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outra coisa na vida além de
trabalhar pela educacdo dos seus
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Um Pito

Olha guri, repare o que estds fazendo
depois que fores ¢ dificil de voltar
Passei-te um pito e continuas remoendo
teu sonho mogo deste rancho abandonar
Olha guri, ld no povo ¢ diferente

e certamente faltard o que tens aqui

Eu so te pego, ndo esquegas de tua gente

de vez em quando mande uma carta, guri

Se vais embora, por favor ndo te detenhas
siga em frente, ndo olhes para trds
que assim ndo vais ver a ldgrima insistente

que molha o rosto do teu velho, meu rapaz

Olha guri, pra fua mde cabelos brancos

E pra este velho que te fala sem gritar

Pesa teus planos, eu quero que sejas franco

se acaso fores, pegue o zaino pra enfrenar
Olha guri, leva uns cobres de reserva

pega uma erva pra cevar teu chimarrdo

e leva um charque que € pra ver se tu conservas

uma pontinha de amor por este chdo.

Nenito Sarturi, Claudio Patias e Nelcy Vargas
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RESUMO

A inosina, um nucleosideo enddgeno, € o primeiro metabdlito da
adenosina, e € sintetizada através da adenosina pela adenosina desaminase.
O presente estudo investigou as propriedades antinociceptivas da inosina em
modelos quimicos de nocicepgao em animais, bem como alguns dos provaveis
mecanismos de ag&o antinociceptiva da inosina.

A inosina (0,1-100 mg/kg), administrada pela via i.p., 30 min antes do
agente algogénico, produziu inibigado significativa e dependente da dose da
nocicepgao visceral induzida pelo acido acético, com valor de Dlso de 2,0 (0,6 —
6,0) mg/kg. Quando administrada pela via oral, 60 min antes, a inosina (10-300
mg/kg) também inibiu de forma significativa e dependente da dose a
nocicepgao visceral induzida por acido acético com Dlsy de 140,0 (106 — 164)
mg/kg. Além disso, a inosina administrada via i.p. (10 mg/kg) ou oral (100
mg/kg) produziu efeito antinociceptivo que permaneceu significativo até 6 e 2
horas apdés o tratamento dos animais, respectivamente. Além disso, a
adenosina (10-300 mg/kg, i.p.) também foi capaz de reduzir de forma
significativa e dependente da dose a nocicepgao causada pelo acido acético
com Dlsy de 25 mg/kg. No entanto, a inosina foi cerca de 12 vezes mais potente
que a adenosina no modelo de nocicepg¢ao induzida por acido acético. A
inosina (0,01-10 pg/sitio), administrada pela via i.t. e pela via i.c.v. (0,1-10
pg/sitio), 15 min antes, produziu inibicdo significativa e dependente da dose da
nocicepgao induzida pelo acido acético com Dlsg de 4,2 (3,5 - 5) e 0,3 (0,2 —
0,4) pg/sitio, respectivamente. Na nocicepgéo induzida pela formalina, a inosina
(0.1-100 mg/kg, i.p.) inibiu significativamente e de forma dependente da dose a
fase inflamatéria com Dlso de 6,4 (5,4 — 7,5) mg/kg, mas néo foi capaz de inibir
a fase neurogénica da nocicepgéao induzida pela formalina. Da mesma forma, a
inosina (0,1-10 mg/kg, i.p.) inibiu de forma dependente da dose e
significativamente a nocicepgao induzida por glutamato com Dlso de 0,6 (0,4 —
0,9) mg/kg. Quando administrada perifericamente, via intraplantar, a inosina (1-
100 ug/sitio) também foi capaz de reduzir de maneira dependente da dose a
nocicepg¢ao causada pelo glutamato, com Dlsy de 12,4 (6,9 - 18,3) ug/sitio. No

entanto, a administragdo de inosina (1-100 mg/kg, i.p.), em doses que foram
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efetivas nos modelos de nocicepgdo, ndo causou alteracdo na atividade
locomotora dos animais no teste do campo aberto.

No teste do acido acético, a antinocicepgao causada pela inosina (10
mg/kg, i.p.) foi revertida pelo pré-tratamento com capsaicina (50 mg/kg, s.c., no
periodo neonatal, depletor de fibras C), toxina Pertussis (1ug/sitio, i.t.,
inativador da proteina Gjp), 8-PT (antagonista seletivo do receptor A4, 1 mg/kg,
i.p.) e pelo ZM241385 (antagonista seletivo do receptor Aza, 3 mg/kg), mas nao
pelo tratamento com aloxazina (antagonista seletivo do receptor Azg, 0,1 mg/kg,
i.p.). Perifericamente, a antinocicepgao causada pela inosina (10 ug/sitio, i.pl.)
co-administrada com glutamato, foi revertida significativamente pela injecéo
intraplantar com 8-PT (10 pg/sitio), mas ndo pelo ZM241385 (15 ug/sitio, i.pl.).

Em sintese, estes resultados indicam que a inosina produz
antinocicep¢cao de forma dependente da dose em varios modelos de
nocicepgao quimica através de mecanismos que envolvem interagbes com
fibras aferentes sensiveis a capsaicina, receptores acoplados a proteina Gy,

receptores A1 e Aza (sistemicamente) e receptor A (perifericamente).
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ABSTRACT

Inosine, a natural endogenous nucleoside, is the first metabolite of
adenosine, and is formed from the breakdown of adenosine by adenosine
deaminase. This study aimed at investigating the systemic, central and
peripheral antinociceptive properties of inosine against several chemical models
of pain in mice and which mechanisms would be involved in its antinociception
action.

Inosine (0, 1-100 mg/kg), given by i.p. route, 30 min earlier, produced a
dose-dependent inhibition of acetic acid-induced visceral pain, with mean IDs
value of 2.0 (0.6 — 6.0) mg/kg. Given orally, 60 min earlier, inosine (10-300
mg/kg) also produced a dose-related inhibition of the visceral pain caused by
acetic acid, with mean IDs, value of 140 (106 — 164) mg/kg. Furthermore,
inosine (10 mg/kg) when given by i.p. route, was effective until 6 hours, and
when given (100 mg/kg) by p.o. route, was effective until 2 hours. Moreover,
adenosine when given by i.p. route produced marked antinociception in acetic
acid-induced visceral pain, with 1Dsg value of 25 (15.6 — 33.3) mg/kg. Inosine,
given by i.t. route (0.01-10 ug/site), and given by i.c.v. route (0.1-10 ug/site), 15
min earlier, produced dose-dependent inhibition of acetic acid-induced visceral
pain, with mean IDsy value of 4.2 (3.5 — 5.0) and 0.3 (0.2 — 0.4) ug/site,
respectively. Besides that, inosine (0.1-100 mg/kg, i.p.) caused marked
inhibition of inflammatory phase of formalin-induced pain, with mean IDsy 6.40
(5.4 — 7.5) mg/kg value, but it did not caused inhibition of neurogenic phase.
Inosine (0.01-10 mg/kg, i.p.), also caused significant and dose-dependent
inhibition of glutamate-induced pain, with mean IDsy values of 0.60 (0.4 — 0.9)
mg/kg. In addition, inosine (1-100 pg/site) co-administered with glutamate by
i.pl. route, caused significant and dose-dependent inhibition of pain, with mean
IDsp value of 12.4 (6.9 — 18.3) ug/site. Inosine (1-100 mg/kg, i.p.) did not change
the locomotor activity of animals in open field test.

Inosine antinociception was affected by neonatal pre-treatment with
capsaicin (that has depletory action on C fibers) or by treatment with Pertussis

toxin (which inativates Gj protein). Systemically, the antinociception caused by



inosine (10 mg/kg, i.p.) in the acetic acid test was significantly attenuated by i.p.
treatment of mice with 8-PT (A selective antagonist receptor, 1 mg/kg), and by
ZM241385 (A,a selective antagonist receptor, 3 mg/kg), but not by aloxazine
(A2s selective antagonist receptor, 1 mg/kg). Peripherally, the antinociception
caused by inosine (10 pg/site, i.pl.) co-administered with glutamate, was
significantly attenuated by i.pl. treatment of mice with 8-PT (10 pg/site, i.pl.) but
was not affected by i.pl. treatment of mice with ZM241385 (15 pg/site, i.pl.).
Together, these results indicate that inosine produces dose-related
antinociception in several models of chemical pain through mechanisms that
involve an interaction with afferents fibers capsaicine-sensitive, Gj protein and

A1 and Aya receptors (systemically) and Aq receptor (peripherally).



1. INTRODUCAO

1.1 DOR

A palavra dor inicialmente leva-nos a uma idéia negativa e desagradavel.
Entretanto, a dor é utilizada pelo organismo como um poderoso sistema de
alerta, e tem como principal fungéo informar sobre um perigo real ou iminente
de lesao, acionando respostas adequadas de protecao até que a causa tenha
sido identificada e suprimida (Wall e Melzack, 1999; para revisdo ver Julius e
Basbaum, 2001).

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define a dor
como “‘uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a uma
lesdo tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesao” (Para
revisdo ver Loeser e Melzack, 1999). A dor pode ser classificada de varias
maneiras, uma delas € de acordo com a sua duracdo. A dor aguda se da pela
ativacdo direta de nociceptores (estruturas especializadas na detecgdo de
estimulos nocivos) apés um estimulo nocivo capaz ou ndo de causar alguma
lesdo. Quando a dor persiste por semanas ou meses, € classificada como dor
crbnica. A dor crdnica muitas vezes permanece mesmo apods a recuperacao da
lesdo. Além disso, ela caracteriza-se também pela incapacidade do organismo
restabelecer suas fungdes fisioldgicas (Para revisdo ver Loeser e Melzack,
1999; Millan, 1999).

A dor também pode ser classificada quanto a sua origem. Primeiramente
a dor nociceptiva, que ocorre devido a uma ativagcdo excessiva de nociceptores
com terminagdes na pele, visceras e outros 6rgaos. Quando o tecido neuronal

€ lesionado e libera neuropeptideos que levam a dor, tanto por estimulo



periférico ou central a dor € chamada neurogénica. A dor neuropatica é a que
ocorre apos a lesédo ou disfungdo de um nervo ou grupo de nervos. A dor de
origem psicolégica e que ndo possui um fator somatico identificavel é
denominada dor psicogénica (Para revisdo ver Millan, 1999).

Muitas vezes, quando a dor acontece devido a uma significativa lesao
tecidual, desencadeia uma série de eventos em cascata, que podem originar a
inflamacdo. Nestes casos, normalmente ocorre uma hipersensibilizacdo dos
nociceptores e consequentemente um aumento da transmissdo nociceptiva.
Assim, ocorre a hiperalgesia, que € uma resposta exacerbada a um estimulo
previamente nocivo, devido a uma sensibilizagdo das terminag¢des nervosas
nociceptivas periféricas e a facilitagdo central da transmissao ao nivel do corno
dorsal e do talamo; e a alodinia, que ocorre quando um estimulo previamente
nao-nocivo é capaz de causar dor, aproveitando-se do menor limiar necessario
para disparo do nociceptor e inicio da transmissdo nociceptiva (Para revisdo

ver Woolf, 1995; Haddad, 2007).

1.2 NOCICEPCAO

A dor sentida por humanos envolve componentes de aspectos neurais,
fisiolégicos, comportamentais, psicolégicos e emocionais. A dor que um animal
€ capaz de sentir pode envolver também muitos aspectos, entretanto, apenas
0s mecanismos neurais e fisioldgicos ainda sdo passiveis de mensuragdo. Com
o objetivo de diferenciar estes dois aspectos da dor, surgiu o termo nocicepgéo.
Nocicepgao deriva do latim, nocere, que significa ferir. A nocicepgéo define-se
entdo, como a parte fisiolégica da dor, desprezando os aspectos emocionais e

psicoldgicos. Dessa forma, a nocicepgao torna-se passivel de mensuragao, em



consequéncia disso os modelos animais para investigagdo da dor, s&o na
verdade, modelos de nocicepgado (Para revisdo ver Wall e Melzack, 1999;

Julius e Basbaum, 2001).

1.3 O NOCICEPTOR

No inicio do século XX, muito antes do advento da tecnologia
biomolecular e de técnicas eletrofisioldgicas apuradas, Sherrington propbs a
existéncia do nociceptor, um neurdnio sensorial primario que seria ativado por
um estimulo capaz de causar dano tecidual (Para revisdo ver Julius e
Basbaum, 2001). De acordo com o modelo de Sherrington, nociceptores teriam
limiares ou sensibilidades caracteristicas que os distinguiriam de outras fibras
nervosas sensoriais. Posteriormente, estudos eletrofisiolégicos mostraram de
fato a existéncia de neurbnios sensoriais primarios que podem ser excitados
por calor nocivo, intensa pressao ou irritantes quimicos, mas nao por estimulos
inécuos, tais como um contato morno ou um leve toque. Assim a dor aguda
pode ser definida como uma modalidade sensorial semelhante a visdo ou
olfato, onde um estimulo de uma certa qualidade ou intensidade é detectado
por células especializadas (Para revisao ver Julius e Basbaum, 2001).

Quando um estimulo térmico, mecanico ou quimico ativa neurdnios
sensoriais primarios nociceptivos, inicia-se o processo doloroso. Os
nociceptores conduzem informag¢des nociceptivas da pele, 6rgaos e tecidos
internos para a medula espinhal. Os corpos celulares dos neurénios aferentes
primarios estdo localizados nos ganglios da raiz dorsal. Os neurbnios do

ganglio da raiz dorsal emitem projegdes axonais em duas diregdes, para a



periferia e ao corno dorsal da medula espinhal (Para reviséo ver Besson, 1999;

Wall e Melzack, 1999).

1.4 CLASSIFICACAO DOS NOCICEPTORES

Os nociceptores sao classificados de acordo com suas caracteristicas
anatbmicas, de velocidade de condugdo, didmetro e grau de mielinizagéo
(Fig.1). As fibras de pequeno didmetro sdo as que originam a maioria dos
nociceptores. Neste grupo, encontram-se as fibras do tipo C e do tipo Ad que
sao responsaveis pela transmissdo do estimulo nociceptivo sob condicdes
fisiologicas. As fibras Ad sao pouco mielinizadas e podem ser divididas em
duas classes principais, onde diferenciam-se pela temperatura de ativagcdo. As
fiboras Ad do tipo | sdo ativadas por temperaturas inferiores a 53°C, enquanto
que as do tipo Il sdo ativadas por temperaturas inferiores a 43°C. A conducéao
da informacé&o nociceptiva que ocorre via fibras Ad € a chamada primeira dor, e
ocorre em uma velocidade entre 12 e 30 m/s (Para revisao ver Millan, 1999;
Wall e Melzack, 1999; Julius e Basbaum, 2001; Jacobson e Gao, 2006).

