,5 a 33 vezes menos potente que os compostos 

isolados das plantas em estudo, quando administrada pela via i.p.. Além disso, a 

aspirina foi cerca de 6 vezes menos potente que o DPHD quando administrada 

pela via oral (Tabela 5).
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55,6 167,0 334,0 
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C 55,6 167,0 334,0 556,7 

Aspirina (|xmol/l(g, i.p.)
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C 556,7 1113,5 2227,1 3340,7 
Aspirina (nmoi/kg, v.o.)

Figura 11 -  Efeito da aspirina administrada por via i.p. (painéis superiores) ou por via oral 
(painéis inferiores) em relação à primeira (A e C) e segunda fase (B e D) da dor induzida 
pela formalina. Cada grupo representa a média de 6 animais, e as linhas verticais, os 
E.P.M. Difere significativamente do controle (C), **P<0,01.

Os resultados apresentados na Figura 12 (A-D) mostram que o meloxicam 

e o diclofenaco (0,8 -  94,3 ^mol/kg, i.p.), também foram efetivos em inibir ambas 

as fases da dor induzida pela formalina, sendo contudo, cerca de 2,5 vezes mais 

potente em relação à dor inflamatória induzida pela formalina. No entanto, o
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meloxicam foi cerca de 12 a 44 vezes mais potente quando comparado com a 

aspirina e o diclofenaco nesse mesmo modelo (Tabela 5). Além disso, o 

meloxicam foi cerca de 1,3 a 17,4 vezes mais potente que os compostos quando 

analisados pela via i.p. no modelo da formalina (Tabela 5).
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Figura 12 -  Efeito antinociceptivo causado pelo meloxicam (painéis superiores) e pelo 
diclofenaco (painéis Inferiores) administrados por via i.p. em relação à primeira (A e C) e 
a segunda (B e D) fase da dor induzida pela formalina. Cada grupo representa a média 
de 8 a 14 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle 
(C), **P<0,01.
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Tabela 5- Comparação dos valores das DI50S e Inibição máxima para a atividade 
antinociceptiva do gaiato de etila, rutina, geranina, furosina, quercetina, DPHD, 
meloxicam, diclofenaco e aspirina na dor neurogênica (primeira fase) e 
inflamatória (segunda fase) induzida pela formalina em camundongos.

Composto Via Teste da Formalina
Primeira Fase Inibição Segunda Fase 
DI50 (^imol/kg) (%) DI50 (i^mol/kg)

nibição
0/

Gaiato de etila

DPHD

Meloxicam^
Diclofenaco^
Aspirina*’

Quercetina

Furosina

Rutina

Geranina

i.p. ND
v.o. ND
i.p. ND
v.o. ND
i.p. 7,1 (3,4-14,5)
i.p. ND
i.p. ND
v.o. ND
i.p. ND
v.o. ND
i.p. -83,4
v.o. ND
i.p. -49,1
v.o. ND
i.p ND
v.o. ND

26 + 5 18,6(14,6-24,7) 82 ± 2
22 + 8 ND 26 ± 6 
36 ± 5  48,3(39,6-59,1) 88 + 6
34 + 6 249,2 (191,3-324,3) 88 ± 3 
58 ± 3 2,8 (2,0-4,3) 82 ± 4
35 ± 6 34,5 (25,4-46,5) 73 ± 8 
17 ± 3  123,0(77,0-209,0) 85 ± 4  
9 ± 4  1565,3(1348,8-1820,6) 89 ± 5 
13 ± 4  48,9(24,1-99,2) 87 ± 9 
1 6 ± 8  ND 20 ± 3
48 ± 3  34,6(28,1-42,4) 66 ± 5 
2 1 ± 5  ND 24 ± 7
49 ± 2  7,5 (5,7-9,8) 99 ± 1
23 ± 4  ND 20 + 3 
41 ± 2 3,7 (3,0-4,5) 98 ± 1 
25 ± 6  ND 26 ± 6

^Dados retirados de SANTOS et al. (1998), ‘’Dados retirados de VAZ et al. (1996), 
ND, não determinado.

Os resultados apresentados na Figura 13 (A-D) e nas Tabelas 6 e 7 

mostram que 0 gaiato de etila, quercetina, rutina, geranina e furosina, isolados 

das espécies de Phyllanthus, administrados por via supraespinhal (i.c.v., 1,5 -

491,3 nmol/sítio) ou espinhal (i.t., 5,0 -  491,3 nmol/sítio), foram efetivos em inibir 

ambas as fases da dor induzida pela formalina. As DI50S calculadas tanto para a 

primeira, quanto para a segunda fases da dor induzida pela formalina e os valores 

de inibição máximas, estão apresentados na Tabela 8 .
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Figura 13 -  Efeito do gaiato de etila administrado por via intracerebroventricular (painéis 
superiores) ou intratecal (painéis inferiores) em relação à primeira (A e C) e a segunda (B 
e D) fase da dor induzida pela formalina. Cada grupo representa a média de 8 a 14 
animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), 
*P<0,05; **P<0,01.
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Tabela 6- Efeito antinociceptivo da quercetina e da rutina isoladas das plantas do 
gênero Phyllanthus, administradas por via intracerebroventricular (i.c.v.) ou 
Intratecal (i.t.), na dor neurogênica (0-5 min) e inflamatória (15-30 min) induzida 
pela injeção intraplantar de formalina em camundongos.

Composto Tempo de Reação (s)
0 - 5  min 1 5 -3 0  min

Quercetina
Dose (nmol/i.c.v.) 0 59,2 ±4 ,3 157,0 ±8,1

9,9 54,6 ±7,1 126,0 ±10,9
33,0 46,8 ± 3,3* 64,5 ± 6,2**
99,2 46,2 ± 4,3* 54,6 ±7,1**

Dose (nmol/i.t.) 0 58,8 ± 2 ,5 172,0 ±20,0
9,9 56,0 ±2 ,5 100,0 ±12,0**
33,0 46,2 ±1 ,9 * 52,0 ±10,0**
99,2 37,8 ± 1,4** 60,0 ± 11,2**
330,8 42,0 ± 1,9** -

Rutina
Dose (nmol/i.c.v.) 0 59,5 ± 2,4 141,2±7 ,7

16,3 48,7 ± 3,7** 104,8 ±7,8**
49,1 33,1 ±2,2** 77,0 ± 8,5**
163,8 34,8 ± 2,4** 30,7 ±11,4**
491,3 30,2 ± 2,3** 38,5 ± 10,9**

Dose (nmol/i.t.) 0 64,4 ± 1,4 163,8 ± 12,6
49,1 42,0 ± 2,8** 100,8 ± 14,4**
163,8 33,6 ± 2,8** 43,2 ±10,8**
491,3 33,6 ± 1,7** 28,8 ± 18,0**

Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 6 a 10 animais. Difere 
significativamente quando comparado com o grupo controle (0), *P<0,05; 
**P<0,01.
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Tabela 7- Efeito antinociceptivo da geranina e da furosina isoladas das plantas do 
gênero Phyllanthus, adnninistradas por via intracerebroventricular (i.c.v.) e/ou 
intratecal (i.t.), na dor neurogênica (0-5 min) e inflamatória (15-30 min) induzida 
pela injeção intraplantar de formalina em camundongos.

Composto Tempo de Reação (s)
0 -  5 min 1 5 -3 0  min

Geranina
Dose (nmol/i.c.v.) 0 56,4 ±2 ,6 157,0 ±8,1

3,1 36 ,8+1,6** 112,8 ±9 ,6**
10,5 29,5 ± 1,2** 79,6 ± 13,1**
31,5 31,8 ±3,5** 43,8 ± 6,0**
105,0 27,0 ± 4,4** 7,5 ± 2,5**

Dose (nmol/i.t.) 0 62,3 ± 1,8 162,0 ± 9 ,0
10,5 42,0 ± 2,8** 133,2 ±12,6
31,5 30,8 ±2,1** 66,6 ± 18,0**
63,0 31,5 ± 1,9** 54,0 ± 14,4**

Furosina
Dose (nmol/i.c.v.) 0 60,2 ± 5 ,6 153,0 ± 10,2

4,1 40,6 ± 3,2** 108,8 ± 10 ,2*
13,9 32,9 ±2,1** 61,2 ± 10 ,2**
41,7 18,9 ±4,2** 37,4 ± 8 ,8**
83,4 23,8 ± 2,8** 57,8 ± 9,5**

Dose (nmol/i.t.) 0 65,8 ± 1,8 165,6 ± 11,5
13,9 49,0 ± 3,9* 109,8 ±9 ,0 *
41,7 42,0 ± 2,8** 43,2 ± 18,0**
83,4 43,4 ±4,2** 43,2 ± 10,8**

Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 6 a 10 animais. Difere 
significativamente quando comparado com o grupo controle (0), *P<0,05; 
**P<0,01.

A Figura 14 (A-D) mostra que o DPHD, tanto quando administrado por via 

supraespinhal (29,1 -  291,1 nmol/sítio), quanto espinhalmente (29,1 -  291,1 

nmol/sítio), a exemplo dos outros compostos testados, também foi efetivo em 

inibir ambas as fases da dor induzida pela formalina. As DI50S calculadas para a 

primeira e segunda fases da dor induzida pela formalina e os valores das 

inibições máximas estão apresentados na Tabela 8 .
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Figura 14 -  Efeito antinociceptivo causado pelo DPHD administrado pela via 
intracerebroventricular (painéis superiores) ou intratecal (painéis inferiores) em relação à 
primeira (A e C) e a segunda (B e D) fase da dor induzida pela formalina. Cada grupo 
representa a média de 8 a 14 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere 
significativamente do controle (C), **P<0,01.

As Figuras 15 e 16 (A-D) mostram que o meloxicam e o diclofenaco, 

administrados por via intracerebroventricular (8,5-188,6 nmol/sítió) ou 

intratecalmente (8,5-188,6 nmol/sítio), também foram efetivos em inibição ambas 

as fases da dor induzida pela formalina, sendo este efeito maior em relação à 

segunda fase da dor. As DIsoS calculadas, tanto para a primeira quanto para a 

segunda fases da dor induzida pela formalina e os valores de inibição, estão 

apresentados na Tabela 8.
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Figura 15 -  Efeito do meloxicam administrado pela via intracerebroventricular (painéis 
superiores) ou intratecai (painéis inferiores) em relação à primeira (A e C) e segunda (B e 
D) fases da dor induzida pela formalina. Cada grupo representa a média de 8 a 14 
animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), 
**P<0,01.

C 31,4 94,3 188,6 
Diclofenaco (nmol/i.c.v.)

C 31,4 94,3 188,6 
Diclofenaco (nmol/i.c.v.)

oIRI
íí
&O•o
oa
E

C 31,4 94,3 188,6 
Diclofenaco (nmol/i.t.)

C 31,4 94,3 188,6 
Diclofenaco (nmol/i.t)

Figura 16 -  Efeito do diclofenaco administrado pela via intracerebroventricular (painéis 
superiores) ou intratecai (painéis inferiores) em relação à primeira (A e C) e segunda (B e 
D) fases da dor induzida pela formalina. Cada grupo representa a média de 8 a 14 
animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), 
**P<0,01.
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Tabela 8- Comparação dos valores de DI50S e inibições para a atividade 
antinociceptiva do galato de etila, rutina, geranina, furosina, quercetina, DPHD, 
meloxicam e diclofenaco, administrados pela via intracerebroventricular ou 
intratecal, na dor neurogênica (primeira fase) e inflamatória (segunda fase) 
induzida pela formalina em camundongos.

Composto Via Teste da Formalina
Primeira Fase 
DI50 (nmol/sítio)

Inibição Segunda Fase 
(%) , DI50 (nmol/sítio)

Inibição
/o /

Galato de etila i.c.v. 17,6 (8,6-36,2) 55 ± 5 4,9 (0,7-13,1) 66 ± 9
i.t. ND 35 ± 4 23,4 (14,7-36,8) 74 ± 4

DPHD i.c.v. 146,1 (114,9-193,6) 52 + 3 112,6 (44,2-286,5) 60 ± 3
i.t. 33,5(13,1-85,6) 67 ± 6 56,2 (25,3-125,7) 74 ± 4

Meloxicam i.c.v. ND 38 ± 3 23,0 13,0-38,0) 64 ± 9
i.t. ND 38 ± 5 76,8 (55,8-105,6) 58 ± 4

Diclofenaco i.c.v. ND 46 + 7 60,0 (34,0-106,0) 61 + 10
i.t. ND 38 ± 3 64,4 (48,5-85,6) 70 + 2

Quercetina i.c.v. ND 1 9 ± 2 52,0 (34,8-71,4) 65 ± 5
i.t. ND 35 ± 3 30,4 (16,2-56,6) 70 ± 6

Furosina i.c.v. 17,5(14,2-21,5) 68 ± 7 19,3 (15,7-23,9) 75 ± 6
i.t. ND 35 ± 4 27,4(18,2-36,8) 74 ± 4

Rutina i.c.v. ND 49 + 4 67,7 (34,9-100,0) 78 ± 9
i.t. ND 48 ± 3 93,2 (59,3-146,4) 82 + 10

Geranina i.c.v. 38,8 (22,8-66,2) 52 ± 8 8,9 2,9-27,3) 95 ± 2
i.t. ND 49 ± 4 18,2(13,6-24,1) 66 ± 5

ND, não determinado.