As fibras C, que a maioria sdo também conhecidas como fibras
polimodais por transmitirem estimulos mecanicos, térmicos e quimicos,
conduzem a uma velocidade muito mais lenta em relagdo as outras fibras
nociceptivas, a chamada segunda dor, em torno de 0,5 a 2 m/s em virtude de
nao possuirem bainha de mielina (Pleuvry e Lauretti, 1996; para revisao ver
Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001). Estas fibras sao classificadas em dois
grandes grupos. O grupo chamado peptidérgico, expressa o peptideo
neurotransmissor substancia P (SP), o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e expressa receptores de tirosina quinase A (TrKA) que

possuem alta afinidade ao fator de crescimento do nervo (NGF). Este grupo



envia suas terminacdes para regides superficiais do corno dorsal da medula,
nas laminas | e Il. O segundo grupo de fibras C expressa o receptor Pyx3, um
subtipo de receptor idnico para ATP. Além disso, envia suas terminacgdes
nervosas quase que exclusivamente para a lamina I, que juntamente com a
lamina |, constituem a substancia gelatinosa (Para revisdo ver Besson, 1999;
Hunt e Mantyh, 2001; Julius e Basbaum, 2001).

Dentre as fibras de pequeno didmetro, encontram-se também as fibras
CMH e AMH, denominacgao que € utilizada para se referir as fibras C mecanico-
calor-sensiveis (do inglés, mechano-heat-sensitive) e fibras A mecanico-calor-
sensiveis (do inglés, mechano-heat-sensitive), respectivamente. Se a fibra
nociceptiva responde a estimulos mecéanicos e de calor, esta fibra muito
provavelmente responde também a estimulos quimicos, podendo entdo ser
chamada de fibra polimodal (Para revisao ver Hunt e Koltzenburg, 2005).

As fibras mais grossas e com maior mielinizagado sao as fibras AB, estas
fibras transmitem informag¢des numa velocidade em torno de 30 a 100 m/s. Elas
respondem a um leve toque ou movimento, sdo encontradas basicamente na
pele, e nos individuos normais ndo contribuem para a dor. Entretanto em
alguma situagao patoldgica, devido a uma sensibilizagéo, elas podem contribuir
para a alodinia mecénica (Para revisdo ver Millan, 1999; Hunt e Mantyh, 2001;

Julius e Basbaum, 2001).
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Figura 1: Tipos de fibras nociceptivas, atividade elétrica e intensidade de dor.
A - Tipos de fibras nociceptivas e suas principais caracteristicas. B — Descarga
elétrica de fibras nociceptivas. C — Relagao intensidade X tempo da dor.
(Adaptado de Julius e Basbaum, 2001).

Ha ainda os nociceptores de nomenclatura MIA (aferentes

mecanicamente insensiveis, do inglés mechanically insensitive afferents),



também chamados de silenciosos ou dormentes. Estes nociceptores sdo uma
pequena proporcdo das fibras aferentes, os quais normalmente possuem um
limiar mecanico muito alto ou simplesmente ndo sdo responsivos a estimulos,
apenas sao capazes de responder apos uma sensibilizacdo por lesédo tecidual.
Em virtude do alto limiar de disparo ou incapacidade de resposta, encontrar o
campo receptivo destas fibras € uma tarefa complicada. Através de uma
técnica de aplicacdo de estimulos elétricos, é possivel identificar estes
nociceptores. Para surpresa dos pesquisadores, utilizando esta técnica que foi
inicialmente descrita por Meyer e colaboradores, aproximadamente metade das
fibras Ad e 30% das fibras C sdo MIAs, onde MIAs séo definidas como fibras
com limiar mecanico superior a 600 mil Pascais (kPa) ou incapazes de

responder a um estimulo mecanico (Handwerker, Kilo et al., 1991; Meyer,

Davis et al., 1991; Hunt e Koltzenburg, 2005).

1.5 MEDIADORES DA NOCICEPCAO

A partir da ativacdo de nociceptores que acontece em decorréncia de
estimulos térmicos, mecanicos ou de origem quimica, pode ocorrer a produgéo
e liberagao de varios mediadores, que modulam as transmissdes nociceptivas.
Apos a lesao tecidual, esses mediadores podem ser liberados por neurénios
sensoriais e por células nao-neuronais como plaquetas, células sanguineas,
mastoécitos, células endoteliais, fibroblastos, células de Schwann e até mesmo
pelas préprias células inflamatérias (Besson, 1999).

O principal neurotransmissor presente em todos os nociceptores é o
aminoacido excitatério glutamato. O glutamato atua principalmente em

receptores ionotropicos, do tipo NMDA, AMPA e cainato, mas também em



receptores metabotrépicos. Entretanto, muitas outras substancias enddgenas
sao capazes de sensibilizar os nociceptores apos lesdes teciduais, como
CGRP, SP, ATP, prostaglandinas, neuropeptideo Y, neurotrofinas,
somatostatina, prétons, histamina, serotonina e muitos outros (Besson, 1999;
Loeser e Melzack, 1999; Hunt e Mantyh, 2001; Julius e Basbaum, 2001; Kidd,
Photiou et al.,, 2004). Assim, as fibras sdo ativadas por canais iGnicos e
receptores especificos, que desencadeiam muitas vezes uma cascata de
sinalizagdo através de segundos mensageiros e outros sinalizadores
intracelulares. Esta sinalizagdo intracelular ativada sucessivas vezes pode
ocasionar alteragbes na transcricdo génica, induzindo assim alteragdes na
estrutura e funcédo destes neurdnios sensoriais. Estas alteragdes resultam em
aumento ou diminuicdo da expressdo de canais iOnicos e receptores, na
producado de mediadores quimicos e indugédo de enzimas (Kidd, Photiou et al.,
2004; Shibasaki, 2004; Knyihar e Csillik, 2006).

Algumas substancias causam ativagdo direta dos nociceptores, como
bradicinina e capsaicina, causando assim uma dor aguda. Outros mediadores
inflamatorios como prostaglandinas e serotonina produzem dor por sensibilizar
0s nociceptores, diminuindo o limiar de ativagdo. A excitabilidade anormal
causada por inflamagdo ou lesdo neuronal pode ocorrer pela ativacdo de
proteinas quinases intracelulares, por exemplo, ou até indiretamente pela
inibicdo ou estimulagdo da sintese de outros reguladores celulares. O
aparecimento de novos canais idnicos e receptores também podem ser
oriundos dessas alteragdes intracelulares (Coggeshall e Carlton, 1997; Besson,

1999; Millan, 1999).



1.6 VIAS E A TRANSMISSAO DA NOCICEPCAO

Primeiramente os impulsos nociceptivos chegam através dos aferentes
primarios ao corno dorsal da medula espinhal nas respectivas laminas onde
realizam conexdes, com excegdo dos aferentes primarios localizados na
cabeca e pescoco. Para simplificar e tornar mais didatica a compreensao
dessas conexdes e terminacbes dos neurdnios no corno dorsal da medula
espinhal, este foi divido em laminas de | a VI. Foi considerada |lamina | a mais
superficial e a lamina VI a mais profunda. As fibras AB responsaveis por
sensacbes mecanicas e de propriocepgao terminam em laminas mais
profundas, como Ill, IV, V e VI. As fibras Ad que respondem a estimulos
nocivos terminam nas laminas | e V, enquanto que as fibras Ad sensiveis
mecanicamente realizam conexdes nas laminas |l e Ill. As fibras C, que sao os
principais nociceptores terminam nas laminas | e Il (Para revisdo ver Hunt e
Koltzenburg, 2005). Apds isso, a informagao nociceptiva se projeta do corno
dorsal para o talamo através de neurdnios de segunda ordem, que constituem
as vias ascendentes. Os neurdnios sensoriais secundarios recebem seus sinais
pela liberagdo de glutamato e SP dos aferentes primarios. Além disso, este
processo excitatorio também depende de canais de calcio e sddio, sendo os
canais de calcio os principais reguladores da liberagdo de neurotransmissores.
As vias ascendentes mais importantes sdo a via espinotaldmica, a via
trigeminal, a via espinoparabraquial e a via espinomesencefalica. A via
espinotalamica é a via ascendente mais importante da dor. Os neurbnios de
segunda ordem desta via, apds a sinapse com 0s neurdnios de primeira ordem
no corno dorsal emitem suas proje¢cdes diretamente ao talamo e cortex

somatosensorial, onde a informacao é processada. De outro lado, existem vias
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descendentes da dor, que atuam no controle da percepcédo da dor. A principal
via descendente inibitéria ocorre quando a substancia cinzenta periaquedutal
(PAG), é estimulada. A estimulagédo elétrica da PAG causa uma analgesia
intensa, que se da pela transmissdo sinaptica no nucleo da rafe, através do
neurotransmissor serotonina e dos interneurénios que inibem a transmisséo da
via espinotalamica. O hipotalamo e a amigdala também s&o estruturas que
participam da modulagdo descendente inibitéria, além de sistemas de
neurotransmissores, como O opioide, gabaérgico, glutamatérgico,
canabindides, noradrenérgico, purinérgico, entre outros (Para revisdo ver

Millan, 1999; Wall e Melzack, 1999; Hunt e Mantyh, 2001).

1.7 O SISTEMA PURINERGICO

O sistema purinérgico € um importante alvo terapéutico para a
modulagdo farmacoldgica, pois esta envolvido em varias fungdes fisioldgicas,
incluindo regulagdo do sono, comportamento locomotor, memaria, cognicao,
neuroprotegao, dor e outros (Sawynok e Reid, 1997; Ralevic e Burnstock, 1998;
Dunwiddie e Masino, 2001; Blum, Hourez et al., 2003; Takahashi, Pamplona et
al., 2008). Purinas extracelulares como a adenosina, o difosfato de adenosina
(ADP), o trifosfato de adenosina (ATP), ou pirimidinas como o difosfato de
uracila (UDP) e o trifosfato de uracila (UTP) sdo importantes moléculas
sinalizadoras que medeiam diversos efeitos biolégicos via receptores de
superficie de membrana, chamados receptores para purinas (Para reviséo ver
Ralevic e Burnstock, 1998). Existem duas familias principais de receptores de

purinas, os receptores de adenosina (previamente chamados de receptores
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P1), e os receptores que reconhecem primariamente ATP, ADP, UTP e UDP

(receptores P2) (Para revisao ver Ralevic e Burnstock, 1998; Sawynok, 2007).
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Figura. 2. Biossintese da via purinérgica. Adaptado de Sawynok e Liu, 2003.
(ATP, trifosfato de adenosina; AMP, monofosfato de adenosina; AMPc,
adenosina monofosfato ciclico; A1, Aca, As € Az, receptores de adenosina;
GPCR, receptores acoplados a proteina G; G, proteina G; P4, Pax e Py,
receptores de purinas; PNP, purina nucleosideo fosforilase; XO, xantina
oxidase).

O sistema purinérgico tem como principal molécula precursora de varios
outros metabolitos o ATP (Fig. 3). No interior da célula, ATP pode ser
convertido em AMP bidirecionalmente através da adenilato quinase e ATPase.
AMP pode ser convertido em adenosina através da enzima intracelular 5-

nucleotidase e, em seguida, a adenosina pode ser transportada para o meio

extracelular através de transportadores bidirecionais de nucleosideos, podendo
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ativar receptores de adenosina em células adjacentes. O ATP pode também
sair para o meio extracelular, e ativar seus respectivos receptores do tipo P2.
Uma parte deste ATP pode gerar adenosina via ecto-nucleotidases, pelo
metabolismo de nucleotideos. Existe uma familia de ecto-nucleotidases, sendo
a ecto-5-nucleotidase a principal enzima responsavel em realizar estas reagoes
sob condigdes fisiologicas (Zimmermann et al., 1998; para revisao ver Sawynok
e Liu, 2003).

Adenosina ou o AMP também podem ser sintetizada a partir de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), que € gerado dentro da célula a partir
da ativacdao por GPCRs de superficie celular, com posterior conversao para a
AMP sob acdo da fosfodiesterase (Rosenberg e Li, 1995; Brundege e
Dunwiddie, 1997). Outra fonte de adenosina no interior da célula é de S-
adenosil-homocisteina, no entanto, esta via ndo esta intimamente relacionada
com o estado de energia da célula.

A conversao da adenosina para inosina, pode ocorrer nos meios intra e
extracelular. Intracelularmente a inosina é formada pela quebra da adenosina
pela adenosina desaminase. Duas enzimas que desaminam a adenosina foram
clonadas, sendo que ambas possuem atividade para quebrar a adenosina em
inosina, tanto intra como extracelularmente (Sala-Newby, Skladanowski et al.,
1999). No meio extracelular, a ecto-adenosina desaminase é responsavel pela
biossintese da inosina a partir da adenosina. A inosina metabolizada é
convertida em hipoxantinas pela agcao da purina nucleosideo fosforilase (PNP),
que posteriormente sdo convertidas em acido urico e peroxido hidrogénio
(H20) pela xantina oxidase (XO) (Para revisao ver (Hasko, Sitkovsky et al.,

2004).
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Intracelularmente, a concentragao intracelular de ATP €& 50 vezes mais
elevada do que a de AMP, e pequenas variagdes nas concentracbes ATP
podem resultar em um grande aumento na AMP. Desta forma, este sistema
representa um sensor muito sensivel a qualquer aumento do estresse

metabdlico (Latini e Pedata, 2001).

1.8 A INOSINA

A inosina, um metabdlito do sistema purinérgico, como ja visto, € um
nucleosideo enddégeno que ocorre apos a quebra da adenosina, tanto no meio
intra como no meio extracelular (Barankiewicz e Cohen, 1985; Mabley, Pacher
et al., 2003; Sawynok e Liu, 2003). Inicialmente acreditava-se que a inosina era
desprovida de efeitos biolégicos. Durante algumas décadas, pensou-se que a
inosina era apenas um metabdlito da adenosina, incapaz de exercer algum
efeito bioldgico. Estas conclusdes baseavam-se em experimentos, que além de
raros, utilizavam infimas doses do nucleosideo (Aviado, 1983). A inosina, como
a adenosina, € um potente vasodilatador coronario e pode impedir a
vasoconstricdo induzida pela noradrenalina (Juhasz-Nagy e Aviado, 1977). A
inosina exerce acgao direta sobre a artéria coronaria causando relaxamento
(Aviado, 1983), além de reduzir a resisténcia periférica total (Jones, Thomas et
al., 1977; Seesko e Zimmer, 1990).

Além dos efeitos cardiovasculares, a inosina também se mostrou
imunossupressora e neuroprotetora em modelos de inflamacéo in vivo, além de
estimular a produgdo da citocina antiinflamatéria IL-10 (Gomez e Sitkovsky,
2003). Também reduz a liberagédo de citocinas e atua inibindo a inflamacéao e

choque séptico (Hasko, Kuhel et al., 2000; Garcia Soriano, Liaudet et al., 2001;
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Liaudet, Mabley et al., 2001; Liaudet, Mabley et al., 2002; Mabley, Pacher et al.,
2003). Além do mais, foi observado que a inosina causa potente inibigdo da
liberacdo de citocinas inflamatérias e quimiocinas, exercendo efeitos
antiinflamatérios em quadros de choque endotéxico (Garcia Soriano, Liaudet et
al., 2001), choque séptico (Hasko, Kuhel et al., 2000) e inflamacéo severa de
pulmdo (Liaudet, Mabley et al., 2001; Liaudet, Mabley et al., 2002; Mabley,
Pacher et al., 2003). A inosina também exerce agao antiinflamatéria reduzindo
o numero de mondcitos e neutréfilos de humanos em testes in vitro, e
diminuindo a produgdo de TNF-o em resposta ao tratamento com
lipopolissacarideo (LPS) (Marton, Pacher et al., 2001).

Apesar da denominacdo de receptores de adenosina, a inosina é
considerada um ativador natural dos receptores de adenosina. Jin e
colaboradores em 1997 demonstraram que a inosina se liga a receptores Az de
adenosina em mastocitos, através de ensaios in vitro. No mesmo trabalho (Jin,
Shepherd et al., 1997), foi avaliado a ligagao da inosina em receptores A e Aza
de mastécitos, e ndo foram encontradas evidéncias de que estes receptores
sao ativados pela inosina. Entretanto, alguns estudos realizados
posteriormente demonstraram que antagonistas A; e A,a foram capazes de
reverter o efeito imunossupressor da inosina, enquanto que outro mostrou que
a inosina ativou os receptores Aza « A; € exerceu efeito imunossupressor
(Hasko et al., 2000; Gémez e Sitkovsky 2003). Estudos posteriores mostraram
gue em animais a inosina liga-se diretamente aos receptores A+, Aoa € Az. Além
disso, em humanos a inosina apresenta uma afinidade muito elevada pelos

receptores A; (Para revisao ver Hasko et al., 2004).
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1.9 OS RECEPTORES DE ADENOSINA

Os receptores de adenosina sao todos acoplados a proteina G, e séo
subdivididos em 4 subtipos, Ai, Asa, A € A3z de acordo com suas
caracteristicas moleculares, farmacoldgicas e bioquimicas (ver tabela 1)
(Ralevic e Burnstock, 1998; Ribeiro, Sebastiao et al., 2002; Sawynok e Liu,
2003). Os receptores destes quatro subtipos foram clonados e caracterizados
em uma variedade de espécies de mamiferos. Apds evidenciar que a
adenosina diminui o acumulo de AMPc em células do sistema nervoso central
(SNC), van Calker e colaboradores no final da década de 1970 descreveram os
receptores A1 e A,. Estes estudos mostraram que a adenosina e seus
derivados, inibiam via receptor A4 a atividade da adenilato ciclase em cultura de
células de cérebro de camundongos, enquanto que via receptores A, havia
uma estimulagéo da adenilato ciclase (Van Calker, Muller et al., 1978; , 1979).
van Calker publicou ainda em 1979, que os efeitos da adenosina eram
antagonizados por metilxantinas (familia na qual se encontra a cafeina) e a
ordem de poténcia desses antagonistas era diferente entre estes dois
receptores.

Londos e colaboradores obtiveram conclusées similares um ano mais
tarde, entretanto, este grupo utilizou prepara¢gdes de membrana de adipécitos
de ratos, hepatécitos e células de Leydig tumorais (Londos, Cooper et al.,
1980). Mais tarde, os receptores A, foram subdivididos em 2 subtipos, Az €
Azg. A sugestao de divisao foi originalmente proposta pela descoberta de que a
estimulacado da adenilato ciclase mediada por adenosina em cérebro de ratos
era afetada por alta afinidade de ligagdo a alguns sitios como membranas

estriatais, e ligagdes de baixa afinidade em outros sitios presentes em todo o
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encéfalo (Daly, Butts-Lamb et al., 1983). Posteriormente esta divisdo se
confirmou por estudos em humanos e por clonagem do sequenciamento
genético destes receptores.

As acdes periféricas da adenosina sobre mecanismos nociceptivos sao
dependentes do subtipo de receptor ativado. Assim, a administracédo local de
agonistas A em roedores induz antinocicepgao, enquanto que a administragéo
de agonistas A, produz nocicepgao quando injetado localmente. Além disso, o
receptor A; quando ativado em nivel periférico também produz efeitos
algogénicos. Espinhalmente a ativacdo dos receptores de adenosina e seus
efeitos € muito mais complexa, pois em muitos casos 0 mesmo receptor
apresenta efeitos distintos de acordo com o modelo de nocicepgao utilizado.
Assim, enquanto esta bem estabelecido que a ativagao do receptor A4 produz
antinocicepgdo em nivel espinhal, os receptores A, s&do alvo de muita
controvérsia, pois muitos trabalhos demonstram que o receptor A, pode ter
efeito antinociceptivo quando ativado, enquanto que outros autores
demonstram que a ativagao deste receptor leva a nocicepgéo (Sawynok, 1998;

Lee e Yaksh, 1996; Karlsten e Gordh, 1995; Karlsten, Gordh et al, 1992).
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Tabela 1. Transdugdes intracelulares, agonistas e antagonistas dos receptores
de adenosina.

Receptores
A Aoa Aog Az
Adenosina ~70 ~150 ~5100 ~6500
(CEsp, NM)
ProteinaG Gie G, Gse G Gs e Gq Gie G,
Transducéao
Adenilato ! 1 1 !
Ciclase (AC)
Canais de ! T(ou |)
ca*
PLC ) ) )
Outros 1K, PKA T1P3, 11P3,DAG, PKC,PLD
PLA,, MAPK
PLD
Agonistas CHA, CGS21680, DPMA NECA, IB-MECA
CPA, DPMA
R-PIA
Antagonistas 8-PT, ZM241385,SCH58261 Aloxazina, MRS1191,MRS1523
CPX, MRS1754
CPT,
DPCPX

Adaptado de Ralevic e Burnstock, 1998; Sawynok e Liu, 2003; Jacobson e
Guao, 2006.
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2. JUSTIFICATIVA

Apoés estas informacgdes, a proposta deste trabalho torna-se interessante
e inovadora por trés pontos principais. Primeiramente, como visto, com a
excecao dos sistemas cardiovascular e imune, pouco se tem estudado e
analisado as fungdes e efeitos da inosina, havendo assim uma grande lacuna
de pesquisa e perspectivas. Segundo, avaliar a capacidade da inosina em
produzir antinocicepgdo em modelos animais de dor aguda, sendo que a
literatura apresenta apenas a adenosina ou analogos de adenosina como
potenciais terapéuticos da dor. E terceiro, avaliar a capacidade de a inosina
ativar diretamente os receptores de adenosina em modelos de nocicepcao, e

especificar quais receptores sistémica e perifericamente.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antinociceptiva da inosina através de estudos
farmacolégicos in vivo, utilizando diferentes protocolos experimentais em

camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade antinociceptiva da inosina, administrada sistémica,
central e perifericamente em modelos de nocicep¢ao induzida por &acido

acético, formalina e glutamato.

Avaliar o envolvimento da proteina Gj, sensivel a toxina Pertussis e das

fibras C sensiveis a capsaicina na acao antinociceptiva da inosina.

Avaliar o envolvimento dos receptores Ai, Aoa € Az nha acao

antinociceptiva da inosina em nivel sistémico.

Avaliar o envolvimento dos receptores A1 e Aza na acao antinociceptiva

da inosina em nivel periférico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos
Swiss de ambos os sexos (25 a 35 g) obtidos do Biotério Central da UFSC,
mantidos em temperatura controlada de 22 + 2 °C, em ciclo de 12h claro e 12h
escuro (luzes acesas as 6:00h) e com agua e ragédo ad libitum. Os animais
foram distribuidos homogeneamente entre os grupos e mantidos no laboratério
para aclimatacgao por pelo menos 1 hora antes da realizagado dos experimentos,
sendo que os experimentos descritos foram realizados de acordo com as
normas éticas para o estudo de dor em animais de laboratério (Zimmermann,
1983). O numero de animais utilizados e os estimulos empregados foram os
minimos necessarios para demonstrar os efeitos dos tratamentos. Além disso,
todos os procedimentos experimentais realizados foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de

Santa Catarina (UFSC) (protocolo 23080.005145/2003-19).

4.2 DROGAS E REAGENTES

As seguintes substancias foram utilizadas: acido acético e formalina
(Merck, Darmstadt, Alemanha), cloreto de sédio (Vetec; Rio de Janeiro, Brasil);
inosina, adenosina, capsaicina, toxina Pertussis, hidrocloridrato de acido L-
glutamico, N®-ciclohexiladenosina (CHA), 8-fenilteofilina (8-PT), aloxazina

(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) e sulfato de morfina (Cristalia Ind. S&o
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Paulo, Brasil) foram dissolvidos em salina. N°[2-(3,5-Dimetoxifenil)-
2(metilfenil)etiladenosina (DPMA) (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) e 4-(2-
[7-amino-2-1,2,4}triazol-triazin-5il-aminoetil)-fenol (ZM 241385) (Tocris Cookson
Inc., Ellisville, EUA) foram dissolvidos em solugao salina (0,9%) com 5% de
DMSO. A concentragdo final de DMSO ndo excedeu 5% e ndo causou

qualquer efeito ‘per se’.

4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.3.1 Nocicepgéao induzida pelo acido acético

Inicialmente foi verificado o efeito da inosina no teste das contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético. Este teste é descrito como um modelo
tipico de nocicepcao inflamatéria visceral e permite avaliar a atividade
antinociceptiva de substancias que atuam tanto em nivel central quanto periférico
(Appleton, Dickenson et al., 1997; Le Bars, Gozariu et al., 2001). A resposta
nociceptiva foi induzida pela injecao intraperitoneal de acido acético (0,6%)
diluido em solugéo salina (NaCl 0,9%). As contor¢des abdominais consistem na
contragdo da musculatura abdominal juntamente com a extensdo de uma das
patas posteriores (Santos, Miguel et al., 1999; Le Bars, Gozariu et al., 2001), de
acordo com o método citado descrito anteriormente (Koster, Anderson et al,
1959). Grupos de animais foram pré—tratados com inosina pela via intraperitoneal
(i.p.) (0,1-100 mg/kg) ou pela via oral (v.0.) (10-300 mg/kg), 30 ou 60 min antes
da realizacdo dos experimentos, respectivamente. Os grupos controles foram
tratados com solugéo salina (10 mL/kg). Apds a injecao do acido acético, os

camundongos foram colocados individualmente em funis de vidro e o numero de
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contorgdes abdominais foi cumulativamente quantificado durante um periodo de
20 min. A atividade antinociceptiva foi determinada pela inibicdo do numero das
contorgdes abdominais observadas nos animais pré-tratados sistemicamente (i.p.
Ou v.0.) com inosina.

Em outra série de experimentos foi avaliada a duracdo do efeito
antinociceptivo da inosina. Para este fim, os animais receberam inosina (10
mg/kg, i.p.) e (100 mg/kg, v.0.). Transcorrido o tempo de 0,5, 1, 2, 4, 8 ou 12 h
apos a administragdo (i.p.) e 1, 2, 4, 6 ou 8 h apds a administracdo (v.0.),
divididos em grupos independentes, os animais receberam injecdo de acido
acético (0,6%) e o numero de contor¢des abdominais foi avaliada conforme

descrito anteriormente.

4.3.2 Avaliagdo da atividade antinociceptiva da adenosina

O efeito da adenosina foi avaliado no modelo de nocicepcao induzida
por acido acético (0,6%). A adenosina (1-100 mg/kg, i.p.) foi administrada aos
animais e decorridos 30 min foi injetado intraperitonealmente acido acético,
imediatamente apds foi avaliado o numero de contor¢gdes abdominais. Desta
forma, obteve-se a Dlsg da adenosina, que péde ser comparada com a Dlsg da

inosina.

4.3.3 Avaliacao da atividade central

4.3.3.1 Efeito espinhal

Para avaliar a hipétese dos receptores espinhais de adenosina estarem

envolvidos na antinocicep¢do causada pela inosina, o nucleosideo foi
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administrado pela via intratecal (0,01-10 pg/sitio), 15 min antes da indugéo da
nocicepgao causada pela injecdo de acido acético (0,6%) conforme
procedimento previamente descrito por Koster e colaboradores (1959). Os
animais receberam uma injeg¢ao i.t. com um volume de 5 pL de inosina ou
veiculo. As inje¢des foram aplicadas conforme método descrito por (Hylden e
Wilcox, 1980). Os animais foram contidos manualmente, e uma agulha injetora
conectada por uma canula de polipropileno a uma microsseringa de 25 pL foi
inserida através da pele e entre as vértebras L5 e L6 no espaco subdural. As

injecoes foram aplicadas durante um periodo de 5 s aproximadamente.

4.3.3.2 Efeito supraespinhal

Para avaliar a hipotese do efeito antinociceptivo supraespinhal da
inosina, o nucleosideo foi administrado pela via intracerebroventricular (0,1-10
Mg/sitio), 15 min antes da indugao da nocicepgao por acido acético (0,6%).

A administracdo de 5 pL de inosina ou veiculo por via i.c.v. foi realizada
em camundongos levemente anestesiados com éter, através da insergéo da
agulha injetora conectada por uma cénula de polipropileno em uma
microsseringa de 25 uL diretamente no ventriculo lateral esquerdo, com a
fissura bregma como referéncia (1 mm lateral e 1 mm posterior ao bregma e 3
mm de profundidade)(Laursen e Belknap, 1986). Apos o experimento, para
validac&o do resultado, o animal foi sacrificado e entédo verificado o local exato
em que a injecéo foi aplicada. Assim, os resultados comportamentais obtidos

de animais que sofreram a injegdo em locais indevidos foram descartados.
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4.3.4 Nocicepgao induzida pela formalina

Para confirmacéo e melhor compreensao do efeito antinociceptivo da
inosina, foi utilizado o teste de nocicepg¢ao induzida pela injecdo i.pl. de
formalina. Esse € um modelo que permite avaliar dois tipos distintos de
nocicepgao: a de origem neurogénica (estimulacdo direta dos neurbnios
nociceptivos) e a de origem inflamatoria (caracterizada pela liberagdo de
mediadores inflamatorios) (Hunskaar e Hole, 1987; Tjolsen, Berge et al., 1992).
O procedimento utilizado foi semelhante ao previamente descrito por (Santos e
Calixto, 1997; Santos, Miguel et al., 1999). Os animais receberam 20 uL de
formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) na regido intraplantar da pata
posterior direita. Apos a injegao de formalina os animais foram colocados em
funis de vidro individuais em frente a espelhos e observados durante 0-5 min
(primeira fase) e 15-30 min (segunda fase) apds a injecdo de formalina. O
tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada
com formalina foi cronometrado, sendo esse tempo considerado como
indicativo de nocicepgdo. Os animais foram tratados com inosina pela via i.p.
(0,1-100 mg/kg) 30 min antes da realizagdo dos experimentos. Os grupos

controles foram tratados com solug&o salina (10 mL/kg).