4.3 -  Nocicepção induzida pela injeção Intraplantar de capsaicina em 

camundongos.

O tratamento dos animais com 0 galato de etila, quercetina, rutina, furosina, 

geranina, DPHD, meloxicam e diclofenaco (0,8 -  198,4 p,mol/kg, i.p.), causou 

redução significativa da dor neurogênica induzida pela injeção intraplantar de 

capsaicina (1,6 |ag/pata) (Figuras 17, 18 e 19 e Tabela 9). No entanto, a
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indometacina, administrada por via intraperitoneal (2,8 -  27,9 |amol/kg), foi 

completamente destituída de efeito antinociceptivo nesse modelo (resultados não 

demonstrados).

Administrados oralmente, o gaiato de etila e o DPHD (72,8 -  1009,2 

lamol/kg) também foram capazes de inibir de forma significativa a dor causada 

pela capsaicina em camundongos (Figuras 17 e 18). As DIsoS calculadas e os 

valores de inibição estão apresentados na Tabela 10. A quercetina, rutina e a 

furosina não foram analisadas via oral, nesse modelo, devido à reduzida atividade 

antinociceptiva desses compostos, quando administrados pela via oral nos 

modelos de dor analisados anteriormente.

Os resultados apresentados na Figura 18 e 19, mostram também que o 

DPHD, o meloxicam e o diclofenaco, administrados pelas vias i.c.v. e/ou i.t. (8,7 -

291,1 nmol/sítio) foram efetivos em reduzir, de forma significativa, a dor 

neurogênica induzida pela capsaicina. As DI50S calculadas e os valores de 

inibição estão apresentados na Tabela 10.
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Figura 17 -  Efeito do gaiato de etila administrado por via intraperitoneal (A) ou oral (B) em 
relação à nocicepção induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em camundongos. 
Cada grupo representa a média de 8 a 10 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere 
significativamente do controle (C), *P< 0,05; **P<0,01.
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C 72,8 145,5 291,1 582,2 

DPHD (nmol/kg, v.o.)

8,7 29,1 87,3 291,1 
DPHD (nmol/i.c.v.)

29,1 87,3 291,1 
DPHD (nmol/i.t.)

Figura 18 -  Efeito do DPHD administrado por via intraperitoneal (A), oral (B), 
intracerebroventricular (C) ou intratecai (D) em relação à nocicepção induzida pela 
injeção intraplantar de capsaicina em camundongos. Cada grupo representa a média de 
8 a 10 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), 
*P< 0,05; **P<0,01.

Tabela 9- Efeito da quercetina, rutina, geranina e da furosina isoladas das plantas 
do gênero Phyllanthus, adnninistrados por via intraperitoneal, na dor neurogênica 
induzida pela injeção intraplantar de capsaicina enn camundongos.

Composto Dose
()imol/kg)

Tempo de Reação (s)

Quercetina 0 41,6 ±3 ,2
33,0 29,7 ±3 ,1 *
99,2 33,6 ±4 ,0
198,4 31,0 ±4 ,8

Rutina 0 44,8 ± 2,6
4,9 22,3 ±4,3**
16,3 11,8 ±1,9**
49,1 13,8 ± 1,9**

Geranina 0 46,8 ± 3,2
3,1 29,0 ± 1,8**
10,5 33,5 ±4,7*
31,5 35,8 ±4 ,2

Furosina 0 36,6 ± 1,0
1.4 43,2 ± 1,3
4,1 29,0 ± 1,0**
13,9 16,5 ±2,2**
41,7 5,0 ±1,6**
83,4 4,1 ±1,4**

Gada grupo representa a média ± E.P.M. de 6 a 10 animais. Difere 
significativamente quando comparado com o grupo controle (0), *P<0,05; 
**P<0,01.
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Tabela 10- Comparação dos valores das DI50S e inibição máximas para a 
atividade antinociceptiva do gaiato de etila, rutina, furosina, quercetina, geranina, 
DPHD, meloxicam e diclofenaco no modelo de dor neurogênica causado pelo 
injeção intraplantar de capsaicina em camundongos.

Composto Teste da capsaicina

Via DÍ50 Inibição (%)

Gaiato de etila i.p. (lamol/kg) ND 44 ± 4
v.o. (i^mol/kg) ND 37 ± 9

DPHD i.p. (i^mol/kg) 105,6 (75,7-147,3) 53 ± 3
v.o. ()amol/kg) 285,3 (211,3-385,1) 58 ± 7

i.c.v. (nmol/sítio) 40,4 (27,6-59,1) 67 ± 4
i.t. (nmol/sítio) 154,8 (96,4-248,6) 55 ± 4

Furosina i.p. (|amol/kg) 9,9 (4,7-20,3) 87 ± 4
Geranina i.p. (lamol/kg) ND 37 ± 4
Quercetina i.p. (nmol/kg) ND 30 ± 8
Rutina i.p. (|amol/kg) 5,4 (4,4-6,5) 74 ± 4
Meloxicam i.p. (|j,mol/kg)^ 4,0(2,6-6,0) 62 ± 6

i.c.v (nmol/sítio) ND 49 ± 7
i.t. (nmol/sítio) 10,6 (7,4-15,2) 61 ± 5

Diclofenaco i.p. (|amol/kg)® 47,4 (34,5-65,4) 72 ± 7
i.c.v. (nmol/sítio) ND 45 ± 9

i.t. (nmol/sítio) ND 44 ± 5

^Dados retirados de SANTOS et al. (1998), ND não determinado.
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Figura 19 -  Efeito do meloxicam (A, C e E) e do diclofenaco (B, D e F) administrados por 
via intraperitoneal (A e B), intracerebroventricular (C e D) ou intratecal (E e F) em relação 
à nocicepção induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em camundongos. Cada 
grupo representa a média de 8 a 10 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere 
significativamente do controle (C), **P<0,01.



83

4.4 - Efeito do gaiato de etila e do DPHD no teste da placa quente em 

camundongos.

Os resultados mostrados na Tabela 11 indicam que o tratamento dos 

animais com o gaiato de etila (151,3 lamol/kg, i.p.), meloxicam (28,4 |imol/kg, i.p.) 

ou com o diclofenaco (314,4 |amol/kg, i.p.) não alterou de forma significativa a 

latência ao estimulo térmico quando analisados no teste da placa quente.

Os dados apresentado na Tabela 12 também mostram que o DPHD 

administrado pelas vias i.p. (291,1 |j,mol/kg), i.c.v. (291,1 nmol/sítio) ou i.t. (291,1 

nmol/sítio) não foi capaz de aumentar a latência dos animais no teste da placa 

quente. Ao contrário, o tratamento dos animais com morfina por via s.c. (31,0 

l^mol/kg), i.c.v. (15,5 nmol/sítio) ou i.t. (15,5 nmol/sítio) causou significativo 

aumento da latência dos animais quando avaliada nesse modelo (Tabela 12).

Tabela 11- Influência do gaiato de etila, meloxicam, diclofenaco na latência ao estímulo 
térmico no teste da placa quente em camundongos.

T ratamento Via Dose PEM%
Controle i.p. (ml/kg) 10 2,5+1,6
Gaiato de etila i.p. (|imol/kg) 151,3 1,5±4,0
Meloxicam i.p. (|imol/kg) 28,4 2,5 ±1,2
Diclofenaco i.p. (|imol/kg) 314,4 8,75 ±3,1

Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 6 a 10 animais. PEM, porcentagem máxima 
de efeito.

Tabela 12- Influência da morfina e do DPHD na latência ao estímulo térmico no teste da 
placa quente em camundongos.

Tratamento Via Dose PEM%
Controle i.p. (ml/kg) 10 -2,2 ±6,0

i.c.v. (i^l/sítio) 5 2,4+ 6,0
i.t. (^.l/sítio) 5 -2,1 ±5,0

DPHD i.p. (|amol/kg) 291,1 12,3 + 8,0
i.c.v. (nmol/sítio) 291,1 9,8 ±7,6
i.t. (nmol/sítio) 291,1 -8,2+ 7,0

Morfina s.c. (i^mol/kg) 31,0 100**
i.c.v. (|j.mol/sítio) 15,5 94,0 ± 6,0**
i.t. (iimol/sítio) 15,5 74,0 ± 6,0**

Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 6 a 10 animais. Difere significativamente 
quando comparado com o grupo controle, **P<0,01, PEM, porcentagem máxima de 
efeito.
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4.5 - Efeito do gaiato de etila e do DPHD na performance motora (rota-rod)

O gaiato de etila (151,3 ^imol/kg) ou o DPHD (291,1 |imol/kg) administrados 

intraperitonealmente, não foram capazes de alterar significativamente o 

desempenho e nem o tempo de permanência dos camundongos no aparelho do 

"Rota-rod" quando comparado com o grupo controle (tratados somente com o 

veículo) (resultados não apresentados).

4.6 -  Análise do mecanismo de ação antinociceptiva do gaiato de etila e do 

DPHD.

- Estudos “In vivo”

4.6.1 -  Participação do sistema opióide.

Os resultados apresentados na Figura 20 demonstram que o pré- 

tratamento dos animais com naioxona (13,7 |imol/kg, i.p., antagonista opióide não 

seletivo) causou reversão completa do efeito antinociceptivo induzido pela 

administração de morfina (13,3 ^mol/kg, s.c., agonista opióide não seletivo). No 

entanto, o mesmo tratamento dos animais com naioxona não alterou a 

antinocicepção causada pelo gaiato de etila (50,5 |amol/kg, i.p.) quando analisada 

em relação à dor induzida pela formalina.
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Figura 20 -  influência do pré-tratamento de camundongos com naioxona (13,7 p-mol/kg) 
sobre o efeito antinociceptivo causado pelo gaiato de etila (GAEE, 50,5 (imol/kg) ou 
morfina (13,3 lamol/kg) em relação à primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a média de 6 a 8 
animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle pré-tratado 
com veículo (barras cheias), **P<0,01.
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Ao contrário do que foi observado para o gaiato de etila, o pré-tratamento 

dos animais com naioxona (3,0 ^mol/kg, i.p., antagonista opióide não seletivo) foi 

capaz de antagonizar completamente o efeito antinociceptivo induzido pelo DPHD 

(87,3 lamol/kg, i.p.), bem como o da morfina (15,5 |amol/kg, s.c.), quando analisada 

em relação à dor induzida pela formalina (Figura 21). Além da naioxona, o 

naitrindol (2,2 |amol/kg, i.p., antagonista seletivo dos receptores opióide do tipo ô) 

e a nor-binaltrorfimina (1,4 |imol/kg, i.p., antagonista seletivo dos receptores 

opióide do tipo k )  também foram efetivas em antagonizar, de forma significativa e 

quase que completamente, o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD quando 

analisado na dor induzida pela formalina (Figura 21). No entanto, a ciprodima (2,3 

l^mol/kg, i.p., antagonista seletivo dos receptores opióide do tipo jx) foi capaz de 

reverter significativamente o efeito antinociceptivo do DPHD somente na segunda 

fase da dor causada pela formalina. Ao contrário do observado para o DPHD, 

somente a ciprodima foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo induzido pela 

morfina na segunda da desse modelo (Figura 21 ).
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Figura 21 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com naioxona (3,0 fxmol/kg), 
ciprodima (2,3 jimol/kg), naitrindol (2,2 |nmol/kg) e nor-binaltrorfimina (Nor-BTA, 1,4 
|.imol/kg) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD (87,3 jimol/kg) ou morfina 
(13,3 i^mol/kg) em relação à primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepção induzida pela 
injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais, e as 
linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle pré-tratado com o veículo 
(barras cheias), **P<0,01.

4.6.2 -  Participação da proteína Gi/o sensível a toxina pertussis

O pré-tratamento dos animais com a toxina pertussis (inativador da 

proteína Gi/o, 1-0 ^g/i.c.v.; 7 dias antes) causou inibição significativa da 

antinocicepção provocada pela morfina (13,3 |j,mol/kg, s.c.) bem como aquela
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causada pelo gaiato de etila (50,5 ^mói/kg, i.p.) quando analisado em relação a 

ambas as fases da dor induzida pela formalina (Figura 22).
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Figura 22 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com toxina pertussis (Tox. 
Pert., 1,0 |ug/l.c.v.) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo gaiato de etila (GAEE,
50,5 jimol/kg) ou morfina (13,3 |j,mol/kg) em relação à primeira (A) e segunda fase (B) da 
nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a 
média de 6 a 8 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do 
controle (barras cheias), **P<0,01.

A Figura 23 mostra que o pré-tratamento dos animais com toxina pertussis 

(1,0 i^g/sítio, 7 dias antes), foi capaz de reverter de forma significativa, e efeito 

antinociceptivo do DPHD, somente na segunda fase da nocicepção induzida pela 

formalina, ao passo, que o mesmo tratamento reverteu significativamente o efeito 

antinociceptivo causado pela morfina (15,5 |j,mol/kg, s.c.), quando analisado em 

relação à ambas as fases da nocicepção induzido pela formalina (Figura 23).
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Figura 23 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com toxina pertussis (Tox. 
Pert., 1,0 |ig/i.c.v.) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD (87,3 )imol/kg) ou 
morfina (15,5 |imol/kg) em relação à primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a média de 6 a 8 
animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle pré-tratado 
com o veículo (barras cheias), **P<0,01.
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4.6.3 -  Participação de canais de potássio.