4.3.5 Nocicepgéao induzida pelo glutamato

Este modelo se presta ao estudo de farmacos que atuam sobre o
sistema glutamatérgico (Beirith, Santos et al, 2002). Este sistema
neurotransmissor ¢ um dos mais importantes sistemas envolvidos na
modulagao da nocicepcao e da antinocicepcao tanto em nivel periférico quanto

central (Santos, Miguel et al., 1999; Fundytus, 2001; Riedel e Neeck, 2001).
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Além disso, a injecdo i.pl. de glutamato induz a estimulagdo direta dos
neurdnios nociceptivos, causando assim a liberacdo de varios mediadores
inflamatorios e neuropeptideos também envolvidos na transmissao nociceptiva
(Beirith, Santos et al., 2003).

Sendo assim, esse teste foi empregado com o objetivo de analisar um
possivel efeito antinociceptivo da inosina na nocicepgao induzida pelo
glutamato. Os animais foram pré-tratados com a inosina pela via i.p. (0,01-10
mg/kg, 30 min antes), os grupos controles foram tratados com solugéo salina (10
ml/kg). Apds 30 min, os animais receberam 20 uL de solugdo de glutamato
neutro (10 umol/pata) na regido intraplantar da pata posterior direita e
imediatamente apods foram colocados individualmente em funis de vidro.
Durante os 15 min subsequentes, foi cronometrado o tempo que o animal
permaneceu lambendo e/ou mordendo a pata injetada com glutamato, tempo
este que foi considerado como indicativo de nocicepgao (Beirith, Santos et al.,

2002).

4.3.6 Avaliagao da atividade periférica

Em virtude das muitas contradi¢cdes e discussdes acerca da localizacao
e funcdo dos receptores de adenosina na modulagdo da nocicepcao, foi
avaliada a participacdo dos receptores periféricos de adenosina na
antinocicepg¢ao causada pela inosina. Assim, o nucleosideo (1-100 ug/sitio) foi
co-administrado com glutamato neutro (10 umol/sitio, pH 7), sendo o volume
total injetado igual a 20 pyL na regido intraplantar da pata posterior direita.
Imediatamente apds, os animais foram observados durante 15 min, e o tempo

que os animais despenderam lambendo e/ou mordendo a pata foi considerado



26

como resposta nociceptiva. Estes grupos foram comparados com o grupo
controle, que recebeu apenas glutamato neutro (10 pymol/sitio, pH 7) na regido

intraplantar da pata posterior direita num volume de 20 pL.

4.3.7 Envolvimento das fibras C sensiveis a capsaicina

Com a finalidade de verificar a participacdo dos neurdnios sensoriais
sensiveis a capsaicina (fiboras C e Ad) na agao antinociceptiva da inosina,
grupos de animais foram pré-tratados no segundo dia de vida com capsaicina
(50 mg/kg, s.c.) com o objetivo de induzir uma degeneragéao irreversivel dos
neurdnios aferentes primarios de pequeno didmetro, especialmente das fibras
C (Holzer, 1991; Beirith, Santos et al., 2003). Outro grupo de animais recebeu
também no 2° dia de vida, pela mesma via, 0 mesmo volume do veiculo usado
para dissolver a capsaicina (10% etanol, 10% tween 80 e 80% salina). Para a
confirmagéo do sucesso do tratamento neonatal com capsaicina foi avaliado o
numero de respostas oculares (piscadas) que o animal realizou apos a
aplicagédo topica de solugdo de capsaicina (10 pg/ml), sendo considerado
positivo o tratamento quando o numero de piscadas foi inferior a 5, de acordo
com o método anteriormente descrito (Hammond e Ruda, 1991; Ikeda, Ueno et
al., 2001). Dois meses apos o tratamento com capsaicina, avaliou-se a agéao

antinociceptiva da inosina frente a nocicepcao causada pelo acido acético.

4.3.8 Envolvimento da proteina Gj, sensivel a toxina pertussis

Com o objetivo de evidenciar a participagado da proteina Gy, sensivel a

toxina Pertussis, substancia capaz de causar uma ribosilagdo da subunidade
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catalitica da proteina Gj,, na agao antinociceptiva da inosina, grupos de
animais foram preé-tratados com toxina Pertussis (1 ug/sitio, i.t.) ou com salina
(5 ul/sitio, i.t.). Transcorridos 7 dias do pré-tratamento, os animais receberam
inosina (10 mg/kg, i.p.), morfina (2,5 mg/kg, s.c.) ou veiculo (10 mL/kg, i.p.) de
acordo com o método anteriormente descrito (Santos, De Campos et al., 1999).
Apo6s 30 min de tratamento dos animais com as diferentes substéncias, a
resposta nociceptiva foi analisada em relagao a nocicepg¢ao causada pelo acido

acético.

4.3.9 Avaliagao da atividade locomotora: Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto foi usado para excluir a possibilidade de que a
acao antinociceptiva da inosina poderia estar relacionada com efeitos
inespecificos, tanto em nivel central quanto periférico, sobre a atividade
locomotora dos animais. O comportamento dos animais foi verificado conforme
descrito previamente por (Rodrigues, Da Silva et al., 2002). O aparato consiste
em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm. O assoalho da arena é
divido em 12 quadrados iguais, € 0 numero de cruzamentos com todas as
patas (crossing), foi contado cumulativamente durante 6 min. Além disso, foi
verificado também possiveis efeitos colaterais visiveis que podem ocorrer,
como tremores, piloerecdo, convulsdes, perda de ténus entre outros. Os
animais foram tratados com inosina (1 - 100 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg,

i.p.) 30 min antes da realizagao do experimento.

ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO
De acordo com os resultados obtidos nos modelos de nocicepcao

anteriormente descritos, a etapa subsequente deste trabalho foi analisar alguns
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dos mecanismos que poderiam estar envolvidos no efeito antinociceptivo da
inosina. Desta forma, e em virtude dos receptores de adenosina possuirem
diferentes localizagdes, mecanismos de transdugbes de sinais e
consequentemente diferentes efeitos (Jacobson e Gao, 2006; Sawynok, 2007),
este trabalho analisou os mecanismos antinociceptivos da inosina nos niveis
sistémico e periférico. Para este fim, foi utilizado o modelo de nocicepgao
induzida pelo acido acético para analise do mecanismo sistémico, sendo que a
dose da inosina utilizada para verificar a possivel reversao causada por
antagonistas foi de 10 mg/kg, administrada pela via i.p., 30 min antes da
realizacdo dos experimentos. Para analisar o mecanismo antinociceptivo
periférico da inosina, foi utilizado o modelo de nocicepcdo induzida por
glutamato via i.pl., sendo o glutamato (10 pmol/sitio, tamponado) co-
administrado com a inosina. Foi utilizada a dose de 100 ug/sitio da inosina para
verificar a possivel reversdao causada por antagonistas dos receptores de
adenosina.

As doses dos farmacos utilizados foram selecionadas com base em
dados da literatura (Keddie, Poucher et al., 1996; Zarrindast, Matinrokh et al.,
2003; Kaster, Rosa et al., 2004) ou entdo baseadas em resultados prévios do

laboratorio.

MECANISMO SISTEMICO
Os experimentos foram realizados seguindo o esquema ilustrado na

figura 4:
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RECEPTOR AVALIADO

VEiCULO

ANTAGONISTA SELETIVO

INOSINA OU AGONISTA
SELETIVO

30 MIN

ACIDO ACETICO

Figura 3. Esquema de tratamento dos animais na realizagdo dos experimentos
de mecanismo de acao utilizando o modelo de nocicepc¢éao induzida pelo acido
acético.

Desta forma, foram realizados os seguintes experimentos:

4.3.10 Envolvimento do receptor A4

Com o objetivo de evidenciar a participagao do receptor A de adenosina
na agao antinociceptiva da inosina, os animais foram pré-tratados com 8-PT
(antagonista seletivo do receptor A4, 3 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.), 20
min antes da administragao de inosina (10 mg/kg, i.p.), CHA (agonista seletivo
do receptor A4, 0,5 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.). Apés 30 min do
tratamento dos animais com inosina, CHA ou veiculo, a resposta nociceptiva foi

analisada em relacéo a nocicepc¢ao induzida por acido acético.
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4.3.11 Envolvimento do receptor Aga

Com o objetivo de evidenciar a participagdo do receptor Aza de
adenosina na agao antinociceptiva da inosina, os animais foram pré-tratados
com ZM-241385 (antagonista seletivo do receptor Aza, 3 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(10 ml/kg, i.p.) 20 min antes da administragdo de inosina (10 mg/kg, i.p.),
DPMA (agonista misto dos receptores A; (Aoa € Azg), 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(10 mL/kg, i.p.). Apdés 30 min do tratamento dos animais com inosina, DPMA ou
veiculo, a resposta nociceptiva foi analisada em relagcdo a nocicepc¢ao induzida

por acido acético.

4.3.12 Envolvimento do receptor Azg

Com o objetivo de evidenciar a participagdo do receptor Azz de
adenosina na acao antinociceptiva da inosina, os animais foram pré-tratados
com aloxazina (antagonista seletivo do receptor Az, 0,1 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(10 ml/kg, i.p.) 20 min antes da administracdo de inosina (10 mg/kg, i.p.),
DPMA (agonista misto dos receptores A, (Aoa € Azg), 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(10 ml/kg, i.p.). Apos 30 min do tratamento dos animais com inosina, DPMA ou
veiculo, a resposta nociceptiva foi analisada em relagdo a nocicepc¢ao induzida

por acido acético.

MECANISMO PERIFERICO
Os experimentos foram realizados seguindo o esquema ilustrado na

figura 5:
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RECEPTOR AVALIADO

ANTAGONISTA SELETIVO VEicULO

INOSINA OU AGONISTA
SELETIVO + GLUTAMATO

Figura 4. Esquema de tratamento dos animais na realizagdo dos experimentos
de mecanismo de agao utilizando o modelo de nocicepg¢do induzida pelo
glutamato.

4.3.13 Envolvimento do receptor A4

Com o objetivo de evidenciar perifericamente a participagao do receptor
A; de adenosina na acdo antinociceptiva da inosina, os animais foram pré-
tratados com 8-PT (antagonista seletivo do receptor A4, 1 pg/sitio, i.pl.) ou
veiculo (10 pl/sitio, i.pl.). Apés 5 min os animais receberam inosina (100
pg/sitio, i.pl.) co-administrada com glutamato (10 umol/sitio) ou CHA (agonista
seletivo receptor Aq, 10 ug/sitio, i.pl.) co-administrado com glutamato (10
pmol/sitio) ou veiculo (10 ul/sitio, i.pl.). O volume total injetado na pata do
animal correspondeu a 20 pyL (10 yL + 10 yL). Imediatamente apds as co-
administragcdes, os animais foram colocados sob funis de vidro para
observacao, e o tempo que o animal passou lambendo e/ou mordendo a pata

foi considerado como resposta nociceptiva.
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4.3.14 Envolvimento do receptor Aga

Com o objetivo de evidenciar perifericamente a participagao do receptor
Az de adenosina na acgdo antinociceptiva da inosina, os animais foram pré-
tratados com ZM241385 (antagonista seletivo do receptor Aza, 15 pg/sitio, i.pl.)
ou veiculo (10 pL/sitio, i.pl.). Apés 5 min, os animais receberam inosina (100
Mg/sitio, i.pl.) co-administrada com glutamato (10 pmol/sitio) ou DPMA
(agonista misto dos receptores A, (Aza € Azg), 10 pg/sitio, i.pl.) co-administrado
com glutamato (10 pmol/sitio) ou veiculo (10 pL/sitio, i.pl.). O volume total
injetado na pata do animal correspondeu a 20 pyL (10 pL + 10 pL).
Imediatamente apds as co-administragdes, os animais foram colocados sob
funis de vidro para observagao, e o tempo que o animal passou lambendo e/ou

mordendo a pata foi considerado como resposta nociceptiva.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrao da média
(E.P.M.), exceto os valores de Dlsy (doses de inosina e adenosina que
reduziram as respostas nociceptivas em 50% em relagdo ao grupo controle),
que estdo apresentadas como meédias geométricas acompanhadas de seus
respectivos limites de confianga em nivel de 95%. As analises estatisticas entre
0s grupos experimentais foram realizadas por meio de analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida pelo teste de Newman Keuls quando
necessario. Valores de p menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados como

indicativos de significancia. Os valores de Dlso foram obtidos através do método
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de regressao linear utilizando-se o software Graph Pad Prism (2005, San

Diego, CA) versao 4.03.
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5. RESULTADOS

5.1 Nocicepg¢ao induzida pelo acido acético

Os resultados apresentados nas figuras 6A e 6B mostram que a inosina,
administrada tanto por via i.p. quanto por v.o., respectivamente, produziu uma
inibicdo significativa e dependente da dose do numero das contor¢des
abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos, com valores de
DI50 (e seus respectivos limites de confianga de 95%) de 2,0 (0,6-6,0) e 140
(106 -164) mg/kg e inibicbes de 86 + 6 e 69 + 5%, respectivamente. Desta
forma, a inosina foi aproximadamente 70 vezes mais potente quando
administrada pela via intraperitoneal, em inibir a nocicepg¢ao induzida pelo acido
acético, do que quando administrada pela via oral. Além disso, os resultados
apresentados na figura 6 C mostram que a resposta antinociceptiva da inosina
foi maxima 0,5 h apds sua administragdo pela via i.p., sendo gradativamente
reduzida, contudo, se manteve significativa por até 6 h apos sua administracéo.
Quando a administracéo foi pela via oral, a inosina teve seu pico maximo de
acao antinociceptiva em torno de 1 h apds o tratamento, se mantendo até a

segunda hora apds a sua administragao (Fig. 6D).
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Figura 5. Efeito antinociceptivo e tempo-dependente da inosina (i.p. e v.0.) no
modelo de nocicepgao do acido acético. Efeito antinociceptivo da inosina (0,1-
300 mg/kg) administrada pela via i.p. (A) ou v.o. (B) na nocicepg¢ao induzida
pelo acido acético (0,6%) em camundongos. Efeito antinociceptivo tempo-
dependente da inosina administrada pela via i.p. (10 mg/kg) (C) e v.o (100
mg/kg) (D). Cada grupo representa a média de 6-12 animais e as barras
verticais indicam os E.P.M. *P<0,05; **P<0,01; **P<0,001 difere
significativamente do grupo controle (C ou veiculo).
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5.2 Efeito da adenosina na nocicepcéo induzida pelo acido acético

Os resultados apresentados na figura 7, mostram que a adenosina
administrada pela via i.p. (1-100 mg/kg) causou reducao de forma dependente da
dose das contor¢des abdominais induzida pelo acido acético. O valor de Dls foi
de 25 (15,6 - 33,3) e inibicdo de 91 + 12%. No entanto, pode se observar que a
inosina (Fig. 1A) foi cerca de 12 vezes mais potente em inibir a nocicepgéao

causada pelo acido acético em comparagdo com a adenosina.
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Figura 6. Efeito antinociceptivo da adenosina (i.p.) no modelo de nocicepg¢ao
induzida por acido acético. Efeito antinociceptivo da adenosina (1-100 mg/kg)
administrada pela via i.p. em relagdo a nocicepgao induzida pela inje¢ao i.p. de
acido aceético (0,6%). Cada grupo representa a média de 6-10 animais e as
barras verticais indicam os E.P.M. ***P<0,001 difere significativamente do
grupo controle (C).
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5.3 Efeito central da inosina na nocicepc¢éao induzida pelo acido acético

Os resultados apresentados na Fig. 8 (A e B) mostram que a inosina,
administrada tanto pela via i.t. quanto pela via i.c.v. produziu uma inibigao
significativa e dependente da dose do numero das contor¢oes abdominais
induzidas pelo acido acético em camundongos, com valores de Dlsy (e seus
respectivos limites de confianga de 95%) de 4,2 (3,5 - 5,0) e 0,3 (0,2-0,4)

Mg/sitio e inibicbes de 72 £ 5 e 56 + 6%, respectivamente.
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Figura 7. Efeito antinociceptivo da inosina (i.t. € i.c.v.) no modelo de nocicepgao
induzida por acido acético. A inosina (0,01-10 mg/kg) foi administrada pelas
vias i.t. ou i.c.v. na nocicepc¢ao induzida pelo acido acético (0,6%). Cada grupo
representa a média de 8-10 animais e as barras verticais indicam os E.P.M.
***P<0,001 difere significativamente do grupo controle (C).
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5.4 Nocicepcgéo induzida pela formalina

A figura 9 (A e B) demonstra que a inosina (0,1-100 mg/kg, i.p.) inibiu de
maneira significativa e dependente da dose apenas a nocicepg¢ao de origem
inflamatéria (fase 1) e ndo exerceu nenhum efeito significativo sobre a
nocicepg¢ao de origem neurogénica (fase 1). O valor de Dlsy para a nocicepgao

inflamatoria foi de 6,4 (5,4 - 7,5) mg/kg e inibicao de 96+2%.
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Figura 8. Efeito antinociceptivo da inosina (i.p.) no modelo de nocicepgao
induzida por formalina. Efeito antinociceptivo da inosina (0,1-100 mg/kg)
administrada pela via i.p. em relagdo a primeira (A) e segunda (B) fase da
nocicepg¢ao induzida pela formalina (2,5%). Cada grupo representa a média de
8-10 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. ***P<0,001 difere
significativamente dos grupos controles (C).
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5.5 Nocicepgao induzida pelo glutamato

Os resultados apresentados na figura 10 mostram que a injecédo de
glutamato (i.pl.) causou uma pronunciada nocicep¢do. A inosina quando
administrada pela via i.p., causou uma inibigao significativa e dependente da
dose da nocicepgao induzida pela injec&o i.pl. de glutamato, com Dlsy de 0,60

(0,4 - 0,9) mg/kg e inibicdo de 69 + 5%.
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Figura 9. Efeito antinociceptivo da inosina (i.p.) no modelo de nocicepgao
induzida por glutamato. Efeito antinociceptivo da inosina (0,01-10 mg/kg)
administrada pela via i.p. em relagédo a nocicepg¢ao induzida pela inje¢ao i.pl. de
glutamato (10 umol/i.pl.). Cada grupo representa a média de 6-10 animais e as
barras verticais indicam os E.P.M. **P<0,01 e ***P<0,001 difere
significativamente do grupo controle (C).
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5.6 Efeito periférico da inosina na nocicepgao induzida pelo glutamato

Os resultados apresentados na figura 11 mostram que a injegao i.pl. de
glutamato causou pronunciada nocicepgdo nos animais. A inosina, quando co-
administrada com o glutamato neutro pela via i.pl., causou uma inibigdo
significativa e dependente da dose da nocicepg¢ao induzida pela injecéo i.pl. de

glutamato. O valor de Dls, foi de 12,4 (6,9 - 18,3) pg/sitio e inibicdo de 56 + 7%.
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Figura 10. Efeito antinociceptivo periférico da inosina (i.pl.) no modelo de
nocicepg¢ao induzida por glutamato. Efeito antinociceptivo da inosina (1-100
pg/sitio, i.pl.) co-administrada com glutamato tamponado (10 umol/i.pl.) pela via
i.pl. em relagcdo a nocicepg¢ao induzida pela injecdo i.pl. de glutamato (10
umol/i.pl.). Cada grupo representa a média de 6-10 animais e as barras
verticais indicam os E.P.M. ***P<0,001 difere significativamente do grupo
controle (C).
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5.7 Envolvimento das fibras-C sensiveis a capsaicina

O tratamento neonatal dos animais com capsaicina (50 mg/kg, s.c.), é
capaz de produzir uma degeneragao da maior parte das fibras sensoriais (C e
AJ). O sucesso do tratamento neonatal com capsaicina foi confirmado por uma
significativa redugdo do numero de respostas oculares (piscadas) apds a
aplicacao tépica de solugao de capsaicina (10 ug/ml).

O tratamento com capsaicina produziu parcial, mas significante inibicdo
da nocicepgao produzida pelo acido acético. Além disso, o pré-tratamento com
capsaicina, reverteu o efeito antinociceptivo da inosina (10 mg/kg, i.p.) quando

comparado com o grupo tratado com salina no periodo neonatal (Fig. 12).
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Figura 11. Influéncia do pré-tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/kg,
i.p.), sobre o efeito antinociceptivo da inosina (10 mg/kg, i.p.) no modelo de
nocicepg¢ao induzida por acido acético (0,6%). Cada grupo representa a média
de 8-12 animais e as barras verticais indicam os E.P.M.*** P < 0,001 difere
significativamente do grupo controle (veiculo/salina) e #P< 0,05 difere
significativamente do grupo controle (veiculo/inosina).
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5.8 Envolvimento da proteina G, sensivel a toxina Pertussis

O pré-tratamento dos animais com toxina pertussis (1 pg/it., 7 dias
antes), o qual €& capaz de produzir uma inativacdo da proteina Gj, né&o
promoveu nenhuma alteragdo significativa na resposta dos animais que
receberam injecdo i.p. de acido acético. Todavia, causou significativa reversao
dos efeitos antinociceptivos causados pela inosina (10 mg/kg, i.p.) e pela

morfina (2,5 mg/kg, s.c.) no modelo do acido acético (Fig. 13).
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Figura 12 : Influéncia do pré-tratamento com toxina Pertussis sobre o efeito
antinociceptivo da inosina no modelo do acido acético. Os animais receberam
toxina Pertussis (1 pg, i.t/sitio) ou veiculo (5uL, i.t.) e avaliou-se a influéncia
deste pré-tratamento sobre o efeito antinociceptivo da inosina (10 mg/kg, i.p.)
em relacdo a nocicepgao induzida pelo acido acético (0,6%). Cada grupo
representa a média de 6-10 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. *P
< 0,05; *** P < 0,001 difere significativamente dos grupos controle (veiculo e
toxina Pertussis) e # P <0,05 difere significativamente dos grupos dos animais
tratados apenas com inosina e morfina.
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5.9 Avaliagéo da atividade locomotora: Teste do Campo Aberto

O tratamento dos animais com inosina (1-100 mg/kg, i.p.), doses nas
quais apresentaram significativo efeito antinociceptivo nos modelos de
nocicepgao quimica anteriormente mostrados, ndo promoveu mudancgas
significativas sobre a atividade locomotora dos animais quando comparado

com o grupo controle, avaliados no teste do campo-aberto.
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Figura 13. Influéncia da inosina (i.p.) sobre a atividade locomotora no modelo
do campo aberto. Efeito do tratamento dos animais com inosina (1-100 mg/kg,
i.p.) sobre a atividade locomotora de camundongos no teste do campo aberto.
Cada grupo representa a média de 6-8 animais.
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ESTUDO DO MECANISMO DE AGAO

MECANISMO SISTEMICO

5.10 Envolvimento sistémico do receptor A

A figura 15 apresenta resultados que mostram o envolvimento do
receptor Ay na antinocicepcdo causada pela inosina no modelo do acido
acético. Primeiramente € possivel observar que o 8-PT (antagonista seletivo do
receptor A1) ndo causou nenhum efeito ‘per se’. Além disso, a inosina e o CHA
(agonista seletivo do receptor A4) causaram significativa antinocicepgao.
Posteriormente, o pré-tratamento dos animais com 8-PT foi capaz de reverter

de maneira significativa a antinocicepg¢ao causada pelo CHA e pela inosina.
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Figura 14. Influéncia do pré-tratamento com 8-PT sobre o efeito antinociceptivo
da inosina (i.p.) no modelo do acido acético. Influéncia do pré-tratamento dos
camundongos com 8-PT (3 mg/kg, i.p., antagonista do receptor A;) sobre o
efeito antinociceptivo do CHA (0,5 mg/kg, i.p., agonista do receptor A;) e da
inosina (10 mg/kg, i.p.) na nocicepgao induzida por acido acético (0,6%). Cada
grupo representa a média de 8-10 animais e as barras verticais indicam os
E.P.M. *** P<0,01 difere significativamente do grupo controle #P<0,01 difere
significativamente dos grupos dos animais tratados com inosina e CHA.
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5.11 Envolvimento sistémico do receptor Aza

A figura 16 apresenta resultados que mostram o envolvimento do
receptor Aza na antinocicepgdo causada pela inosina no modelo do acido
acético. Primeiramente € possivel observar que o ZM-241385 (antagonista
seletivo do receptor Aza) ndo causou nenhum efeito ‘per se’. Além disso, a
inosina e o DPMA (agonista misto dos receptores A, (Aoa € Azg)) causaram
significativa antinocicepgao. Posteriormente, o pré-tratamento dos animais com
ZM241385 foi capaz de reverter totalmente a antinocicep¢cdo causada pelo

DPMA e parcialmente a antinocicepgéo causada pela inosina.
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Figura 15. Influéncia do pré-tratamento com ZM241385 sobre o efeito
antinociceptivo da inosina (i.p.) no modelo do acido acético. Influéncia do pré-
tratamento dos camundongos com ZM241385 (3 mg/kg, i.p., antagonista do
receptor Aza) sobre o efeito antinociceptivo do DPMA (1 mg/kg, i.p., agonista
nao-especifico do receptor Az) e da inosina (10 mg/kg, i.p.) na nocicepgao
induzida por acido acético (0,6%). Cada grupo representa a meédia de 6-10
animais e as barras verticais indicam os E.P.M. *** P<0,001 difere
significativamente do grupo controle #P<0,05 difere significativamente dos
grupos dos animais tratados com inosina e DPMA.
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5.12 Envolvimento sistémico do receptor Az

A figura 17 apresenta resultados que mostram o envolvimento do
receptor Azg na antinocicepgado causada pela inosina no modelo do acido
acético. Primeiramente é possivel observar que a aloxazina (antagonista
seletivo do receptor Azg) ndo causou nenhum efeito ‘per se’. Além disso, a
inosina e o DPMA (agonista misto dos receptores A, (Aoa € Azg)) causaram
significativa antinocicepgao. Posteriormente, o pré-tratamento dos animais com
aloxazina nao foi capaz de reverter a antinocicepcéo causada pelo DPMA, nem

a atividade antinociceptiva da inosina.
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Figura 16. Influéncia do pré-tratamento com aloxazina sobre o efeito
antinociceptivo da inosina (i.p.) no modelo do acido acético. Influéncia do pré-
tratamento dos camundongos com aloxazina (0,1 mg/kg, i.p., antagonista
seletivo do receptor Agg) sobre o efeito antinociceptivo do DPMA (1 mg/kg, i.p.,
agonista nao-especifico do receptor Az) e da inosina (10 mg/kg, i.p.) na
nocicepg¢ao induzida por acido acético (0,6%). Cada grupo representa a média
de 6-10 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. *** P<0,001 difere
significativamente do grupo controle. NS, ndo possuem diferenca estatistica.



47

MECANISMO PERIFERICO

5.13 Envolvimento do receptor A,

A figura 18 mostra o envolvimento do receptor A; na antinocicepgao
periférica causada pela inosina no modelo do glutamato. Primeiramente é
possivel observar que o 8-PT (antagonista seletivo do receptor A1) ndo causou
nenhum efeito ‘per se’. Além disso, a inosina e o CHA (agonista seletivo do
receptor A4) causaram significativa antinocicep¢ao quando co-administrados
com o glutamato. Posteriormente, o pré-tratamento dos animais com 8-PT foi

capaz de reverter a antinocicepg¢ao causada pelo CHA e pela inosina.
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Figura 17. Influéncia do pré-tratamento com 8-PT sobre o efeito antinociceptivo
da inosina (i.pl.) no modelo do glutamato. Influéncia do pré-tratamento com 8-
PT (1 pg/sitio, i.pl., antagonista seletivo do receptor As) sobre o efeito
antinociceptivo do CHA (10 pg/sitio, i.pl., agonista do receptor A;) e da inosina
(10 pg/sitio, i.pl.) co-administrados com glutamato neutro (10 pmol/sitio, i.pl.,
pH 7) na nocicepgao induzida por glutamato. Cada grupo representa a média
de 8-10 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. * P<0,05, *** P<0,001
difere significativamente do grupo controle. #P<0,05 difere significativamente
dos grupos dos animais tratados apenas com CHA e inosina co-administrados
com glutamato.
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5.14 Envolvimento do receptor Aoa

A figura 19 mostra o envolvimento do receptor Aza na antinocicepgao
periférica causada pela inosina no modelo do glutamato. Primeiramente é
possivel observar que o ZM241385 (antagonista seletivo do receptor Aza) néo
causou nenhum efeito ‘per se’. Além disso, a inosina causou efeito
antinociceptivo quando co-administrada com o glutamato, diferentemente do
DPMA (agonista misto dos receptores Az (Aza € Azg)) que co-administrado com
0 glutamato ndo causou nenhum efeito distinto em relagdo ao grupo tratado
apenas com glutamato. Posteriormente, o pré-tratamento dos animais com
ZM241385 nao foi capaz de reverter a antinocicep¢ao causada pela inosina e

nao causou nenhuma alteragao nos animais tratados com DPMA.
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Figura 18. Influéncia do pré-tratamento com 8-PT sobre o efeito antinociceptivo
da inosina (i.pl.) no modelo do glutamato. Influéncia do pré-tratamento dos
camundongos com ZM241385 (15 pg/sitio, i.pl., antagonista seletivo do
receptor Aa) sobre o efeito antinociceptivo da inosina (10 ug/sitio, i.pl.) co-
administrada com glutamato tamponado (10 umol/sitio, i.pl.) na nocicepgéao
induzida por glutamato. Cada grupo representa a média de 8-10 animais e as
barras verticais indicam os E.P.M. * P<0,05, difere significativamente do grupo
controle.