A participação dos canais de potássio modulados por cálcio de baixa e alta 

condutância e por ATP na antinocicepção causada pelo gaiato de etila (50,5 

l^mol/kg, i.p.) fica evidente pela reversão do seu efeito antinociceptivo com o pré- 

tratamento dos animais com a apamina (50 ng/i.t., bloqueador seletivo de canal 

de potássio de baixa condutância ativado por cálcio), caribdotoxina (250 pg/i.t., 

bloqueador seletivo de canal de potássio de alta condutância ativado por cálcio) e 

pela glibenclamida (100 jig/i.t., bloqueador de canal de potássio modulados por 

ATP) quando analisado na dor causada pela formalina (Figura 24). No entanto, o 

pré-tratamento dos animais com o tetraetilamônio (1 i^g/i.t., bloqueador não 

seletivo de canal de potássio dependente de voltagem) não foi capaz de modificar 

0 efeito antinociceptivo induzido pelo gaiato de etila (Figura 24). Ao contrário do 

observado para o gaiato de etila, o tratamento dos animais com os bloqueadores 

de canais de potássio não alteraram a resposta antinociceptiva causado pelo 

DPHD quando analisado em relação a ambas as fases da nocicepção induzida 

pela formalina (Figura 25).
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Figura 24 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com a apamina (50 ng/i.t.), 
caribdotoxina (CARIB, 250 pg/i.t.), glibenclamida (GLIB, 100 i^g/i.t.) ou com o 
tetraetilamônio (TEA, 1 jig/i.t.) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo gaiato de etila 
(GAEE, 50,5 (amol/kg) em relação à primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a média de 6 a 8 
animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle pré-tratado 
com o veículo (barras cheias), *P < 0,05; **P<0,01.
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Figura 25 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com a apamina (50 ng/i.t.), 
caribdotoxina (CARIB, 250 pg/i.t.), giibenclamida (GLIB, 100 |ag/i.t.) ou com o 
tetraetilamônio (TEA, 1 |ig/i.t.) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD (87,3 
(^moi/kg) em relação à primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepção induzida pela 
injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais, e as 
linhas verticais, os E.P.M.

4.6.4 - Efeito do pré-tratannento com L-arginina.

Os resultados apresentados na Figura 26 mostram que o pré-tratamento 

dos animais com L-arginina (substrato da óxido nítrico sintase, 3,4 mmol/kg, i.p.), 

reverteu completamente a ação antinociceptiva causado pela administração de L- 

NOARG (342,0 |amol/kg, i.p.). No entanto, o mesmo tratamento com L-arginina 

não interferiu de maneira significativa na atividade antinociceptiva produzida pelo 

gaiato de etila (50,5 ^mol/kg, i.p.), quando analisado em relação à dor induzida 

pela injeção de formalina (Figura 26).

Ao contrário do que foi observado para o gaiato de etila, o pré-tratamento 

dos animais com L-arginina foi capaz de inibir, de forma significativa, a atividade 

antinociceptiva causada pelo DPHD (87,3 |^mol/kg, i.p.) em relação a ambas as 

fases da dor induzida pela formalina, sendo que esse mesmo tratamento também 

reverteu significativamente a ação antinociceptiva produzida pela morfina (15,5 

lamol/kg, s.c.) somente na segunda fase da dor causada pela formalina (Figura 

27).
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Figura 26 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com a L-arginina (3,4 mmol/kg) 
sobre o efeito antinociceptivo causado pelo gaiato de etila (GAEE, 50,5 /imol/kg) ou L- 
NOARG (342,0 |amol/kg) em relação à primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a média de 6 a 8 
animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle pré-tratado 
com o veículo (barras cheias), **P<0,01.
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Figura 27 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com a L-arginina (3,4 mmol/kg) 
sobre o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD (87,3 |imol/kg), L-NOARG (342,0 
|imol/kg, i.p.) ou morfina (15,5 fxmol/kg, i.p.) em relação à primeira (A) e segunda fase (8) 
da nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a 
média de 6 a 8 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do 
controle pré-tratado com o veículo (barras cheias), **P<0,01.
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4.6.5 -  Participação do sistema serotonérgico.

O pré-tratamento dos animais com p-clorofenilalanina (PCPA, inibidor da 

síntese de serotonina: 399,8 |j,mol/l<g, i.p., 1 vez ao dia por 4 dias consecutivos), 

alterou significativamente a ação antinociceptiva causada tanto pelo DPHD (87,3 

|o,mol/l^g, i.p.) bem como por aquela induzida pela morfina (15,5 |imol/l<g, s.c.) em 

relação a ambas as fases da dor causada pela injeção de formalina (Figura 28).
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Veículo + -
PCPA . 4
DPHD . . 
Morfina + + + +

Figura 28 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com a p-clorofenilalanina 
(399,8 |imol/kg) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD (87,3 |Limol/kg) e/ou 
morfina (15,5 |imol/kg, i.p.) em relação à primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a média de 6 a 8 
animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle pré-tratado 
com o veículo (barras cheias), **P<0,01.

A Figura 29 mostra que o pré-tratamento dos animais com metisergida (8,9 

iamol/kg, i.p. antagonista serotonérgico não seletivo) foi capaz de reverter, quase 

que completamente, a atividade antinociceptiva causada pelo DPHD (87,3 

|amoi/kg, i.p.), quando analisado em relação a ambas as fases da nocicepção 

induzida pela injeção intraplantar de formalina.
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Figura 29 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com a metisergida (8,9 
(imol/kg) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD (87,3 |Limol/kg) em relação à 
primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 
formalina. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais, e as linhas verticais, os 
E.P.M. Difere significativamente do controle pré-tratado com o veículo (barras cheias), 
**P<0,01.

4.6.6 -  Desenvolvimento de tolerância cruzada entre a morfina e o DPHD.

Os resultados apresentados na Figura 30, confirmam os dados da literatura 

e demonstram que o pré-tratamento dos animais com morfina (15,5 |j,mol/kg, s.c., 

uma vez ao dia por sete dias consecutivos), foi capaz de produzir tolerância, 

caracterizada pela redução significativa do efeito antinociceptivo induzido pela 

morfina (15,5 |amol/kg, s.c.) e pelo DPHD (87,3 |amol/kg, i.p.), quando comparados 

com os animais pré-tratados com salina e, analisado na nocicepção causado pela 

formalina em camundongos. Ao contrário do que foi observado para a morfina, o 

pré-tratamento dos animais com o DPHD (87,3 |amol/kg, i.p.), uma vez ao dia 

durante 7 dias consecutivos, não alterou a resposta antinociceptiva produzida 

pela morfina (15,5 i^mol/kg, s.c.) e pelo DPHD (87,3 |amol/kg, i.p.) em relação a 

ambas as fases da dor causada pela injeção de formalina (Figura 30).

4.6.7 -  Participação do sistema dopaminérgico.

Os resultados apresentados na Figura 31 mostram que o pré-tratamento 

dos animais com o haloperidol (0,5 |amol/kg, i.p.; antagonista dopaminérgico não
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seletivo) causou redução, de forma significativa, do efeito antinociceptivo induzido 

pela apomorfina (3,2 |^mol/kg, i.p.; agonista dopaminérgico), sem alterar a 

resposta do DPHD (87,3 |amol/kg, i.p.), quando analisado na nocicepção causado 

pela formalina em camundongos.
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Figura 30 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com a morfina (15,5 |xmol/kg 
durante 7 dias, barras hachuradas), DPHD (87,3 iimol/kg durante 7 dias, barras abertas) 
ou salina (10 ml/kg, durante 7 dias, barras cheias) sobre o efeito antinociceptivo causado 
pelo DPHD (87,3 |imol/kg) ou morfina (15,5 |j,mol/kg) em relação à primeira (A) e segunda 
fase (B) da nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina. Cada grupo 
representa a média de 6 a 8 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere 
significativamente do controle pré-tratado com o veículo (barras cheias), **P<0,01.
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Figura 31 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com o haloperidol (0,5 
|imol/kg) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD (87,3 |imol/kg) ou apomorfina 
(3,2 |amol/kg) em relação à primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepção induzida pela 
injeção intraplantar de formalina. Cada grupo representa a média de 6-8 animais, e as 
linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle pré-tratado com o veículo 
(barras cheias), **P<0,01.
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4.6.8 -  Participação do sistema gabaérgico.

Os resultados apresentados na Figura 32 mostram que o pré-tratamento 

dos animais com bicuculina (1,9 |amol/kg, i.p.) ou com faclofeno (40 |amol/kg, i.p.), 

antagonistas de receptores GABAa e GABAb, respectivamente, reverteu 

significativamente o efeito antinociceptivo causado pelo baclofeno (4,6 )imol/kg,

i.p., agonista seletivo dos receptores GABAa) e pelo muscimol (agonista seletivo 

dos receptores GABAb). No entanto, o mesmo tratamento dos animais com 

bicuculina e o faclofeno não alterou significativamente o efeito antinociceptivo 

causado pelo DPHD (87,3 )j,mol/kg, i.p.), quando analisado em relação à 

nocicepção causada pela formalina (Figura 32).

Veículo + + +
Bicuculina - - 
Faclofeno - - +
DPHD - - - 
Muscimol - - - 
Baclofeno

Figura 32 -  Influência do pré-tratamento de camundongos com bicuculina (1,9 |j,mol/kg) 
ou faclofeno (40,0 |imol/kg) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD (87,3 
|j,mol/kg), muscimol (8,7 |xmol/kg) ou baclofeno (4,6 ^imol/kg) em relação à primeira (A) e 
segunda fase (B) da nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina. Cada 
grupo representa a média de 6 a 8 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere 
significativamente do controle pré-tratado com o veículo (barras cheias), **P<0,01.

- Estudos “In vitro”

4.6.9 -  Efeito do DPHD sobre a contração induzida pela estimulação elétrica de 

campo no íleo e dueto deferente isolado de cobaia e de camundongo.

A estimulação elétrica de campo causou, no íleo de cobaia e dueto 

deferente de camundongo, contrações que foram abolidas por tetrodotoxina (1 

|iM, n= 4 para cada grupo, resultado não mostrados). Adições cumulativas de 

morfina (1 nM-10 |iM ) induziram depressão concentração-dependente das
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contrações evocadas pela estimulação elétrica de campo no íleo isolado de 

cobaia (n= 9, resultados não mostrados), fornecendo CI50 de 25,6 (4 ,8-13 M )  nM 

e um Emáx de 87,5 ± 2,9%. Além disso, a adição de concentrações crescentes não 

cumulativas de morfina (1 nM-10 faM) também causou depressão de maneira 

concentração-dependente das contrações induzidas por estimulação elétrica de 

campo no dueto deferente de camundongo (n= 8, resultados não mostrados), com 

CI50 de 2,5 (0,8-8,4) |aM e o Emáx de 65,0 ± 4,5% (resultado não mostrado). Ao 

contrário da morfina, a adição de concentrações crescentes cumulativa ou não 

cumulativas de DPHD (1 nM-10 )aM, n = 5 a 8) resultou numa discreta (10 a 20%) 

inibição das contrações evocada pela estimulação elétrica de campo tanto no íleo 

de cobaia quanto no dueto deferente de camundongo (resultados não mostrados).

4.6.10 -  Efeito do DPHD sobre a união específica da [^H]naloxona e do 

[^H]glutamato em membranas de córtex cerebral de camundongos.

Os resultados apresentados na Figura 33 mostram que o DPHD (0 ,03- 

1000 jxM) produziu modesta, porém significativa, inibição da união específica 

(binding) da [^H]naloxona e do [^H]glutamato em membranas de córtex cerebral 

de camundongos. A porcentagem máxima de inibição para o binding de 

[^H]glutamato foi de 44 ± 4% na concentração de 1000 i^M de DPHD. Entretanto,

o DPHD foi mais potente e eficaz em inibir o binding de [^H]naloxona, fornecendo 

uma C I 5 0  de 230,0 (248,6-323,5) |j,M e inibição de 62 ± 5% na concentração de 

500 )iiM (Figura 33). ^  ^

0.1 1 10  100 1000 
DPHD (^M)

10 100
DPHD (^M)

1000

Figura 33 -  Efeito do DPHD sobre a união específica (binding) de [^H]naloxona (A) e de 
[^H]glutamato (B) em membranas de córtex cerebral de camundongos. Cada símbolo 
representa a média de 3 a 4 experimentos independentes realizados em triplicata, e as 
linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), *P< 0,05; **P<0,01. 
Os valores referentes à união específica de [^Hjnaloxona e de [^HJglutamato foram 2,80 ± 
0,30 e 0,40 ± 0,03 pmol/mg, respectivamente.