49

6. DISCUSSAO

Como visto, com a excecdo dos sistemas cardiovascular e imune,
atualmente poucos estudos analisam as fung¢des e efeitos da inosina, deixando
uma grande lacuna de pesquisa e perspectivas. Especificamente o efeito
antiinflamatério e neuroprotetor atribuidos a inosina, sugerem um envolvimento
deste nucleosideo na nocicepg¢ao, surpreendentemente ainda ndo pesquisado.

Desta forma, primeiramente foi utilizado o modelo de nocicepcéao visceral
induzida por acido acético para avaliar a agao antinociceptiva da inosina. O
modelo do acido acético € um tipico modelo com 6tima sensibilidade para dor
inflamatdria e tem sido muito usado como triagem para pesquisa de novos
farmacos com propriedades analgésicas e antiinflamatérias (Koster, Anderson
et al., 1959; Le Bars, Gozariu et al., 2001). Ja foi demonstrado que a injegéo
intraperitoneal de acido acético induz a liberacdo de diversos mediadores
inflamatoérios como bradicinina, prostaglandinas e citocinas inflamatdrias
quando injetado intraperitonealmente (Ribeiro, Vale et al., 2000; lkeda, Ueno et
al., 2001). A inosina quando administrada pela via i.p. reduziu de forma
significativa e dependente da dose a nocicepgao induzida por acido acético.
Quando administrada oralmente, a inosina também produziu antinocicepgéo,
entretanto, com uma poténcia bem menor, ou seja, necessitou de uma dose
mais elevada para induzir a mesma resposta. Todavia, pelas vias centrais i.t. e
i.c.v., a inosina necessitou de doses muito pequenas, na ordem de
microgramas para causar inibicao dependente da dose. A inosina mostrou-se
efetiva até 6 h apds sua administracao por via intraperitoneal, tendo um pico de

acao maxima em torno de 0,5 h apds administracdo. Diferentemente, quando
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administrada pela via oral, a inosina teve efeito significativo durante 2 h apos
sua administracao, alcangcando um efeito maximo em torno de 1 h.

Assim, comparando as vias de administracdo na prevencdo da
nocicepgao, a inosina foi aproximadamente 70 vezes mais potente quando
administrada pela via i.p. do que pela via oral, isto é facilmente compreendido
em virtude da biodisponibilidade das duas vias. Ainda cabe destacar a
relevancia da eficiéncia pela via oral, condicdo extremamente necessaria para
adesdo ao tratamento por parte do paciente, quando se trata de um possivel
farmaco.

Neste sentido, os dados na literatura corroboram com nossos resultados
onde demonstram que agonistas para receptores de adenosina reduzem de
forma dependente da dose o numero de contor¢gées abdominais (Bastia, Varani
et al., 2002; Pechlivanova e Georgiev, 2002).

Como ja relatado na introdugao, a adenosina (precursor da inosina) esta
envolvida em varias vias do metabolismo purinérgico, o que a torna um alvo
suscetivel a sofrer reagbes por varias enzimas, que podem degrada-la
rapidamente, inclusive em inosina (Para revisdo ver Sawynok e Liu, 2003; e
Hasko et al., 2004). Pode-se ainda acrescentar a isto, estudos onde a
adenosina teve um fraco efeito antinociceptivo em modelos animais, mas que
foi potencializada quando inibidores do seu metabolismo foram juntamente
administrados (Keil e Delander, 1992; 1994; 1995). Desta forma, fica claro que
a adenosina possui um tempo de meia vida muito curto (Para revisdo ver
Hasko et al., 2004), o que pode sugerir que muitos dos efeitos atribuidos a
adenosina, sejam na verdade efeitos da inosina. Neste caso, a inosina pode

ser favorecida metabolicamente, tendo sua concentracdo estavel por um
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periodo maior (Hasko et al., 2004). Este periodo maior de estabilidade pode
influenciar fortemente em sua atividade farmacolégica. De fato, isto pode ser
observado em nosso experimento onde a inosina foi cerca de 12 vezes mais
potente que a adenosina quando analisada no modelo de nocicepg¢ao induzida
por acido acético.

Quando analisado os efeitos da inosina administrada pelas vias centrais,
observou-se a elevada poténcia em produzir antinocicepg¢ao. Estes resultados
podem ser atribuidos como consequéncia da farmacocinética da molécula de
inosina, assim como devido a influéncia do sitio de injegao (biodisponibilidade).
De fato, o corno dorsal da medula espinhal apresenta uma alta densidade de
receptores de adenosina, principalmente do tipo A4 0os quais também podem
ser ativados pela inosina (Sawynok, 1998; Gomez e Sitkovsky, 2003; Hasko,
Sitkovsky et al., 2004). Estes receptores estdo localizados em grande
densidade na lamina Il, local onde as principais fibras aferentes nociceptivas
fazem suas conexdes com neurdnios nociceptivos de segunda ordem
(Goodman e Synder, 1982; Geiger, Labella et al., 1984; Choca, Green et al.,
1988). E sabido que os receptores A; sdo os principais responsaveis em mediar
a analgesia espinhal (para revisdo ver Sawynok, 1997), fato reforgado por
estudos realizados com diferentes agonistas e antagonistas de adenosina em
modelos de alodinia (Lee e Yaksh, 1996; Nakamura, Ohta et al., 1997;
Khandwala, Zhang et al, 1998; Poon e Sawynok, 1998) e estudos
eletrofisiolégicos em ratos (Nakamura, Ohta et al., 1997).

Considerando este conjunto de resultados, observou-se pela primeira
vez a agao antinociceptiva da inosina, sugerindo que esse nucleosideo pode

representar um importante modulador da nocicepg¢ao inflamatoéria. Além disso,
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0S nossos resultados juntamente com os dados da literatura demonstram
claramente que a inosina € um composto com grande potencial clinico, pois
apresenta eficacia quando administrada pela via oral associada a um tempo de
acgao relativamente prolongado. Ainda demonstrou-se que a inosina apresenta
efeito antinociceptivo central, que pode ser muito importante em processos
nociceptivos que envolvam uma plasticidade alterada do sistema nervoso
central.

Apo6s os primeiros resultados encontrados no modelo do acido acético,
que pode ser utilizado como uma triagem para substancias antinociceptivas,
buscou-se outro modelo com o interesse de verificar a agdo da inosina em
diferentes tipos de nocicepg¢do, neurogénica e inflamatoria. Desta forma,
analisou-se o efeito da inosina no modelo de nocicepgdo induzida pela
formalina (2,5%). A formalina € um modelo com caracteristicas peculiares, que
induz nocicepgdo em dois momentos, chamados fase neurogénica e fase
inflamatoria, respectivamente. A dor neurogénica, caracteristica da primeira
fase deste teste, € causada apds a ativacédo direta dos nociceptores, como
fibras C e Ad (Mccall, Tanner et al., 1996; Puig e Sorkin, 1996) e produz um
comportamento caracteristico, padronizado como indicativo de dor (Tjolsen,
Berge et al., 1992). A dor inflamatéria se da apds a liberacdo de alguns
mediadores, causando uma facilitacdo sensorial e uma sensibilizagdo central
da medula espinhal (Hunskaar e Hole, 1987; Tjolsen, Berge et al., 1992). Neste
sentido, os dados do presente estudo mostram claramente que a inosina foi
capaz de inibir de forma significativa e dependente da dose a segunda fase de
nocicepgao induzida pela formalina, caracterizada pela dor inflamatéria, mas

nao inibiu a nocicepgao da fase neurogénica (primeira fase). Apds a injecao de
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formalina, os nociceptores sédo caracteristicamente sensibilizados e ativados
por mediadores como aminoacidos excitatérios (glutamato), prostaglandinas,
taquicininas, 6xido nitrico e outros peptideos (Malmberg e Yaksh, 1992;
Tjolsen, Berge et al., 1992; Santos e Calixto, 1997).

O efeito da inosina neste modelo foi semelhante aos resultados
encontrados por Zarrindast e colaboradores (2003), que injetaram também
intraperitonealmente analogos de adenosina, (R-PIA, CADO e NECA) que
reduziram significativamente a nocicep¢do induzida por formalina,
principalmente na fase inflamatéria. Em outro estudo, agonistas de receptores
de adenosina que foram injetados pela via intratecal no teste da formalina,
mostraram supressao da resposta nociceptiva em ambas as fases (Yoon, Bae
et al., 2005). Estes resultados somam-se aos de Reeve e Dieckenson (1995)
que demonstraram que o0s agonistas do receptor A; administrados
intratecalmente foram capazes de suprimir a atividade elétrica de fibras
nociceptivas estimuladas por formalina (5%), através de experimentos
eletrofisiolégicos em ratos. Em contraste, Doak e Sawynok (1995)
demonstraram que a adenosina co-administrada intraplantarmente com
formalina (0,5%), aumentou o tempo de resposta nociceptiva em ratos. Desta
forma, analisando todos estes dados juntamente com nossos resultados, pode-
se sugerir que além da atividade antinociceptiva, a inosina pode ser uma
substancia com potencial antiinflamatério, sendo necessario estudos para a
confirmacgé&o desta hipotese.

Sabe-se que a injecdo de formalina causa sensibilizagdo neuronal
através da liberagcdo de varios mediadores, dentre estes o glutamato (Coderre

e Yashpal, 1994; Aumeerally, Allen et al., 2004), que injetado na pata de ratos
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induz liberacdo de adenosina, processo que € diretamente dependente das
fibras aferentes sensiveis a capsaicina (Liu, White et al., 2001). Além disso,
como a adenosina pode regular a nocicepgado periférica atuando em fibras
aferentes sensoriais (Aley e Levine, 1997; Sawynok, 1998), optou-se por
avaliar a atividade antinociceptiva da inosina no modelo de nocicepcgao
periférica induzida pela injecdo intraplantar de glutamato. Neste teste, a inosina
administrada pela via i.p., inibiu de forma significativa e dependente da dose a
nocicepg¢ao induzida pelo glutamato. O glutamato, agente algogénico deste
modelo, juntamente com seus receptores, forma o mais importante sistema de
neurotransmissores excitatorios do sistema nervoso. Os receptores de
glutamato sdo divididos em duas classes, os ionotropicos que sdo aqueles
acoplados a canais idnicos, e os metabotropicos que sdo acoplados a proteina
G. O primeiro grupo inclui os receptores de NMDA, AMPA e cainato, enquanto
0 segundo grupo possui 8 subtipos de receptores, tendo como principal
representante o receptor de trans-ACPD. Ambos os grupos modulam a
formagdo de segundos mensageiros e mediadores intracelulares (Fundytus,
2001; Fundytus, Yashpal et al., 2001).

A ativagao dos receptores de glutamato leva a liberagdo de adenosina
em sitios periféricos e centrais, o que pode induzir uma retroalimentacao
negativa através da ativagao de receptores A1 promovendo antinocicepgéao (ver
figura 21) (Liu, White et al., 2002; Aumeerally, Allen et al., 2004). Neste caso, a
adenosina também inibe a liberagdo de alguns neurotransmissores por uma
acao pré-sinaptica, ou pds-sinapticamente através da hiperpolarizacdo da

célula inibindo as agdes dos neurotransmissores. Assim, a adenosina exerce
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fungdes na neuroprotecdo e homeostasia, sendo estas agdes igualmente
mediadas pelo receptor A (Dunwiddie e Masino, 2001; Latini e Pedata, 2001).
A participagdo do glutamato na modulagdo da nocicepgdo em sitios
centrais € bem conhecida, e trabalhos mais recentes tém mostrado também a
importancia da modulagdo em sitios periféricos (Ozawa, Kamiya et al., 1998;
Millan, 1999; Fundytus, 2001; Beirith, Santos et al., 2002). Baseando-se nestas
informagdes, uma vez que n&o foram encontrados na literatura estudos sobre
metabdlitos ou receptores de adenosina em modelos animais de nocicepgao
periférica, escolheu-se 0 modelo de nocicepg¢do induzida pelo glutamato co-
administrado com inosina para avaliar a possivel antinocicepgao periférica
deste nucleosideo. Ilgualmente ao resultado obtido com a inosina administrada
pela via i.p., a co-administracdo de inosina com glutamato pela via i.pl. reduziu
significativamente e de forma dependente da dose a resposta nociceptiva
induzida pelo glutamato. Liu e colaboradores (2001) demonstraram que a
injecdo periférica de glutamato na pata de rato promove a liberagdo de
adenosina via fibras aferentes sensoriais sensiveis a capsaicina. Em adicao,
receptores de adenosina foram encontrados em terminais sensoriais aferentes,
0s quais, uma vez ativados, podem facilitar ou inibir a transmissao nociceptiva
(Schulte, Robertson et al., 2003). Assim, nossos resultados podem sugerir que
a inosina pode atuar diretamente ou somar-se a adenosina liberada apos a
injecdo de glutamato, e favorecer a inibicdo da nocicepgdo causada pelo
glutamato através dos receptores de adenosina localizados nas fibras aferentes
com terminag¢des na periferia. Embora a relagdo entre glutamato e adenosina
na nocicepgao ja esteja bem estabelecida por alguns autores (Liu, White et al.,

2002; Aumeerally, Allen et al., 2004), nao foi encontrado na literatura trabalhos
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avaliando a atividade da adenosina no modelo de nocicepgao induzida pelo
glutamato, tampouco ha evidéncias relatando uma interagdo entre inosina e
glutamato. Logo, os resultados encontrados nesse estudo evidenciam um novo
e importante achado, o envolvimento da inosina na nocicepg¢ao induzida por
glutamato.

De fato, os resultados da inosina neste modelo sdo bastante relevantes,
uma vez que diversos trabalhos demonstram que farmacos que possuem a
capacidade de bloquear as agdes do glutamato e de outros agonistas de seus
receptores sdo potentes substancias antinociceptivas em muitas espécies de
mamiferos, inclusive em humanos (Lutfy, Cai et al., 1997; Nakamura, Ohta et
al., 1997; Neugebauer, 2002; Wiech, Kiefer et al., 2004).

Apos a verificagdo do efeito antinociceptivo da inosina nos modelos ja
citados, os resultados obtidos no teste do campo aberto excluiram a
possibilidade da inosina causar algum déficit locomotor ou muscular que
pudesse interferir na resposta comportamental dos animais a dor. Pelo
contrario, indicou que doses de inosina muito superiores as que causam
antinocicepgado sao incapazes de induzir efeitos colaterais visiveis, como
tremores, piloerecéo, convulsdes, perda do tdnus entre outros.