4.6.11 -  Efeito do DPHD sobre a liberação e a captação de [^H]serotonina em 

sinaptossomas obtidos de córtex cerebral de ratos.
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A incubação dos sinaptossomas com a fluoxetina ( 1 - 1 0 0  nM) causou 

inibição concentração dependente da captação de [^H]serotonina, fornecendo 

uma CI50 de 4,9 (3,0 -  8,2) nM e Emáx de 77 ± 4% (resultados não mostrados). Da 

mesma forma, a incubação dos sinaptossomas com o DPHD (289,0 -  2900,0 |j,M) 

causou inibição significativa da captação de [^H]serotonina com Emáx 80 ± 10% na 

concentração de 2900,0 |aM (Figura 34 A). Além disso, o DPHD ( 2 ^ ^  2900,0 

laM) produziu liberação concentração dependente da [^H]serotonina, fornecendo 

CI50 de 364,1 (108,2 -  1225,1) |nM e E^áx de 119 ± 9% (Figura 34 B). O KCI (40 

mM) também produziu significativa liberação de [^H]serotonina, contudo, seu 

efeito foi menor quando comparado com o DPHD (Figura 34 B).
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Figura 34 - Efeito do DPHD sobre a captação (A) e liberação (B) de [H^]serotonlna em 
sinaptossomas obtidos de córtex cerebral de ratos. Cada barra representa a média de 3 
experimentos independentes realizados em triplicata e as linhas verticais, os E.P.M. 
Difere significativamente do grupo controle (barras cheias), ** P < 0.01.
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5 -  DISCUSSÃO

Os resultados do presente estudo confirmam e também estendem os 

estudos iniciais descritos anteriormente neste laboratório (CECHINEL FILHO et 

al., 1996; GORSKI et a l„ 1993; SANTOS et a l„ 1995a,b,c; MIGUEL et al., 

1996a,b; SANTOS et al., 2000; TRENTIN et al., 1997) e demonstram que a 

quercetina, a geranina, a furosina e o gaiato de etila, isolados das plantas do 

gênero Phyllanthus e o DPHD Isolado da S. verticiliatus, apresentaram efeitos 

antinociceptivos significativos quando analisados em vários modelos de dor 

neurogênica e inflamatória em camundongos. Neste trabalho, foram também 

analisados os possíveis mecanismos de ação que poderiam estar contribuindo 

para o efeito antinociceptivo apresentado pelo gaiato de etila e o DPHD.

5.1 Atividade antinociceptiva induzidas pela rutina, quercetina, geranina, furosina 

e gaiato de etila isolado do gênero Phyllanthus em camundongos.

As plantas do gênero Phyllanthus há muito tempo vem sendo estudadas 

por diferentes grupos de pesquisa (para revisão ver UNANDER et al., 1995; 

CALIXTO et al., 1998), sendo a elas atribuídas várias atividades farmacológicas, 

podendo ser destacadas suas ações benéficas no tratamento da litíase, suas 

ações anti-espasmódicas e anti-diabéticas (CALIXTO et al., 1998). Nos últimos 

15 anos, o nosso grupo vem dedicando grandes esforços aos estudos químico e 

farmacológico de várias plantas pertencentes ao gênero Phyllanthus, 

principalmente com relação às suas ações antinociceptivas (para revisão ver 

CALIXTO et al., 1998). GORSKI e colaboradores (1993) foram os primeiros a 

demonstrar que uma espécie de Phyllanthus, o P. corcovadensis, apresentava 

efeito antinociceptivo em modelos de nocicepção que utiliza estímulos químicos, 

mas não térmicos, em camundongos. Esses autores demonstraram que a ação 

antinociceptiva causada pelo extrato de P. corcovadensis era independente da 

ativação do sistema opióide e não estava relacionada com a inibição da síntese 

dos metabólitos do ácido araquidônico (GORSKI et al., 1993). Estudos posteriores 

de outras espécies desse mesmo gênero, como o P. urinaria, P. niruri, P. tenelius 

e 0 P. sellowlanus, também revelaram ação antinociceptiva, sendo que essas 

espécies, a exemplo do P. corcovadensis, foram efetivas em inibir a dor de origem
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neurogênica e inflamatória induzidas pela formalina e capsaicina em 

camundongos (SANTOS et al., 1995a,b). Recentemente, CECHINEL FILHO et al. 

(1996) e SANTOS et al. (2000), estenderam esses estudos demonstrando que o 

P. caroliniensis, P. amarus, P. fraternus, P. orbiculatus e o P. stipulatus eram 

também dotados de efeito antinociceptivo em camundongos. SANTOS et al. 

(1995b), confirmaram e estenderam os dados obtidos por GORSKI et al. (1993) e 

mostraram que os extratos do P. urinaria e do P. niruri, contêm princípios ativos 

de duradouro efeito antinociceptivo em camundongos, sendo que esses efeitos 

não foram relacionados com a ativação do sistema opióide, inibição da síntese de 

prostaglandinas, interação com os glicocorticóides endógenos, com os receptores 

tti e tt2 adrenérgicos ou serotonérgicos ou com a síntese de serotonina e 

tampouco com a via da L-arginina-óxido nítrico e a depressão do sistema nervoso 

central ou periférico (SANTOS et al., 1995b).

As análises fitoquímicas realizadas pelo nosso grupo e em outros 

laboratórios com algumas espécies de plantas pertencentes ao gênero 

Phyllanthus demonstraram a presença de vários flavonóides como astragalina, 

quercetina, quercitrina, isoquercetrina e rutina (NARA et al., 1977; MIGUEL et al.,

1995, 1996b; MIGUEL, 1996). Além desses, outros compostos fenólicos foram 

identificados, entre os quais podem ser mencionados a geranina e a furosina e 

alguns esteróides como o p-sitosterol, estigmasterol e campesterol, entre outros 

(UENO et al., 1988; CECHINEL FILHO et al., 1996; MIGUEL et al., 1995, 1996b; 

SANTOS et al., 1995c, para revisão ver CALIXTO et al., 1998). As análises 

farmacológicas realizadas com a quercetina, a rutina, a geranina, e com o p- 

sitosterol mostraram que esses compostos causaram efeito contrátil dependente 

de concentração na traquéia de cobaia, sendo que essa contração foi facilmente 

reversível e sem evidência de taquifilaxia (PAULINO, 1996). Além disso, o mesmo 

autor demonstrou que a quercetina, a rutina e a geranina causaram efeito contrátil 

semelhante ao apresentado pelo extrato do P. urinaria, sendo seus efeitos 

dependentes do influxo de cálcio e sensíveis, parcialmente, à inibição por 

nicardipina. No entanto, as respostas contráteis para esses compostos na 

traquéia de cobaia, diferentemente daquelas observadas para o extrato, foram 

insensíveis ao vermelho de rutênio e aos antagonistas de receptores das 

taquicininas, tanto do tipo NKi como NK2 (PAULINO et al., 1996a). PAULINO
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(1996) também demonstrou que alguns ésteres do ácido gálico promoveram, a 

exemplo do extrato obtido do P. urinaria, relaxamento dependente de 

concentração na traquéia isolada de cobaia, sendo que a resposta produzida pelo 

ácido gálico foi dependente da integridade do epitélio traqueal, enquanto que as 

respostas causadas pelo gaiato de etila e gaiato de metila não foram alterados 

pela remoção do epitélio da traquéia (PAULINO, 1996; PAULINO et al., 1996b). 

No entanto, PAULINO et al. (1999) demonstraram que as respostas relaxantes 

causadas por éster de ácido gálico, gaiato de etila ou de metila, foram inibidas por 

concentrações elevadas de potássio no meio de incubação (80 mM) e também 

pelos bloqueadores de canais de potássio modulados por ATP, como a 

giibenclamida, e pela caribdotoxina, droga conhecida por inibir os canais de 

potássio de alta condutância modulados por cálcio (PAULINO et al., 1999). No 

entanto, entre todos os compostos isolados das espécies de Phyllanthus, os 

flavonóides são os que mais foram estudados cientificamente (CALIXTO et al., 

1998).

A quercetina é, provavelmente, o flavonóide isolado de plantas que mais 

tem sido estudado. Para ela são propostas, na literatura, ações em vários sítios, 

tais como: ações sobre o músculo liso (ABDALA et al., 1989), inibição da ATPase 

dependente de Na^/K^ (MIRSALIKOKA & PAKUDINA, 1977), inibição da Ca^^ 

ATPase de retículo sarcoplasmático (SHOSHAN & MACLENNAN, 1981), inibição 

da fosfodiesterase seletiva para AMPc (BERETZ et al., 1978), atividade 

mutagênica em bactérias (BJELDANES & CHANG, 1977). Além disso, a 

quercetina produz efeito vasodilatador na aorta de rato (DUARTE et al., 1993; 

CHEN & PACE-ASCIAK, 1996), sendo também capaz de regular a transdução de 

sinal em células de carcinoma humano (SINGHAL et al., 1995) e a diferenciação 

de células de leucemia promielocítica humana (HL-60) (KIM et al., 2000). Além 

disso, a quercetina é capaz de inibir a fosforilase quinase, tirosina quinase 

(SRIVASTAVA, 1985) e fosfolipase As (LINDAHL & TAGESSON, 1993). Tem sido 

também proposto que a quercetina é capaz de atuar como antagonista de canal 

de cálcio no músculo liso vascular (MORALES & LOZOYA, 1993) e de inibir a 

produção de óxido nítrico e de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em 

macrófagos de camundongos (CHIESI & SCHWALLER, 1995; MANJEET & 

GHOSH, 1999). Somando-se a todas essas atividades, a quercetina também
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apresenta efeito antiinflamatório e antioxidante (DUGAS et al., 2000; JUURLINK & 

PATERSON, 1998; SKAPER etal., 1997; BUSSEet al., 1984).

A rutina, outro flavonóide presente em espécies de Phyllanthus, apresenta 

algumas das ações descritas acima, para a quercetina (CECHINEL FILHO et al., 

1996; MIGUEL et al., 1995; MIGUEL, 1996; GENE et al., 1996; FRICK, 2000; 

LINDAHL & TAGESSON, 1997; BORISSOVA et al., 1994; ALEKSANDROV et al., 

1986a,b). Além disso, a rutina é utilizada clinicamente para o tratamento da 

insuficiência venosa crônica, patologia caracterizada por processo inflamatório e 

doloroso severo, que pode causar a perda da função do vaso e dos tecidos 

próximos (FRICK, 2000; SHEU et al., 1997; LUND et al., 1999). Estudos clínicos 

controlados randomicamente (duplo-cego) demonstraram que o derivado da rutina 

(hidroxietilrutosida, 500 mg/kg) administrado oralmente, duas vezes ao dia, 

reduziu significativamente a dor, a hemorragia, a exsudação e o prurido quando 

comparado com o grupo de mulheres tratadas com o placebo, sem no entanto 

apresentar qualquer efeito adverso. Tais resultados mostram a efetividade do 

derivado da rutina no tratamento de certas patologias como a hemorróida 

gestacional (WIJAYANEGARA et al., 1992). POYNARD & VALTERIO (1994), 

demonstraram através do estudo de meta-análise que a hidroxietilrutosida 

apresenta eficácia clínica superior ao placebo para o tratamento dos sintomas 

relacionados a insuficiência venosa crônica.

Nossos resultados estendem os dados descritos na literatura e 

demonstram que os flavonóides rutina e quercetina, administrados pela via i.p. 

apresentaram efeito antinociceptivo significativo, quando analisados na 

nocicepção causada pela injeção de ácido acético em camundongos. Esse 

modelo de dor, apesar de ser relativamente simples e com possibilidades de 

pouca especificidade, é de fácil observação, apresenta boa sensibilidade a várias 

drogas analgésicas e antiinflamatórias não esteroidais, bem como a drogas 

semelhantes á morfina e outros analgésicos que atuam centralmente. Além disso, 

os resultados obtidos com as várias classes de drogas analgésicas, neste 

modelo, mostram boa correlação com a ação analgésica encontrada em outros 

modelos pré-clínicos, bem como com estudos clínicos (KOSTER et al., 1959; 

BLANE et al., 1967; BLUMBERG et al., 1965; SIEGMUND et al., 1957a,b). Foi 

postulado por WHITTLE (1964) que o ácido acético atua indiretamente causando 

a liberação de mediadores endógenos envolvidos na modulação da dor, incluindo
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a bradicinina, serotonina, histamina e as prostaglandinas. Além disso, 

recentemente RIBEIRO et al. (2000) mostraram que a nocicepção induzida pelo 

ácido acético depende da liberação de citocinas, como a IL-ip , TNF-a e a IL-8, a 

partir de macrófagos e basófilos residentes na cavidade abdominal, e que, em 

conjunto com outros mediadores, podem induzir a dor característica observada 

nesse modelo. Portanto, a dor abdominal induzida pelo ácido acético pode ser 

prevenida por vários fármacos, destacando-se entre esses os antiinflamatórios 

não esteroidais (WHITTLE, 1964). Tais constatações são reforçadas no nosso 

trabalho, que demonstra que a ação do diclofenaco e do meloxicam, drogas 

antiinflamatórias não esteroidais que atuam inibindo preferencialmente a 

ciclooxigenase-1 e a ciclooxigenase-2, respectivamente, ou a aspirina (inibidora 

não seletiva das ciclooxigenases) (ENGLHARDT et al., 1994, 1995, 1996a,b; 

VANE & BOTTING, 1995; VANE et al., 1998) foram efetivas em reduzir as 

contorções abdominais causadas pelo ácido acético em camundongos. Além 

disso, os nossos resultados mostram, pela primeira vez, que a geranina, a 

furosina e o gaiato de etila presente nas várias espécies de planta do gênero 

Phyllanthus, administrados por via i.p., também foram efetivos em reduzir, de 

forma significativa e dependente da dose, a nocicepção causada pelo ácido 

acético em camundongos. Contudo, a geranina e a furosina também inibiram a 

nocicepção causada pelo ácido acético, sendo, no entanto, menos eficazes que 

os outros compostos analisados. A ordem de potência encontrada para os 

compostos foi: ru tin a »  meloxicam> quercetina> furosina> G eran ina»  

diclofenaco »  aspirina> gaiato de etila. Todavia, os mesmos compostos, 

administrados pela via oral, foram menos potentes e eficazes quando comparado 

com a via i.p. no modelo de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético 

em camundongos. Esses resultados iniciais corroboram a hipótese de que esses 

compostos também são dotados de atividade antinociceptiva, a exemplo do que 

foi relatado para os extratos das plantas do gênero Phyllanthus (GORSKI et al., 

1993; SANTOS et al., 1995a,b, 2000; CECHINEL FILHO et al., 1996).

A atividade antinociceptiva da quercetina, rutina, furosina, geranina e do 

gaiato de etila foram confirmadas na nocicepção induzida pela injeção intraplantar 

de formalina em camundongos. Esse modelo, descrito inicialmente em gatos e em 

ratos por DUBUISSON & DENNIS (1977), consiste na injeção intraplantar de 

solução de formaldeído diretamente na pata do animal, sendo conhecido por
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induzir intensa dor pela estimulação direta dos nociceptores. A dor, causada pela 

injeção intraplantar, de formalina é caracterizada por vigorosas lambidas, 

mordidas e batidas na pata injetada com o irritante. A grande maioria dos estudos 

realizados com esse modelo geralmente utiliza roedores, predominantemente 

ratos e camundongos (para revisão ver TJ0LSEN et al., 1992). Este teste é 

caracterizado por apresentar duas fases distintas de nocicepção, que parecem 

envolver diferentes mediadores (DUBUISSON & DENNIS, 1977; HUNSKAAR et al., 

1985; HUNSKAAR & HOLE, 1987; ROSLAND, 1991; CORRÊA & CALIXTO, 1993; 

SANTOS & CALIXTO, 1997a; SEGUIN et ai., 1995), além de ser considerado 

atualmente, o modelo que mais se aproxima da dor clínica (TJ0LSEN & HOLE, 

1997). A primeira fase inicia-se imediatamente após a injeção da formalina, 

estendendo-se pelos primeiros 5 min, o que se acredita dever-se à estimulação 

química direta dos nociceptores (DUBUISSON & DENNIS, 1977; HUNSKAAR et al., 

1985), predominantemente das fibras aferentes do tipo C e, em parte, as do tipo Aõ 

(HEAPY et al., 1987). A segunda fase da nocicepção, observada nesse modelo, 

ocorre entre 1 5 - 3 0  min após a injeção de formalina e está relacionada 

principalmente com a liberação de vários mediadores pró-inflamatórios (HUNSKAAR

& HOLE, 1987; TJ0LSEN & HOLE, 1997).

Resultados descritos na literatura indicam que vários mediadores químicos, 

como a substância P, o glutamato e a bradicinina estão envolvidos na primeira fase 

(dor neurogênica), enquanto que a histamina, a serotonina, as prostaglandinas e a 

bradicinina participam da segunda fase (também chamada dor inflamatória) da dor 

induzida pela formalina (CORRÊA & CALIXTO, 1993; HUNSKAAR & HOLE, 1987; 

SHIBATA et al., 1989; TJ0LSEN & HOLE, 1997). Recentemente, foi demonstrado, 

através de técnicas de microdiálise no espaço subaracnóide medular, seguida de 

cromatografia líquida de alta resolução (HPLC), que a injeção intraplantar de 

formalina, na pata posterior de ratos conscientes, causou significativo aumento de 

vários aminoácidos, entre eles, o glutamato, o aspartato, a taurina, a glicina, a 

citrulina, além de aumentar os níveis de prostaglandina Ez, mas não aumentou os 

níveis de serina, asparagina e glutamina em relação à primeira fase da dor induzida 

pela formalina. Por outro lado, na segunda fase desse modelo foi observado 

aumento dos níveis de citrulina, prostaglandina E2, glutamato e aspartato 

(MALMBERG & YAKSH, 1995). SEGUIN et al. (1995), demonstraram que a 

administração subcutânea de antagonistas seletivos dos receptores taquicinérgicos
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do tipo NKi (RP67580, CP 99994, WIN 62577, WIN 51708 e SR 140333) e NK2 

(SR48968) foram capazes de reduzir ambas as fases da dor induzida pela 

formalina. SANTOS & CALIXTO (1997a) mostraram que a administração 

intracerebroventricular e tópica de antagonistas seletivos dos receptores 

taquicinérgicos do tipo NK2 (SR48968) e NK3 (S R I42801) foram efetivos em 

bloquear, tanto a dor neurogênica como a inflamatória causada pela administração 

de formalina em camundongos. No entanto, os antagonistas seletivos dos 

receptores taquicinérgicos do tipo NKi (FK888 e GR82334) causaram redução 

apenas da primeira fase da dor causada pela formalina (SANTOS & CALIXTO, 

1997a).

Recentemente, MOGIL & GRISEL (1998) analisaram os dados disponíveis na 

literatura, sobretudo no que diz respeito aos avanços que a biologia molecular e a 

modificação genética forneceram para a compreensão dos mecanismos envolvidos 

na transmissão da dor. Os autores mostraram cerca de 25 tipos diferentes de 

animais criados por adição de gene (transgênico) ou por inativação de gene (“knock

out”), com as possíveis alterações na integridade das respostas nociceptivas nesses 

animais. Em relação ao modelo da formalina, foi demonstrado por DE FELIPE et al. 

(1998) que a falta do receptor para a substância P (NKi) foi capaz de alterar apenas 

a segunda fase (dor inflamatória) da dor induzida pela fomnalina. Já CAO et al. 

(1998) e ZIMMER et al. (1998) mostraram que a ausência do gene da pré- 

prótaquicinina A (PPT-A), que codifica a substância P e a neurocinina A, 

praticamente aboliu a inflamação neurogênica nos animais mutantes, além de ter 

reduzido, significativamente, a resposta nociceptiva induzida pela formalina na 

primeira fase (dor neurogênica). No entanto, essas modificações genéticas parecem 

não alterar a segunda fase da dor induzida pela formalina nesses mesmos animais. 

Além disso, KÖNIG et al. (1996) mostraram que a falta da produção de encefalina 

diminui a nocicepção na primeira fase da dor induzida pela formalina nos animais 

“knock-out”, e SIMONIN et al. (1997) mostraram que a supressão do receptor 

opióide do tipo k  não foi capaz de alterar a nocicepção da formalina em 

camundongos. MALMBERG et al. (1997a,b) demonstraram que a ausência da 

subunidade regulatória Iß da proteína quinase A foi capaz de diminuir a 

sensibilidade dolorosa quando analisada em ambas as fases da dor induzida pela 

formalina. Além disso, os mesmos autores mostraram que a falta da proteína
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quinase Cy reduziu especificamente a primeira fase da dor no teste da formalina em 

camundongos “knock-out”. Somando-se a essas observações, BOYCE et al. (1996) 

e CROSBY et al. (1995) demonstraram que a ausência do receptor B2 para 

bradicinina e da óxido nítrico sintase neuronal não foram capazes de modificar a 

reposta nociceptiva causada pela injeção da formalina, em camundongos mutantes, 

quando comparadas com os animais selvagens. Contudo, vários trabalhos descritos 

na literatura demonstram que antagonistas seletivos dos receptores B2 para 

bradicinina e que inibidores da óxido nítrico sintase causam inibições, tanto da 

primeira quanto da segunda fase da nocicepção causada pela injeção intraplantar 

de formalina em camundongos (CORRÊA & CALIXTO, 1993; CORRÊA et al., 1996; 

DE CAMPOS et al., 1996, 1998; 1999 e para revisão ver DRAY & PERKINS, 1997; 

CALIXTO et al., 2000b, APPLETON, 1997; MOGIL & GRISEL, 1998). 

Recentemente, PESQUERO et al. (2000) demonstraram que camundongos “knock- 

out” para o receptor Bi das cininas apresentaram uma diminuição da resposta 

nociceptiva induzida pela injeção intraplantar de fomnalina, quando comparados com 

os animais selvagens. Todos esses dados, analisados em conjunto, mostram que a 

nocicepção causada pela injeção intraplantar de formalina envolve diferentes 

mediadores químicos os quais, consequentemente, ativam vários receptores e 

induzem a formação de distintas sinalizações intracelulares. Desta forma, esse 

modelo pode representar uma ferramenta farmacológica muito interessante para o 

estudo de novas drogas antinociceptivas. Por outro lado, a dor induzida pela 

fonnalina possui vários aspectos que a tomam de interesse, quando comparada 

com outros modelos de dor, sendo o mais relevante sua semelhante com a dor 

clínica (TJ0LSEN & HOLE, 1997).

Os nossos resultados demonstram que a mtina, a quercetina, a furosina, a 

geranina e o gaiato de etila administrados por via i.p., intracerebroventricular e/ou 

intratecal produziram significativo efeito antinociceptivo em relação a ambas as 

fases da dor induzida pela formalina, sendo mais efetivos em relação á segunda 

fase desse modelo. Contudo, esses compostos não foram capazes de inibir 

completamente a primeira fase da nocicepção no teste da formalina. Somando-se a 

esses dados, SANTOS et al. (1995c) demonstraram que o fitoesteróide, isolado do 

P. corcovadensis identificado como estigmasterol, também foi capaz de reduzir 

ambas as fases da dor induzida pela formalina, sugerindo que esse esteróide 

também pode estar contribuindo para o efeito antinociceptivo demonstrado para os
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extratos totais das plantas do gênero Phyllanthus. Com relação às drogas padrão 

estudadas, os nossos resultados também mostram que o meloxicam e o 

diclofenaco, a exemplo dos compostos estudados, inibiram ambas as fases da dor 

induzida pela formalina, sendo, no entanto, mais efetivos na dor inflamatória desse 

modelo. Contudo, a aspirina foi capaz de inibir, de forma significativa e dependente 

da dose, somente a dor inflamatória (segunda fase) causada pela formalina em 

camundongos. Diversos pesquisadores têm mostrado que a primeira fase, por ser 

causada pela estimulação direta dos nociceptores, é normalmente sensível aos 

opióides, enquanto que a segunda fase desse modelo está associada à resposta 

inflamatória e envolve a produção de prostaglandinas e outros mediadores 

inflamatórios, sendo controlada por drogas antiinflamatórias não esteroidais 

(HUNSKAAR & HOLE, 1987; ABBOTT & FRANKLIN, 1986; CHAPMAN & 

DICKENSON, 1992; CORRÊA & CALIXTO, 1993; HUNSKAAR et al., 1985; ; 

MURRAY et al., 1988; TJ0LSEN & HOLE, 1997).

No presente estudo procurou-se analisar também as possíveis ações 

antinociceptivas dos flavonóides (quercetina e rutina), dos taninos (furosina e 

geranina) e do gaiato de etila, todos isolados de plantas do gênero Phyllanthus na 

nocicepção neurogênica induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em 

camundongos. SAKURADA et al. (1992) foram os primeiros a demonstrar que a 

injeção intraplantar de capsaicina, na pata posterior de camundongos, causava 

vigorosa dor, caracterizada por lambidas e mordidas na pata injetada, sendo esse 

efeito relacionado com a dor de origem neurogênica. A capsaicina é uma amina 

neurotóxica extraída da pimenta vermelha que, quando aplicada na pele ou injetada 

em animais, produz irritação caracterizada por reação dolorosa e subseqüente 

dessensibilização para a dor induzida quimicamente (JANCSÓ et al., 1981). 

Recentemente, foi demonstrado que a capsaicina atua através da ativação de 

receptores específicos, os quais foram denominados de receptores vanilóides do 

tipo 1 (VR1). Esses receptores estão presentes principalmente nos gânglios da raiz 

dorsal da medula espinhal e no gânglio do trigêmio (CATERINA et al., 1997). 

Estudos de biologia molecular permitiram, recentemente, demonstrar que os 

receptores vanilóides estão acoplados a um canal iônico permeável a cátions mono 

e divalentes (ordem de permeabilidade: cálcio>magnésio>sódio~potássio~césio), o 

qual, quando ativado, produz despolarização e excitação dos neurônios levando à 

liberação de neuropeptídeos como a substância P, neurocinina A e neurocinina B,
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peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e sonnatostatina, entre outros 

(GAMSE et al., 1979; 1981; LEMBECK, 1988; SZOLCSANYI, 1985; SANTOS & 

CALIXTO, 1997a,b; CATERINA et al., 1997; OH et al., 1996; SZALLASI & 

BLUMBERG, 1999).