A percepgao e condugédo do sinal nociceptivo até o corno da medula
espinhal, como ja visto, é na sua grande maioria fungcédo das fibras aferentes
primarias, principalmente as do tipo C e A (Hunt e Mantyh, 2001; Julius e
Basbaum, 2001). Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que a administracéo
de um agonista seletivo para receptor A; (CPA) ou de um agonista nao-seletivo
(CADOQ), inibiram a resposta evocada por fibras C apds administragdo de

formalina. Por outro lado, quando analisado a resposta de fibras Ad apds
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administracdo de CPA e CADO, ambos agonistas n&o exerceram efeito sobre a
atividade elétrica destas fibras (Reeve e Dieckenson, 1995). Analisando fibras
C aferentes vagais de pulmdes de cobais, um estudo evidenciou a presenca de
receptores As e Aza através de técnicas de registro extracelular. Primeiramente,
a adenosina promoveu descarga de potencial de agdo nestas fibras, efeito que
foi mimetizado pela adicdo de CPA e CGS 21680 (agonistas A1 e Aga,
respectivamente). Posteriormente, os antagonistas dos receptores A; (DPCPX)
e Aon (SCH58261) reverteram estes efeitos. Para finalizar, técnicas de PCR
(Reagdo em cadeia pela polimerase) e fixagdo de membrana confirmaram a
expressao dos receptores A e Aya em fibras C sensiveis a capsaicina. Todo
este protocolo foi utilizado também para avaliacdo das fibras do tipo A, mas
nao se obteve nenhuma evidéncia de receptores de adenosina neste tipo de
fibra, provavelmente devido a baixa densidade dos receptores adenosinérgicos
nestas fibras. Por fim, os mesmos agonistas ndo alteraram o limiar de disparo
de fibras AB (mecanoceptoras e proprioceptoras), indicando seletividade, pois
atuaram apenas sobre as fibras envolvidas nos processos nociceptivos
(Chuaychoo, Lee et al, 2006). Assim, nossos resultados evidenciam
farmacologicamente que o efeito antinociceptivo da inosina é dependente das
fibras aferentes sensiveis a capsaicina, tendo em vista que o pré-tratamento
neonatal dos animais com capsaicina aboliu completamente o efeito
antinociceptivo da inosina no modelo do acido acético.

Neste trabalho foi também estudado a participacdo da proteina Gy
sensivel a toxina pertussis, tendo em vista que os receptores da adenosina sao
acoplados a este tipo de proteina G. A toxina Pertussis causa inativacdo da

subunidade o da proteina Gjo por ribosilacdo catalitica, impedindo o
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acoplamento desta proteina com receptores metabotropicos (Klinger,
Freissmuth et al., 2002; Savinainen e Laitinen, 2004). Desta forma, farmacos
que dependem deste acoplamento para a transducdo do sinal, tornam-se
inativos mesmo ligando-se ao seu receptor especifico. Um exemplo classico de
farmaco que ativa um mecanismo operado pela proteina Gj € a morfina, que
foi utilizada como controle positivo em nosso experimento (Fields e Casey,
1997; Santos, De Campos et al., 1999). A ativacdo da subunidade o da
proteina Gjo esta associada ao bloqueio dos canais de calcio-voltagem-
dependente e ativagao dos canais de potassio, resultando em hiperpolarizacao
da membrana neuronal, processo que inibe o disparo do potencial de acédo da
célula e consequentemente inibe a transmissao nociceptiva (Pertwee, 1999;
Schultz e Gross, 2001; Savinainen e Laitinen, 2004). Neste sentido, os nossos
dados demonstram que o efeito antinociceptivo da inosina € dependente da
ativagdo da proteina Gy (ver figuras 20 e 21).

Todos os receptores de adenosina sdo acoplados a proteina G. Os
receptores A e A3 sdo acoplados a proteina Gj, 0 receptor Aza a proteina Ggorr
e o receptor A a proteina Ggqy (Para revisdo ver Sawynok e Liu, 2003;
Jacobson e Guao, 2006; Blum et al., 2003; Klinger et al., 2002). Em
experimentos realizados com ratos no modelo de dor pds-operatéria, a
administragao intratecal do agonista do receptor A; (R-PIA) reduziu o
comportamento nociceptivo dos animais. Posteriormente, o pré-tratamento dos
animais com toxina Pertussis, forsquolina (ativador de AMPc) e com
tetraetilaménio (bloqueador de canais do potassio) bloqueou o efeito do
agonista, indicando que a proteina Gjp, a inibicdo da adenilato ciclase e a

ativacdo dos canais de potassio, respectivamente, estdo envolvidos na
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antinocicepgao causada pela ativacdo do receptor A; (Marala e Mustafa,
1995a; 1995b; Zahn, Straub et al., 2007). Em relagdo a inosina, estudos
avaliando a atividade biolégica deste nucleosideo em células dendriticas de
humanos, demonstraram que a inosina estimulou de forma dependente da
dose as correntes transitdrias de Ca?'. Este efeito é mediado por um
mecanismo independente dos receptores de adenosina, visto que o tratamento
destas células com antagonistas dos receptores de adenosina e com toxina
pertussis nao inibiram o efeito da inosina (ldzko, Panther et al., 2004).

De acordo com os nossos resultados que comprovam a atividade
antinociceptiva da inosina e sua atuagao via receptores acoplados a proteina
G, somando-se a varios trabalhos que discutem a fungdo da inosina como um
provavel/possivel ativador natural dos receptores de adenosina, este trabalhou
procurou investigar quais os receptores de adenosina que estariam envolvidos
neste processo tanto em nivel sistémico como periférico.

O envolvimento dos receptores de adenosina na nocicepgao teve sua
pesquisa iniciada certamente apos dois estudos classicos em meados da
década de 1960 (Keele e Armstrong; Collier) que provaram que o ATP e a
adenosina alteravam a transmissdo nociceptiva atuando central ou
perifericamente (Sawynok e Reid, 1997). Desde ent&o, a fungédo das purinas e
de seus receptores na nocicepgao tem sido alvo de intensa pesquisa por
inumeras razbes. Analogos de adenosina possuem propriedades
antinociceptivas em varios testes, incluindo dor neuropatica (Guieu, Peragut et
al., 1996; Ribeiro, Sebastiao et al., 2002; Da Silva Torres, Bonan et al., 2003;
Zarrindast, Matinrokh et al., 2003; Abo-Salem, Hayallah et al., 2004). A

administracdo de morfina aumenta a liberagdo de adenosina em preparagdes
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de sinaptossomas da medula espinal, sendo que esta adenosina contribui para
a eficacia espinhal dos opidides (Cahill, White et al., 1995; Sandner-Kiesling, Li
et al., 2001); para revisdao ver Sawynok e Liu, 2003). Contraditoriamente, a
cafeina, que € um antagonista n&o-seletivo dos receptores de adenosina,
possui efeito analgésico quando administrado como coadjuvante com AINES
(Abo-Salem, Hayallah et al., 2004). Isto permite sugerir que os efeitos das
purinas na nocicepcdo sao complexos e que estes efeitos dependem do
subtipo de receptor adenosinérgico que é ativado e da localizagdo dos
mesmos.

Estudos prévios tém mostrado que a inosina atua através de ligagado aos
receptores de adenosina A+, Aga, Ass € Az (Hasko, Kuhel et al., 2000; Mabley,
Pacher et al., 2003; ldzko, Panther et al., 2004; De Souza, Gelain et al., 2006).
Neste trabalho, foi investigado o efeito da inosina sobre os receptores A1, Aga €
Azg porque a ativagao destes receptores esta diretamente relacionada com a
modulagao da dor (Sawynok, 1998; Ribeiro, Sebastiao et al., 2002; Sawynok e
Liu, 2003). A analise do mecanismo de acao da inosina excluiu o envolvimento
do receptor Az neste estudo, pelo motivo que a grande maioria de trabalhos
acerca deste receptor ndo o indicarem como modulador da nocicepgéo. Ainda
assim, os poucos trabalhos que relacionam o receptor A; com nocicepgao,
indicam uma acéo pro-nociceptiva deste receptor. No entanto, ndo se pode
desconsiderar um possivel envolvimento deste receptor na transmissao ou
inibicdo da informagao nociceptiva através da administragdo de inosina, visto
que ainda nenhum estudo avaliou esta fungcido. Assim, fica aberta uma lacuna

para posteriores estudos.
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Inicialmente avaliou-se o envolvimento do receptor A; de adenosina,
utilizando agonista e antagonista seletivos para este receptor. Nossos
experimentos primeiramente mostraram a atividade antinociceptiva do agonista
do receptor A e da inosina. Em seguida, o antagonista seletivo de receptores
A1 de adenosina, 8-PT, reverteu o efeito antinociceptivo do CHA, agonista
seletivo Ai. Além disso, 0 mesmo antagonista também reverteu o efeito
antinociceptivo da inosina. Este resultado sugere a participagdo do receptor de
adenosina A; na antinocicepcdo mediada pela inosina. Os receptores de
adenosina do tipo A4 sao distribuidos amplamente no sistema nervoso central,
localizando-se com alta densidade no cortex cerebral, cerebelo, hipocampo,
corno dorsal e medula espinhal (Ralevic e Burnstock, 1998; Sawynok e Liu,
2003). Os receptores A sdo acoplados as proteinas G da classe Gj, e a sua
ativacdo se da via abertura dos canais de potassio e inibigdo da adenilato
ciclase (Klinger, Freissmuth et al.,, 2002; Sawynok e Liu, 2003). O receptor
possui preferéncia de acoplamento com a proteina G; sobre a proteina G..
Experimentos com o objetivo de demonstrar ativagao da proteina G, (0 membro
da familia Gj, que € resistente a toxina Pertussis) através da ativagdo do
receptor A4, ndo foram bem sucedidos (Fredholm, Proctor et al., 1989; Ralevic
e Burnstock, 1991; Van Der Ploeg, Altiok et al., 1991; Hasuo, Matsuoka et al.,
2002; Klinger, Freissmuth et al., 2002). A ativagado da proteina G; através do
receptor Aq inibe a adenilato ciclase, que consequentemente reduz a producéo
de AMPc. Além disso, a ativagao de receptores A4 localizados no corno dorsal
da medula espinhal, pode causar uma inibicdo pds-sinaptica da transmissao
excitatéria devido a uma ativagdo dos canais de K*, inibicdo de canais de Ca*?

e hiperpolarizagdo (Doi, Kuzuna et al., 1987; Salter, De Koninck et al., 1993;
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Patel, Pinnock et al., 2001; Sawynok e Liu, 2003). Além disso, a ativagdo dos
receptores A reduz a liberagdo de SP e CGRP (Santicioli, Del Bianco et al.,
1992; Sperlagh, Zsilla et al., 2001) de fibras aferentes nociceptivas, e participa
de mecanismos de inibigdo pré e pds-sinaptica segundo estudos realizados em
cultura de neurdnios do géanglio da raiz dorsal e fatias da medula espinhal
(Macdonald, Skerritt et al., 1986; Patel, Pinnock et al., 2001). Assim, todos
estes mecanismos estdo envolvidos na modulagdo da nocicepgao via receptor
A+ (Fredholm, Ap et al., 2001; Blum, Hourez et al., 2003; Sawynok e Liu, 2003;
Jacobson e Gao, 2006; Rogel, Bromberg et al., 2006).

Estudos em animais geneticamente modificados mostraram a
importancia da participacdo do receptor A; na modulacdo da transmisséo
nociceptiva. Neste estudo, os animais que nado possuiam o receptor A, eram
hipersensiveis e mais responsivos a estimulos nocivos em comparagdo com
animais selvagens, incluindo modelos de dor neuropatica (Wu, Hao et al.,
2005). Outros estudos relatam que agonistas do receptor A; produzem uma
significante antinocicepg&o, administrados por diferentes vias em diferentes
modelos de nocicepgéao (Guieu, Peragut et al., 1996; Bastia, Varani et al., 2002;
Jacobson e Gao, 2006). Zahn e colaboradores (2007) demonstraram em um
modelo de dor pds-operatoria o envolvimento do receptor A1 na antinocicepc¢ao.
Além disso, estudos realizados in vivo sugerem que este efeito € mediado pela
ativacdo da proteina G sensivel a toxina Pertussis, pela inibicdo da adenilato
ciclase e pelo aumento da condutancia dos canais de K".

Desta forma, os nossos resultados estendem e confirmam os dados da
literatura, pois demonstram claramente a participacdo do receptor A; de

adenosina na antinocicepc¢éo e ainda demonstram que este receptor € também
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responsavel pela mediacado do efeito antinociceptivo da inosina no modelo de
nocicepg¢ao induzida por acido acético. Baseando-se na literatura ja citada,
pode-se sugerir que este efeito antinociceptivo da inosina via receptor A, deve
envolver a participagdo da proteina Gjp, a inibigdo da adenilato ciclase e a
reducdo da produgédo do segundo mensageiro AMPc. Além disso, o aumento
da condutancia dos canais de K* e a inibicdo as correntes de Ca?* também
devem estar envolvidos neste efeito antinociceptivo (ver figura 20).

ApOs a analise do envolvimento do receptor A;, foi avaliado o
envolvimento do receptor A;a. Neste experimento, observou-se que o DPMA
(agonista misto ndo seletivo de receptores Ay) apresentou efeito antinociceptivo
semelhante a inosina. O antagonista seletivo do receptor Axa (ZM241385)
reverteu totalmente a antinocicepcao induzida pelo DPMA, além de reverter de
forma parcial o efeito da inosina. Os receptores A;a sdo encontrados em
leucdcitos, neutroéfilos, plaquetas, vasos sanguineos, na regido do corno dorsal
da medula espinhal e em muitas estruturas do SNC. No SNC os receptores Aza
sao amplamente distribuidos no estriado, mas outras areas do encéfalo sua
densidade € bem menor. Uma parte destes receptores que estao localizados
pré-sinapticamente em terminais corticoestriatais, controlam a liberacdo de
glutamato destes locais (Goodman, Kuhar et al., 1983; Karlsten, Gordh et al.,
1992; Ongini e Fredholm, 1996; Sawynok, 1998; Blum, Hourez et al., 2003;
Sawynok e Liu, 2003).

A ativagdo do receptor App aumenta a atividade da adenilato ciclase e
consequentemente a producdo do segundo mensageiro AMPc. A proteina Gs
parece ser a principal proteina G associada com o receptor A,a em sistemas

periféricos, mas nao em estruturas centrais (Blum, Hourez et al., 2003;
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Sawynok, 2007). Os receptores Aza também sdo acoplados a varios canais de
potassio (Regaya, Pham et al., 2004) inclusive canais K'atp em musculo liso
(Dart e Standen, 1993; Prior, Yates et al., 1999; Haynes, 2000). Em relagédo aos
canais de Ca®*, contudo, alguns dados sdo contraditérios, tendo em vista que
eles indicam que a estimulacdo do receptor A,a ativa estes canais pré-
sinapticamente, facilitando a transmissdo sinaptica e a liberacdo de
transmissores. Este mecanismo provavelmente envolve a adenilato ciclase e a
ativacdo de uma proteina quinase dependente de AMPc (Ralevic e Burnstock,
1998). Outros trabalhos indicam que uma inibicdo dos canais de Ca®"
voltagem-dependentes levaria a redugao da liberacdo de transmissores (Latini,
Pazzagli et al., 1996; Edwards e Robertson, 1999). Assim, todos estes
mecanimos estariam modulando a nocicepgcdo através da ativacdo dos
receptores A,n (Para revisdo ver Sawynok e Liu, 2003). Em niveis
supraespinhais, a ativagao dos receptores Aza pode facilitar ou inibir a liberacao
de neurotransmissores, dependendo da area do encéfalo (Dunwiddie e Masino,
2001).