Recentemente, CATERINA et al. (2000) demonstraram que a falta do 

receptor vanilóide do tipo VR1 aboliu completamente a resposta dolorosa induzida 

pela injeção intraplantar de capsaicina e de resineferatoxina em camundongos 

“knock-out” quando comparados com os animais selvagens. Além disso, os autores 

mostraram que a falta do receptor VR1 foi capaz de alterar significativamente a 

sensibilidade térmica, mas não a mecânica, nos camundongos mutantes 

(CATERINA et al., 2000). Corroborando estes resultados, SANTOS & CALIXTO 

(1997b) demonstraram que o antagonista seletivo do receptor vanilóide, a 

capsazepina, e o bloqueador do canal ativado pela capsaicina, o vermelho de 

rutênio, administrados via i.c.v. ou topicamente, foram capazes de reduzir, 

significativamente, a nocicepção induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em 

camundongos. DE CAMPOS et al. (1999) e CORRÊA et al. (1996) demonstraram, 

ainda, que antagonistas dos receptores Bi e B2 para a bradicinina foram efetivos em 

reduzira nocicepção induzida pela injeção intraplantar de capsaicina. Em um estudo 

recente, PESQUERO et al. (2000) confirmaram esses observações e mostraram 

que animais sem receptor Bi para a bradicinina tiveram suas respostas nociceptivas 

alteradas, no modelo de dor induzido pela injeção intraplantar de capsaicina em 

animais “knock-out”, quando comparados com os camundongos selvagens. Além 

disso, MALMBERG & YAKSH (1994) demonstraram que a capsaicina, ativando 

diretamente as fibras nervosas aferentes primárias, pode levar à produção e 

liberação de prostaglandina E2 na medula espinhal “in vitro”, podendo além disso, 

causar a liberação de glutamato e de substância P na medula espinhal de rato “in 

vivo” e “in vitro”, respectivamente. SAKURADA e colaboradores (1996a,b), 

mostraram que a nocicepção induzida pela injeção intraplantar ou intratecal de 

capsaicina pode ser mediada, pelo menos em parte, pela produção de óxido nítrico, 

glutamato e aspartato, além dos neuropeptídeos (SP, NKA, NKB e CGRP). Tais 

observações são confirmadas no nosso estudo, no qual demonstrou-se que o 

meloxicam e o diclofenaco, administrados pelas vias i.p., i.c.v. e i.t., causaram 

significativa redução da nocicepção neurogênica causada pela injeção intraplantar 

de capsaicina em camundongos. Além disso, os nossos resultados também
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mostram que a rutina, a furosina e o gaiato de etila, administrados pela via i.p., e 

em menor extensão a geranina e a quercetina, foram capazes de inibir a 

nocicepção causada pela capsaicina. Esses últimos resultados são interessantes, 

tendo em vista que a indometacina, que não foi efetiva na primeira fase da dor 

induzida pela formalina, também foi destituída de efeito antinociceptivo no teste da 

capsaicina (CORÍRÊA & CALIXTO, 1993; resultados não apresentados). Somando- 

se a esses dados, VAZ et al. (1996) demonstraram que a morfina inibiu com a 

mesma potência, tanto a dor induzida pela injeção intraplantar de formalina, quanto 

a produzida pela capsaicina em camundongos (VAZ et al., 1996).

A análise conjunta dos resultados obtidos até aqui com os compostos 

isolados da plantas do gênero Phyllanthus, nos modelos da dor induzida pelo ácido 

acético, formalina e capsaicina, indicam que esses compostos apresentam 

potencialidade terapêutica para o tratamento da dor, tanto no que se refere à 

nocicepção de origem neurogênica como inflamatória. Considerando que a dor de 

origem neurogênica é muito complexa, e que até o momento não possui alternativas 

terapêuticas satisfatórias para seu tratamento (MACFARLANE et a|., 1997; FÜRST, 

1999; MILLAN, 1999), esses resultados podem abrir novas perspectivas para o 

desenvolvimento de novas moléculas com potencial interesse terapêutico no 

tratamento da nocicepção.

O segundo objetivo do nosso trabalho foi analisar, através de estudos “in 

vivo”, alguns dos mecanismos pelos quais o gaiato de etila poderia estar 

promovendo seus efeitos antinociceptivos. Para tal, foi utilizado o modelo da dor 

induzida pela injeção intraplantar de formalina em camundongos. O gaiato de etila 

foi escolhido para essa análise, tendo em vista que estudos prévios realizados “in 

vitro”, na traquéia de cobaia, por PAULINO (1996) e PAULINO et al. (1999) 

mostraram que o gaiato de etila mostrou interessante mecanismo de ação, 

relacionado com a ativação de canais de potássio modulados por ATP sensível á 

glibenclamida e de canais de potássio de alta condutância modulados por cálcio 

sensível á caribdotoxina. Além disso, o gaiato de etila mostrou-se efetivo em 

produzir antinocicepção nos modelos de dor induzido pela formalina e capsaicina 

em camundongos.

Os nossos resultados confirmam os dados obtidos anteriormente para o 

extratos totais das plantas do gênero Phyllanthus por SANTOS et al. (1995a,b) e 

indicam também que o gaiato de etila, na dose que causa significativa inibição da
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dor nos modelos da formalina e capsaicina em camundongos, não causou nenhum 

efeito antinociceptivo quando analisado na nocicepção térmica estudada no modelo 

da placa quente, em condições onde a morfina apresentou potente e significativo 

efeito antinociceptivo. O modelo da placa quente foi descrito, inicialmente, por 

WOOLFE & MACDONALD (1944) e, posteriormente, modificado por EDDY & 

LEIMBACK (1953), sendo conhecido por ser bastante sensível às drogas que atuam 

em nível central (CARTER, 1991; HWANG & WILCOX, 1987; WOOLFE & 

MACDONALD, 1944). Os nossos resultados também mostram que a atividade 

antinociceptiva causada pelo gaiato de etila, a exemplo do obtido para os extratos 

das espécies de Phyllanthus (SANTOS et al., 1995a,b), não parece ser secundária 

aos possíveis efeitos centrais depressores e/ou inespecíficos, tendo em vista que na 

dose em que o gaiato de etila foi efetivo, nos outros modelos de dor analisado, ele 

foi destituído de ação incapacitante ou mesmo depressora da coordenação motora 

do animal, que são detectáveis no teste do rota-rod (DUHAM & MIYA, 1957; 

ROSLAND et al., 1990). Os nossos resultados também estendem os dados obtidos 

anteriormente para o extrato do P. urinaria, P. niruri, P. tenellus e P. sellowianus 

(SANTOS et al., 1995a,b) e mostram que o tratamento prévio dos animais com a 

naloxona (antagonista não seletivo dos receptores opióides), em condições nas 

quais essa droga reverteu quase que completamente, a antinocicepção causada 

pela morfina, não foi capaz de reverter a atividade antinociceptiva causada pelo 

gaiato de etila na dor provocada pela formalina. Contudo, o nosso estudo também 

indica que os efeitos antinociceptivos causados pelo gaiato de etila, bem como pela 

morfina, foram significativamente inibidos pelo tratamento dos animais com toxina 

pertussis. Vários trabalhos descritos na literatura mostram que a administração 

intracerebroventricular de toxina pertussis pode causar a inativação da proteína G\/o 

por ribosilação da sua subunidade catalítica (SÁNCHES-BLÁQUEZ & GARZON, 

1991; HERNANDEZ et al., 1995; SHAH et al., 1994, 1997; STANDIFER & 

PASTENAK, 1997; WOMER et al., 1997). Além disso, a toxina pertussis 

normalmente é utilizada para a elucidação do mecanismo de ação de drogas, entre 

essas as que apresentam ação antinociceptiva, que possam estar interagindo cóm 

receptores acoplados à proteína Gi/o (SHAH et al., 1994, 1997; STANDIFER & 

PASTENAK, 1997; WOMER et al., 1997; JIANG et al., 1998). Além disso, WONER 

e colaboradores (1997) demonstraram que a administração intratecal de toxina 

pertussis causa hiperalgesia e a alodínia que são sintomas normalmente comuns
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em pacientes com dor neuropática. Esses resultados, analisados em conjunto, 

indicam que a antinocicepção causada pelo gaiato de etila, tal como a da morfina, 

parece envolver a ativação de proteínas Gi/o, cujos mecanismos são sensíveis à 

toxina pertussis.

Recenteriiente, tem sido sugerido que a via da L-arginina-óxido nítrico exerce 

um papel importante na modulação da nocicepção (HALEY et al.,1992; SNYDER, 

1992; YAKSH & RUDY, 1977; FERREIRA et al., 1999). MOORE et al. (1991) 

demonstraram que a L-N°-nitro-arginina metil éster (inibidor da óxido nítrico sintase), 

administrada sistêmica ou centralmente, causou importante efeito antinociceptivo 

em relação a ambas as fases da dor induzida pela fonnalina, além de ter causado 

inibição da hiperalgesia induzida por agonistas de receptores de NMDA (N-metil-D- 

aspartato) (KITTO et al., 1992). Além disso, a L-N°-nitro-arginina metil éster 

deprimiu a facilitação do reflexo nociceptivo (VERGE et al., 1992) e reduziu a 

resposta em neurônios dorsais da medula após estimulação mecânica e témnica 

(CODERRE E YASHPAL, 1994; MOORE et al., 1991; YAKSH E RUDY, 1977; 

YAMAMOTO et al., 1993). Os resultados obtidos no presente estudo confirmam 

essas observações e demonstram que a administração sistêmica de L-N^^-nitro 

arginina (L-NOARG, inibidor da síntese de óxido nítrico) antagonizou, de maneira 

pronunciada, tanto a primeira quanto a segunda fase da dor causada pela fomnalina, 

sendo esse efeito seletivamente revertido pela injeção de L-arginina (precursor do 

óxido nítrico). Contudo, o mesmo tratamento dos animais com a L-arginina não foi 

capaz de reverter o efeito antinociceptivo causado pelo gaiato de etila. Esses 

resultados demonstram, portanto, que a via da L-arginina-óxido nítrico não parece 

estar envolvida com a ação antinociceptiva do gaiato de etila.

A seguir, procuramos analisar se as ações antinociceptivas do gaiato de 

etila dependem da ativação de canais de potássio, tendo em vista que o gaiato de 

etila produziu relaxamento dependente de concentração em traquéia de cobaia e 

veia porta de rato, pré-contraída com histamina ou endotelina, por um mecanismo 

dependente da ativação de canal de potássio modulado por ATP e de canal de 

potássio de alta condutância ativado por cálcio (PAULINO et al., 1999; resultados 

não publicados). Os nossos resultados mostram que o tratamento dos animais, 

pela via intratecal, com giibenclamida, caribdotoxina, ou apamina foi capaz de 

inibir, de forma significativa e quase que completamente, o efeito antinociceptivo 

causado pelo gaiato de etila. Contudo, o pré-tratamento dos animais com o
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tetraetilamônio (bloqueador não seletivo de canal de potássio dependente de 

voltagem) não foi capaz de alterar a antinocicepção produzida pelo gaiato de etila. 

Esses resultados estendem os dados obtidos “in vitro” em nosso laboratório 

(PAULINO, 1996; PAULINO et al., 1999) e demonstram que a atividade 

antinociceptiva causada pelo gaiato de etila envolve a ativação de canais de 

potássio modulados por ATP sensível a glibenclamida e de canais de potássio de 

baixa e de alta condutância ativados por cálcio, sensíveis á apamina e á 

caribdotoxina, respectivamente. Por outro lado, nossos resultados não confirmam 

o envolvimento dos canais de potássio ativados por voltagem, sensível ao 

tetraetilamônio. Além disso, vários trabalhos descritos na literatura, mostram que 

a antinocicepção, causada pela noradrenalina, morfina, apomorfina e ativadores 

de canal de potássio, foi significativamente inibida por bloqueadores de canal de 

potássio modulado por ATP (YANG et al., 1998; KANG et al., 1998; LOHMANN & 

WELCH, 1999; WELCH & DUNLOW, 1993). Por outro lado, o efeito 

antinociceptivo causado por antagonistas dos receptores Hi para histamina, em 

camundongos foi inibido, tanto por bloqueadores de canal de potássio modulado 

por ATP quanto por cálcio sensível á glibenclamida e á apamina, respectivamente 

(GALEOTTI et al., 1999a, b). Corroborando esses resultados, WELCH et al. 

(1995) demostraram que a antinocicepção causada pelos opióides deve-se á 

ativação da proteína Gi/o sensível á toxina pertussis que, em conseqüência, 

diminui o influxo de cálcio para o neurônio, além de reduzir os níveis de AMPc 

através da hiperpolarização neuronal por um mecanismo dependente da ativação 

de canal de potássio sensível à apamina e ao ATP. Dessa forma, não pode ser 

descartada a possibilidade de, canais de cálcio ou moduladores desses canais, 

estarem participando da atividade antinociceptiva causado pelo gaiato de etila. 

Contudo, essa hipótese precisa ser melhor investigada futuramente.

Recentemente, MURASE et al. (1999) demonstraram que alguns ésteres 

do ácido gálico, em especial o gaiato de etila, foram capazes de suprimir a 

expressão de moléculas de adesão (VCAM-1, ICAM-1, e selectina E) induzidas 

pela IL-1a e pelo TNF-a em culturas de células endoteliais obtidas de cordão 

umbilical humano. Além disso, os autores demonstraram que o gaiato de etila foi 

capaz de inibir a translocação do fator nuclear kappa B induzido pelas citocinas 

por um mecanismo independente da degradação l-KBa, levando assim à 

diminuição da expressão de moléculas de adesão e, consequentemente, à
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redução da adesão leucócitaria. Esses resultados obtidos “in vitro” mostram, 

portanto, que o gaiato de etila e outros ésteres do ácido gálico podem ter 

importantes efeitos antiinflamatórios pelo bloqueio da ativação do NF-k B e 

sugerem que esses compostos presentes em várias plantas, mas principalmente 

na uva vermelha, podem desempenhar um papel importante na prevenção da 

resposta inflamatória e na arteriosclerose “in vivo” (MURASE et al., 1999). Assim, 

analisado em conjunto com os resultados obtidos por RIBEIRO et al. (2000), é 

possível atribuir um novo mecanismo de ação para o gaiato de etila que, além da 

ativação dos canais de potássio demostrado no presente estudo, poderia também 

agir modulando a transmissão do processo nociceptivo atuando nas respostas 

mediadas pelas citocinas (DRAY, 1997).

Em síntese, os resultados apresentados nessas primeiras partes do nosso 

trabalho confirmam e estendem os dados descritos na literatura e indicam que o 

gaiato de etila, a geranina, a furosina, a rutina e a quercetina, isolados das plantas 

do gênero Phyllanthus apresentam importante efeito antinociceptivo na 

nocicepção química induzida pelo ácido acético, formalina e capsaicina, em 

camundongos. Além disso, os nossos resultados também demonstram que a 

ação antinociceptiva causada pelo gaiato de etila é particularmente interessante, 

tendo em vista que ele parece interagir com a proteína Gj/o sensível à toxina 

pertussis e com os canais de potássio ativados, tanto por cálcio, como por ATP. 

Contudo, estudos eletrofisiológicos adicionais e de biologia molecular são ainda 

necessários para a confirmação do preciso mecanismo de ação desse composto. 

Além disso, conforme discutido acima, não pode ser completamente descartada 

a possibilidade de o gaiato de etila e dos outros compostos estarem interagindo 

com as diferentes citocinas que participam da gênese de várias patologias, 

através da inibição do NFkB. Esses resultados, analisados em conjunto, fornecem 

a base farmacológica da utilização das plantas do gênero Phyllanthus na 

medicina popular e mostram, claramente, o potencial dessas plantas e de seus 

compostos para o desenvolvimentos de novas drogas analgésicas.



111

5.2 Atividade antinociceptiva do alcalóide DPHD isolado da Siphocampylus 

verticiliatus.

A avaliação farmacológica pré-clínica do extrato hidroalcoólico da S. 

verticiliatus realizada pelo nosso grupo (TRENTIN et al., 1997), demonstrou que 

essa planta apresentou importante efeito antinociceptivo, quando o extrato foi 

administrado, tanto pela via intraperitoneal, quanto pela oral em camundongos, 

analisados em vários modelos de nocicepção de origem neurogênica e inflamatória 

em camundongos (TRENTIN et al., 1997). Os autores demonstraram, ainda, que o 

efeito antinociceptivo do extrato da S. verticiliatus foi de longa duração, 

perdurando por até 8 h, quando administrado pela via oral (TRENTIN et al., 1997). 

Além disso, esses mesmos autores analisaram o possível mecanismo de ação 

antinociceptiva do extrato, demonstrando que os princípios ativos presente no 

extrato da S. verticiliatus parecem estar atuando através da ativação do sistema 

opióide, além de interação com a via da L-arginina-óxido nítrico (TRENTIN et al., 

1997).

Estudos fitoquímicos realizados com a S. verticiliatus por MIGUEL et al. 

(1996a) permitiram o isolamento e a identificação de um novo alcalóide que foi 

denominado de cloridrato de c/s-8,10-di-A/-propillobelidiol dihidratado (DPHD) 

(MIGUEL et al., 1996a). Além disso, a estrutura química desse alcalóide foi 

também determinada através de cristalografia de raio X, confirmando que se 

tratava de um alcalóide realmente inédito na literatura, e que curiosamente o 

composto se encontra na forma de cloridrato na natureza (MIGUEL et al., 1996a). 

O presente estudo estende os dados existentes na literatura e demonstra que o 

alcalóide DPHD, administrado tanto por via i.p. quanto oral, apresentou 

significativo efeito antinociceptivo dependente da dose, quando analisado na 

nocicepção causada pela injeção de ácido acético em camundongos. Contudo, o 

DPHD foi cerca de 5 vezes mais potente pela via i.p. do que a oral. Outro aspecto 

importante observado nesse composto, foi o fato que, independentemente da via 

de administração utilizada, o DPHD não apresentou alteração significativa na sua 

eficácia, demonstrando que esse composto tem boa absorção através da via oral. 

Esse fato é interessante, tendo em vista que, no nosso estudo, pudemos observar 

que isso não ocorreu nos compostos isolados das espécies de plantas do gênero 

Phyllanthus. Além disso, o DPHD foi cerca de 10 a 20 vezes mais potente que o
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extrato obtido da S. verticiliatus, quando analisado nas contorções abdominais 

induzidas pelo ácido acético (TRENTIN et al., 1997). Esses resultados iniciais 

sugerem, fortemente, que o DPHD, parece ser o composto majoritário presente 

nas partes aéreas da S. verticiliatus e que ele é o principal responsável pelo efeito 

antinociceptivo demonstrado previamente para o extrato dessa planta (TRENTIN 

et al., 1997; MIGUEL et al., 1996a). Além disso, o DPHD administrado por via i.p., 

V.O., i.c.v. ou i.t. apresentou significativo efeito antinociceptivo em relação a ambas 

as fases da dor induzida pela injeção intraplantar de formalina, sendo, a exemplo 

dos outros compostos estudados, mais efetivo em relação à segunda fase desse 

modelo. Em nosso estudo, pudemos observar também que a atividade 

antinociceptiva do DPHD em relação à dor causada pela formalina foi de longa 

duração, de 6 a 8 h, tanto quando o composto foi administrado pela via i.p. quanto 

pela via oral. Por outro lado, o DPHD administrado pelas vias i.p., v.o., i.c.v. e i.t. foi 

capaz de inibir, de forma significativa, a nocicepção neurogênica induzida pela 

injeção intraplantar de capsaicina em camundongos. Tais observações indicam que 

o DPHD, a exemplo dos outros compostos aqui analisados, apresenta 

potencialidade para o desenvolvimento de novas moléculas para tratar a da dor de 

origem neurogênica.

Examinamos também, no presente estudo, os mecanismos pelos quais o 

DPHD poderia estar promovendo seus efeitos antinociceptivos nos modelos de dor 

analisados. Os nossos resultados corroboram os dados obtidos para o extrato da S. 

verticiliatus por TRENTIN et al. (1997) e indicam também que o DPHD, não produziu 

efeitos centrais depressores e/ou inespecíficos, tendo em vista que na dose em que 

0 DPHD foi efetivo nos outros modelos de dor analisados, ele foi destituído de ação 

incapacitante ou mesmo depressora sobre a coordenação motora dos animais, as 

quais teriam sido detectadas no teste do rota-rod (DUHAM & MIYA, 1957; 

ROSLAND et al., 1990). Além disso, TRENTIN et al. (1997) haviam demonstrado 

que o efeito antinociceptivo causado pelo extrato da S. verticiliatus era dependente 

da ativação do sistema opióide. Confirmando e estendendo esses resultados 

iniciais, no presente estudo pode-se observar que o tratamento prévio dos animais 

com a naloxona (antagonista não seletivo dos receptores opióides), reverteu 

completamente o efeito antinociceptivo causado, tanto pelo DPHD, quanto pela 

morfina, quando analisado em relação a ambas as fases da dor induzida pela 

fomnalina. A seguir, investigou-se qual dos subtipos de receptores opióides estariam
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participando na antinocicepção causada pelo DPHD. Pudemos observar, através 

dos nossos resultados, que o tratamento prévio dos animais com os antagonistas 

ciprodima (antagonista seletivo dos receptores [i opióides), naltrindoi (antagonista 

seletivo dos receptores S opióides) ou nor-binaltorfimina (antagonista seletivo dos 

receptores k  opióides) foram capazes de reverter, significativamente, o efeito 

antinociceptivo causada pelo DPHD em relação a ambas as fases da dor induzida 

pela formalina. Contudo, somente o antagonista seletivo dos receptores [x opióides 

(ciprodima) inibiu significativamente a antinocicepção causada pela morfina na 

segunda fase da dor causada pela formalina. Esses resultados permitem sugerir 

que a ação antinociceptiva causada pelo DPHD parece depender da ativação direta 

ou indireta dos três tipos de receptores opióides, ou seja, os receptores opióides dos 

tipos |j, K e ô (CRAFT et al., 1995; FREY & SCHICHT, 1996; OSSIPOV et al.,

1996). Outro resultado que confirma essas observações foi o fato do DPHD ter 

inibido a ligação da [^Hjnaloxona em sítios de membranas de córtex cerebral de 

camundongos. Contudo, ao contrário do que foi observado para a morfina 

(resultados não apresentados), a inibição causada pelo DPHD foi parcial. Tais 

resultados sugerem que, pelo menos, parte da atividade antinociceptiva do DPHD 

parece estar associada com a estimulação dos receptores opióides. Contudo, 

essa afirmação não pode ser confirmada nos experimentos realizados “in vitro” 

em preparações de íleo e dueto deferente isolados de cobaia e camundongos. 

Nossos resultados confirmam dados da literatura e indicam que a morfina foi 

capaz de inibir, de forma dependente de concentração, as respostas contráteis 

induzidas pela estimulação elétrica de campo em íleo e dueto deferente. Ao 

contrário, o DPHD não alterou as respostas contráteis induzida pela estimulação 

elétrica de campo em ambas as preparações. Além disso, verificou-se que a 

antinocicepção causada pelo DPHD poderia estar associada á inibição direta da 

união específica do [^Hjglutamato em sítios de membranas de córtex cerebral em 

camundongos. Vários trabalhos descritos na literatura têm demonstrado que 

existe uma intensa liberação de aminoácidos exeitatórios na medula espinhal, 

principalmente de glutamato e aspartato, após a injeção intraplantar de formalina 

(OMOTE et al., 1998; MALMBERG & YAKSH, 1995; TECH et al., 1996) ou de 

capsaicina (SAKURADA et al., 1996a, JURÁNEK & LEMBERCK, 1997). Os 

nossos resultados mostram que a antinocicepção causada pelo DPHD, nos
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modelos de dor analisados, não parece estar relacionada à interação com os 

receptores glutamatérgicos, tendo em vista que o DPHD, mesmo em altas 

concentrações, inibiu apenas parcialmente a união específica do glutamato a 

sítios em membranas de córtex cerebral de camundongos. Tais resultados 

sugerem, portanto, que a atividade antinociceptiva do DPHD não parece estar 

associada à inibição direta dos sítios de ligação do glutamato. No entanto, novos 

estudos devem ser conduzidos com ligantes de sítios mdulatórios dos receptores 

glutamatérgicos, para confirmar essa hipótese.

Os nossos resultados também mostram que o efeito antinociceptivo causado 

pela morfina foi significativamente inibido pelo tratamento dos animais com toxina 

pertussis, quando analisado em relação a ambas as fases da dor induzida pela 

formalina (SÁNCHES-BLÁQUEZ & GARSON, 1991; HERNANDEZ et al., 1995; 

SHAH et al., 1994, 1997; STANDIFER & PASTENAK, 1997; BEIRITH et al., 1998; 

MENDES et al., 2000). No entanto, o mesmo tratamento dos animais com a toxina 

pertussis reverteu significativamente a antinocicepção do DPHD somente na 

segunda fase desse modelo. Estes resultados indicam que a antinocicepção 

causada pelo DPHD na segunda fase da formalina parece envolver, pelo menos em 

parte, a ativação de proteínas Gj/o. Outro resultado interessante apresentado nesse 

trabalho, foi o fato de o DPHD não ter apresentado efeito antinociceptivo quando 

analisado na nocicepção térmica induzida pela placa quente, em condições onde a 

morfina causou potente e significativo efeito antinociceptivo nesse modelo. 

Analisados em conjunto, esses resultados permitem sugerir que o DPHD 

compartilha alguns dos mecanismos comuns já descritos para a morfina. Contudo, 

existem várias discrepâncias apresentadas que podem ser explicadas pela falta de 

especificidade do DPHD no sistema opióide.

Outro aspecto muito interessante analisado no presente trabalho, foi a 

observação de que o tratamento dos animais por sete dias consecutivos com o 

DPHD, ao contrário do observado para a morfina, não foi capaz de causar tolerância 

para a atividade antinociceptiva causada pelo DPHD, quando analisado na dor 

induzida pela formalina. Além disso, o mesmo tratamento dos animais com o DPHD 

não causou tolerância cruzada com a morfina, enquanto que os animais tolerantes à 

morfina, foram também tolerantes ao DPHD. Esses resultados são muito 

interessantes considerando ser a morfina, ainda nos dias de hoje, a droga de 

escolha para o tratamento das dores relacionadas a várias patologias, incluindo
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alguns tipos de câncer (OSSIPOV et al., 1997), apesar dos seus efeitos adversos 

como a dependência, tolerância e depressão respiratória (MÉNARD et al., 1995; 

OSSIPOV et al., 1997).

Tem sido descrito que a atividade antinociceptiva da morfina na nocicepção 

causada pela formalina depende, em parte, da ativação de canais de potássio 

modulados por ATP sensíveis á glibenclamida (YANG et al., 1998; KANG et al., 

1998; LOHMANN & WELCH, 1999; WELCH & DUNLOW, 1993; WELCH et al., 

1995). Os nossos resultados mostram que o tratamento dos animais pela via 

intratecal com glibenclamida, caribdotoxina, apamina ou com o tetraetilamônio 

não foi capaz de alterar significativamente o efeito antinociceptivo causado pelo 

DPHD, em relação a ambas as fases da dor causada pela formalina. Esses 

resultados demonstram, portanto, que a atividade antinociceptiva causada pelo 

DPHD, ao contrário daquela produzida pela morfina, não parece depender da 

ativação de canais de potássio modulados por ATP sensível á glibenclamida e da 

ativação de canais de potássio de baixa e de alta condutância ativados por cálcio 

(YANG et al., 1998; KANG et al., 1998; LOHMANN & WELCH, 1999; WELCH & 

DUNLOW, 1993; BEIRITH et al., 1998; MENDES et al., 2000). Assim, apesar do 

DPHD atuar principalmente através do sistema opióide, suas ações 

antinociceptivas são sob vários aspectos distintas daquelas descritas para a 

morfina.

Em outra etapa do nosso protocolo experimental, foi analisado o possível 

envolvimento da via da L-arginina-óxido nítrico na antinocicepção causada pelo 

DPHD, tendo em vista, as evidencias anteriores de que o efeito antinociceptivo 

causado pelo extrato da S. verticiliatus foi revertido pela pré-tratamento dos animais 

com L-arginina (precursor do óxido nítrico) (TRENTIN et al., 1997). Os resultados 

obtidos no presente estudo confirmam essas observações iniciais e demonstram 

que a administração sistêmica de L-arginina foi capaz de reverter, de forma 

significativa, o efeito antinociceptivo causado, tanto pela L-N^^-nitro arginina (L- 

NOARG, inibidor da síntese de óxido nítrico), quanto aquele causado pelo DPHD 

em relação a ambas as fases da dor induzida pela fonnalina. Por outro lado, o pré- 

tratamento dos animais com a L-arginina foi capaz de inibir somente o efeito da 

morfina na segunda fase da dor causada pela formalina, indicando, mais uma vez, 

diferenças entre os mecanismos de ação do DPHD e da morfina. Esses resultados 

estendem, portanto, os dados obtidos anteriormente (TRENTIN et al., 1997) e
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mostram que a via da L-arginina-óxido nítrico parece exercer um importante papel 

na ação antinociceptiva do DPHD.

Estudos descritos na literatura demonstraram que o sistema serotonérgico 

está intimamente envolvido no mecanismo da regulação da transmissão da 

informação nociceptiva no sistema nervoso central (BASBAUM & FIELDS, 1984; 

FIELDS et al.,1991; LIPP, 1991; YAKSH, 1985; MILLAN, 1997, 1999; BESSON, 

1999; DRAY, 1997). Assim, um grande número de drogas vem sendo utilizado para 

o tratamento de dores crônicas, destacando-se, principalmente, os antidepressivos 

tricíclicos (WALSH, 1983; VENTAFRIDDA et al., 1990; MAGNI, 1991; MILLAN, 

1999; BESSON, 1999). Vários estudos sugerem que esse efeito pode estar 

relacionado com a melhora do humor (ALMAY et al., 1987; MAGNI, 1987; WARD et 

al., 1979), enquanto que outros autores sugerem que eles produzem analgesia por 

mecanismos mais específicos (ANSUATEGUl et al., 1989; PANERAI et al., 1991; 

MILLAN, 1999; BESSON, 1999). No entanto, os antidepressivos tricíclicos são 

tradicionalmente conhecidos por estimular a atividade da serotonina e da 

noradrenalina pelo bloqueio da captação neuronal (CARLSSON et al., 1969a, b). 

Além disso, eles não parecem agir especificamente nos neurônios 

monoaminérgicos, mas principalmente em outros sistemas neuroquímicos 

justificando, portanto, a manifestação da resposta analgésica em pacientes não- 

deprimidos (LEIJON & BOIVIE, 1989; SHARAV et al., 1987). É também conhecido 

que os antidepressivos tricíclicos induzem significativa ação antinociceptiva em 

animais (ANSUATEGUl et al., 1989; ARDID et al., 1991; FIALIP et al., 1992), 

aparentemente por interação com o sistema opióide endógeno, uma vez que essas 

drogas potencializam a resposta antinociceptiva induzida por drogas opióides (DE 

FELIPE et al., 1986; MALSEED & GOLDSTEIN, 1979; TAIWO et al., 1985). Tal 

efeito é evidenciado pelo tratamento dos animais com p-clorofenilalanina (PCPA), 

um inibidor da síntese de serotonina, que é capaz de antagonizar parte do efeito 

antinociceptivo mediado pela morfina e alguns antiinflamatórios não esteroidais 

(TABER & LATRANYI, 1981; VON VOIGTLANDER et al., 1984; PINI et al., 1996; 

BEIRITH et al., 1998; MENDES et al., 2000), indicando que esses efeitos 

antinociceptivos parecem estar relacionados, pelo menos em parte, à interação com 

os neurônios serotonérgicos centrais que estão envolvidos na modulação da 

transmissão da dor. No presente estudo, demonstramos que o tratamento dos 

animais durante quatro dias, com o PCPA, foi capaz de reverter, de forma
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significativa, embora parcialmente, o efeito antinociceptivo causado, tanto pela 

morfina, como pelo DPHD quando analisado em relação a ambas as fases da dor 

induzida pela formalina. Além disso, os nossos resultados também demonstram que 

a metisergida (antagonista serotonérgico não seletivo) reverteu completamente a 

ação antinociceptiva causada pelo DPHD. Diante dos resultados descritos acima, 

não se pode destacar a possibilidade de que a liberação de serotonina endógena 

e/ou a ativação dos receptores serotonérgicos sensíveis a metisergida possam estar 

envolvidas na ação antinociceptiva causada pelo alcalóide DPHD. Dessa forma, a 

próxima etapa do nosso protocolo experimental foi procurar analisar se o DPHD 

poderia estar interferindo com a liberação de serotonina dos neurônios 

serotonérgicos centrais, através de experimentos “in vitro” de liberação e de 

captação de [^H]serotonina em sinaptossomas de córtex cerebral de rato. De fato, 

nossos resultados mostram claramente que o DPHD foi capaz de induzir a liberação 

e de inibir a captação de [^H]serotonina em sinaptossomas de córtex cerebral de 

rato. Tais resultados são favoráveis à hipótese de que o efeito antinociceptivo do 

DPHD parece estar relacionado com o sistema serotonérgico, tanto causando 

liberação, quando impedindo a captação de serotonina.

Recentemente, SILVA et al. (1999) demonstraram que o extrato da S. 

verticiliatus foi também dotado de atividade antidepressiva em dois modelos 

clássicos de depressão, os testes de suspensão da cauda e do nado forçado em 

camundongos. Os autores também demonstraram, no mesmo estudo, que o 

efeito antidepressivo apresentado pelo extrato da S. verticiliatus envolve, pelo 

menos em parte, o sistema serotonérgico, tendo em vista que o extrato foi ativo 

tanto em liberar, bem como em inibir a captação de serotonina em sinaptossomas 

de córtex de rato (FERNANDES et al., 2000). Dessa forma, esses resultados 

preliminares parecem indicar que o extrato da S. verticiliatus e seu principal 

componente, o alcalóide DPHD, interagem com o sistema serotonérgico. 

Considerando o fato de que muitos tipos de dor crônica são tratadas clinicamente 

com antidepressivos (BESSON, 1999; MILLAN, 1997, 1999), esses estudos 

abrem novas possibilidades de aproveitamento do DPHD para o desenvolvimento 

de novos analgésicos.

Nossos resultados demonstraram também, que o efeito antinociceptivo do 

DPHD não parece envolver a interação com os receptores GABAa ou  GABAb. Tal 

afirmativa foi confirmada pelo uso do baclofeno e do muscimol (agonistas seletivos
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dos receptores GABAb e GABAa, respectivamente) que mostraram ações 

antinociceptivas quando administrados em camundongos avaliados no teste da 

formalina, sendo seus efeitos revertidos pelo faclofeno e pela bicuculina 

(SAWYNOK, 1984,; MALCANGIO et al., 1991; VAZ et al., 1996; SHAFIZADEH et 

al., 1997 e resultado do presente estudo). Em nossos experimentos, os 

antagonistas seletivos dos receptores gabaérgicos, bicuculina (GABAa), bem como

o faclofeno (GABAb), administrados sistemicamente, não foram capazes de 

modificar a antinocicepção produzida pelo DPHD, em doses onde esses compostos 

foram efetivos em reverter o efeito antinociceptivo causado pelos agonistas seletivos 

muscimol (GABAa) e baclofeno (GABAb). Além disso, os nossos resultados também 

mostram que o efeito antinociceptivo causado pelo DPHD parece ser independente 

da ativação dos receptores dopaminérgicos sensíveis ao haloperidol, tendo em vista 

que a ação antinociceptiva causada pela apomorfina (agonista dos receptores 

dopaminérgico) foi significativamente antagonizada pelo haloperidol na nocicepção 

induzida pela injeção intraplantar de formalina, ao contrário do efeito antinociceptivo 

causado pelo DPHD.

Em síntese, os resultados apresentados no presente estudo confirmam e 

ampliam os resultados anteriores obtidos em nosso laboratório (TRENTIN et al.,

1997) e mostram que o alcalóide DPHD, isolado das partes aéreas da S. 

verticiliatus, apresenta efeito antinociceptivo significativo quando testado em 

vários modelos de nocicepção química causada pelo ácido acético, formalina e 

capsaicina, mas não em modelo de dor térmica em camundongos. Além disso, o 

DPHD foi efetivo tanto quando administrado por via i.p., v.o., i.t. e i.c.v., sugerindo 

que esse alcalóide possui ação antinociceptiva sistêmica, espinhal e 

supraespinhal. As ações antinociceptivas do DPHD parecem estar relacionadas 

com a interação com vários sistemas, destacando-se, entre eles, a ativação dos 

receptores opióides do tipo ^i, k  e ô, o sistema serotonérgico, a via da L-arginina- 

óxido nítrico e a participação de proteínas Gi/o sensíveis à toxina pertussis. 

Finalmente, o presente estudo mostra que a antinocicepção causada pelo DPHD 

parece não envolver a interação com canais de potássio e com os receptores 

gabaérgicos ou dopaminérgicos. Estes resultados demonstram, portanto, que a 

atividade antinociceptiva causada pelo DPHD, ao contrário daquela produzida 

pela morfina, não parece depender da ativação de canais de potássio modulados 

por ATP e por baixa ou alta condutância ativados por cálcio, com o sistema
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gabaérgico ou dopaminérgico, e nem tampouco esse alcalóide produz tolerância a 

si próprio ou tolerância cruzada com a morfina. Embora os mecanismos pelos 

quais o alcalóide DPHD produz antinocicepção não estejam completamente 

esclarecidos, os presentes resultados indicam fortemente que esse novo 

alcalóide, a exemplo dos outros compostos analisados no presente trabalho, 

também possui potencialidade para o desenvolvimento de novas drogas 

analgésicas.



Os resultados obtidos no presente estudo confirmam e estendem os dados 

do nosso grupo e outros descritos na literatura e mostram, claramente, que os 

compostos isolados das plantas do gênero Phyllanthus: geranina, furosina, 

quercetina, rutina e gaiato de etila, bem como o novo alcalóides isolado da 

Siphocampylus verticiliatus, DPHD, apresentaram uma importante ação 

antinociceptiva, especialmente em relação à dor de origem neurogênica.

Os mecanismos envolvidos nas ações desses compostos não estão ainda 

completamente esclarecidos, contudo, no presente estudo foram obtidos avanços 

significativos a esse respeito, o que torna alguns desses compostos atraentes 

para o aproveitamento e desenvolvimento de novas moléculas com potencial 

ação antinociceptiva.

Em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que compostos 

obtidos dos produtos naturais, especialmente aqueles obtidos de plantas 

medicinais, ainda têm e continuarão tendo um lugar importante no processo de 

descoberta de novas drogas, particularmente no desenvolvimento de drogas 

analgésicas.
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