Sistemicamente e espinhalmente ha ainda muitas contradicbes em
relacdo ao efeito dos receptores A, na nocicepgao (Sawynok, 1998; Yoon, Bae
et al., 2005). Em estudos eletrofisiolégicos usando fatias de medula espinhal,
foi verificado que o agonista do receptor A;a CGS21680 produz efeitos tanto
estimulatérios quanto inibitérios (Patel, Pinnock et al., 2001). No entanto, varios
estudos com agonistas e antagonistas para receptores A, convergem para a
importancia dos receptores A, na modulacdo da nocicepg¢ao espinhal, mas
divergem quanto ao efeito deste receptor quando ativado, se & pré-nociceptivo

(Ledent, Vaugeois et al., 1997; Bastia, Varani et al., 2002) ou antinociceptivo
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(Delander e Hopkins, 1986; Yoon, Bae et al., 2005). Entretanto, alguns autores
relataram um aumento da expressdo de receptores A,a na medula espinhal,
apos lesdes por isquemia ou seguido de lesdo espinhal. Isto sugere uma
possivel acdo neuroprotetora para este receptor (Mcadoo, Robak et al., 2000;
Cassada, Gangemi et al., 2001; Cassada, Tribble et al., 2002).

Borghi e colaboradores (2002) mostraram que a injec&o intraperitoneal
de um agonista A;a em camundongos, reduziu o tempo de resposta a
formalina. Outros autores mostraram que a ativagao do receptor Aza resulta em
antinocicepgdo em um modelo de contor¢gdes abdominais em camundongos,
induzido por caolina (Herrick-Davis, Chippari et al., 1989; Pechlivanova e
Georgiev, 2002). Pode-se acrescentar a isto, que em outros modelos de
nocicepgdao como placa quente ou de alodinia, o receptor A,a também se
mostrou mediador da antinocicep¢do quando ativado sistémica ou
espinhalmente (Holmgren, Hedner et al., 1986; Sawynok, 1998).

Para alguns autores, o efeito antinociceptivo de agonistas Aya s ocorre
em altas doses, quando pode haver uma perda da seletividade e uma eventual
ativagado dos receptores A (Lee e Yaksh, 1996; Poon e Sawynok, 1998). Ainda
€ necessario admitir que a atividade antiinflamatéria de agonistas A,a pode ser
importante em modelos de dor inflamatéria (Lappas, Sullivan et al., 2005;
Akkari, Burbiel et al., 2006), onde o receptor A,a pode modular a nocicepgao
através de seu efeito antiinflamatoério, inibindo a sintese/liberacédo de
mediadores inflamatorios que sensibilizam nociceptores. Apesar de tantos
trabalhos mostrando que o receptor A,a ativado causa antinocicepcédo, o
mecanismo desta acdo ainda ndo esta bem esclarecido. Tentando entender

este mecanismo, Ragaya e colabores (2004) demonstraram que a apamina e



66

Lei-Dab 7 (bloqueadores nao-seletivos de canais de K* ativados por Ca’* de
baixa condutancia) reverteram o efeito antinociceptivo causado pelo CGS
21680 (agonista A2A) utilizando a placa quente e o tail pinch como modelos de
nocicepgdo. Diferentemente, a kaliotoxina (bloqueador de canais de K
voltagem-dependentes) ndo reverteu a antinocicepgdo causada pelo CGS
21680. Deste modo, este estudo demonstrou que os canais de K" ativados por
calcio sensiveis a apamina estdo envolvidos na antinocicep¢gdo mediada pelo
receptor Az, mas néo os canais de K* voltagem-dependentes. Alguns trabalhos
sugerem que os receptores NMDA (Bordi e Quataroli, 2000; Chizh et al., 2001),
sao alvos dos receptores A,a, através de interagbes receptor-receptor
(Costenla, De Mendonca et al., 1999). Isto se daria através da supressao das
correntes do receptor NMDA devido ativagdo do receptor A, via cascata
fosfolipase C/IP3 (Norenberg, Wirkner et al., 1997; Wirkner, Assmann et al.,
2000).

Por outro lado, alguns trabalhos demonstraram que a ativagdo de
receptores Aza sistemicamente/espinhalmente induz nocicepgéo (Bastia, Varani
et al.,, 2002). Além disso, no modelos de contorgcdo abdominal e da placa
quente, a injecdo intraperitoneal do agonista A,a (CGS21680) induziu
nocicepgao enquanto que o antagonista SCH58261 produziu antinocicepg¢ao
(Bastia, Varani et al., 2002). Ledent e colaboradores (1997) demonstraram que
animais que nao possuiam o receptor Aa foram hipoalgésicos em modelos de
nocicepgao, ou seja, que o receptor Axp € importante na transmissdo da
informagédo nociceptiva. Outro importante trabalho publicado recentemente,
também utilizando animais com a auséncia do receptor A;a, mostrou que estes

animais apresentaram uma resposta nociceptiva diminuida em relacdo aos
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animais selvagens, no teste da formalina. A mesma resposta foi obtida em
animais selvagens que receberam o antagonista seletivo de receptores Aga
(SCH 58261) (Hussey, Clarke et al., 2007).

Em meio a estes inumeros trabalhos com resultados tdo dispares entre
si, nossos experimentos demonstram que o receptor Aza exerce antinocicepgao
quando ativado pela inosina no modelo do acido acético. Esta atividade
antinociceptiva deve se realizar através da mediagdo de canais de K* ativados
por célcio ou K'atp sensiveis, pela inibicdo da liberacdo de transmissores como
o glutamato, a SP e o CGRP (ver figura 20). Ainda n&o se pode descartar uma
possivel inibicdo do receptor NMDA ou até mesmo uma ag¢do antinociceptiva
devido a atividade antiinflamatoria induzida pela ativagdo do receptor Aza, visto
que o modelo do acido acético induz nocicepgao visceral inflamatdria.

O receptor Ayg € amplamente distribuido no SNC assim como o receptor
A3z, mas ambos em densidade muito baixa, além de terem pouca afinidade pela
adenosina em relagdo aos receptores A e Aga. Na periferia, o receptor Axs é
encontrado no bago, timo, leucécitos e plaquetas (Feoktistov e Biaggioni, 1997;
Abo-Salem, Hayallah et al., 2004). O receptor Azs tem sido relatado como
mediador pro-nociceptivo tanto sistémica como perifericamente (Sawynok e
Reid, 1997; Abo-Salem, Hayallah et al., 2004). Em nossos experimentos, a
aloxazina, antagonista do receptor Ayz, ndo foi capaz de reverter o efeito
antinociceptivo exercido pelo DPMA, tampouco pela inosina. Cabe destacar,
que a aloxazina também n&o aumentou o efeito antinociceptivo da inosina ou
DPMA, excluindo totalmente a participacao do receptor Azg no efeito da inosina
no modelo do acido acético. Ainda pode-se cogitar que a baixa afinidade

destes receptores para a adenosina possa também ocorrer para a inosina e
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somando-se a baixa densidade destes receptores (Sawynok e Liu, 2003;
Sawynok, 2007), facilmente deduz-se o ndo envolvimento deste receptor no
efeito da inosina.

Perifericamente, a adenosina pode exercer diferentes efeitos na
sinalizagao da dor, dependendo dos receptores ou células que sejam ativados.
Desta forma, a adenosina pode inibir a transmissdo da dor quando ativar
receptores do tipo A4, entretanto aumenta a dor quando se liga a receptores
Aon. Estas agdes sao devido ao aumento ou diminuicdo da producdo de AMPc
(Taiwo e Levine, 1990; Aley, Green et al., 1995; Sawynok e Liu, 2003). Estudos
de Aumeerally e colaboradores (2004), demonstraram que a adenosina
liberada apoés injegao periférica de glutamato era capaz de inibir a sinalizagao
da nocicepc¢ao induzida por formalina, e que este efeito de inibicdo da
nocicepgao periférica foi mediado pela ativacdo do receptor As. Em fibras
aferentes nociceptivas, o receptor A; de adenosina e o receptor y-opidide
formam um multireceptor que ¢é ligado a vias de segundos mensageiros. Desta
forma, se o receptor Ay de adenosina estiver dimerizado com o receptor p-
opidide, quando ativado pode inibir a adenilato ciclase e as correntes de Ca?",
além de aumentar a condutancia de K* e induzir uma inibicdo da liberacdo de
neurotransmissores (ver figura 21) (Para revisdo ver Sawynok e Liu, 2003).

Varios estudos ja demonstraram que terminais nervosos aferentes
primarios que contém receptores A1 e A,a de adenosina, podem inibir ou
facilitar a transmiss&o nociceptiva periférica, respectivamente (Taiwo e Levine,
1990; Aley e Levine, 1997; Sawynok, Reid et al., 1999). Além disso, a
adenosina ainda pode liberar serotonina e histamina de mastécitos apos

ativagcdo dos receptores Azg ou Az (Sawynok, 1997). A administracao periférica



69

de glutamato pode induzir a liberagcdo de adenosina de fibras aferentes
sensiveis a capsaicina, e os receptores NMDA e n&o-NMDA estao envolvidos
neste processo (ver figura 21) (Liu, White et al., 2002).

A administragao local de agonistas A, aumenta a resposta a dor nos
modelos de hiperalgesia mecanica e formalina (Taiwo e Levine, 1990). Esta
resposta € muito semelhante a ativacdo do receptor Aza especificamente pelo
agonista seletivo CGS21680 (Doak e Sawynok, 1995). A acéo dos receptores
A, de adenosina como pré-nociceptivos perifericamente é proposto como
resultado da estimulacdo da AC resultando em um aumento dos niveis de
AMPc no neurdnio sensorial (Sawynok e Reid, 1997; Sawynok e Liu, 2003). Ha
trabalhos que mostram que a administragdo local de agonistas Aja produziu
efeito antinociceptivo, mas apenas em doses muito altas. Este efeito pode ser
atribuido devido a absorgédo sistémica do farmaco (Sawynok e Liu, 2003), e
confirma os diferentes efeitos da ativagado do receptor Az tratando-se de efeito
sistémico ou periférico.

Neste trabalho pode-se observar que o antagonista de receptor A 8-PT
reverteu de forma significativa a resposta nociceptiva induzida pela inje¢cao de
glutamato co-administrado com CHA (agonista seletivo A4). ApoOs isso, foi
verificado que o 8-PT também reverteu o efeito antinociceptivo da inosina
demonstrando desta maneira que a ativacdo do receptor A, € necessaria para
o efeito periférico da inosina. Diferentemente dos resultados obtido na analise
do mecanismo sistémico, o agonista misto DPMA de receptores A, né&o
exerceu antinocicepgdo quando co-administrado com glutamato. Porém,
também nao demonstrou atividade nociceptiva, ou seja, ndo apresentou efeito

per se, assim como o antagonista para receptores Aa ZM241385. O mesmo
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antagonista nao alterou a resposta induzida pela inosina excluindo a
possibilidade do envolvimento do receptor A,a na antinocicepcéao periférica
exercida pela inosina. Portanto, nossos resultados corroboram em parte com
dados da literatura ja citados, onde demonstram que a atividade antinociceptiva
pode ser mediada pelo receptor A; (ver figura 21). Por outro lado,
demonstramos que o receptor A;a ndo esta envolvido na modulagdo da
transmissao nociceptiva perifericamente, ou seja, sua ativagdo nao foi pro e
nem antinociceptiva.

Assim, o uso de farmacos seletivos para receptores Aya € Agg utilizados
em experimentos in vitro e in vivo, serao muito importantes para esclarecer
inequivocadamente o envolvimento dos receptores A, na modulagao da dor, e
principalmente diferenciar a agdo de acordo com a localizagdo do receptor,
modelo de nocicepgédo utilizado, além da dose e seletividade do agonista ou
antagonista

Em sintese, os nossos dados demonstram claramente todo o potencial
da inosina como farmaco antinociceptivo, tendo em vista que a mesma foi
capaz de inibir a nocicepg¢ao avaliada em varios modelos de dor, por diferentes
vias de administragdo e mostrou-se eficaz por um periodo relativamente longo.
Além disso, este estudo também indicou os possiveis mecanismos de acao
ativados pela inosina para efetivacdo destes efeitos, e sugere a necessidade
de estudos adicionais com intuito de fortalecer o potencial terapéutico da

inosina como analgésica.
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Neurdnio de segunda ordem

Figura 19. Provaveis mecanismos envolvidos na agao antinociceptiva da
inosina sistemicamente. Via receptor A; a inosina pode exercer agao
antinociceptiva através da ativagdo dos canais de K*(1); inibigdo dos canais de
Ca?* e da liberagao de glutamato (2); inibicdo da via AC/AMPc (3). Via receptor
Aza a inosina pode exercer efeito antinociceptivo devido a ativagao do canais de
K* ativados por Ca®" (4); ativagdo dos canais de K ativados por ATP (5);
inibicao da liberagdo de CGRP e SP (6); inibicao do receptor ionotropico de
NMDA (7).
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Fibra aferente primaria

Figura 20. Provaveis mecanismos envolvidos na agao antinociceptiva da
inosina perifericamente. Via receptor A4, inibicdo da liberagdo de
neurotransmissores (1); ativagdo dos canais de K* (2); inibigdo dos canais de
Ca?* (3); inibicdo da via AC/AMPc (4). Via receptor Aza, ativacdo da via
AC/AMPc nao causou efeito (5). Ativagdo dos receptores glutamatérgicos
NMDA e nao-NMDA e liberagdo de adenosina (6); conversdo da adenosina em
inosina pela adenosina desaminase (ADA) e consequente ativacdo dos
receptores de adenosina (7).
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

- A inosina possui atividade antinociceptiva quando administrada
sistémica, central e perifericamente nos modelos de nocicep¢ao induzida pelo
acido acético, formalina e glutamato. Além disso, a inosina em doses elevadas
nao causou nenhum déficit locomotor ou efeito colateral aparente.

- A atividade antinociceptiva da inosina € dependente das fibras

aferentes sensiveis a capsaicina e da proteina Gy sensivel a toxina Pertussis.

- Sistemicamente, a atividade antinociceptiva da inosina envolve a

ativacao dos receptores A¢ e Aza, mas nao o receptor Agg.

- Perifericamente, a atividade antinociceptiva da inosina envolve a

ativacao do receptor A1, mas nao o receptor Aga.
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Tabela 2. Valores de Dlsg e inibigdes da inosina, adenosina e farmacos
referéncias para tratamento da dor.

Farmaco Modelo Via Dlso(int. de confianga) Inib (%)
Inosina Acido Acético i.p. 1,96 (0,64-5,99) 8616
Inosina Acido Acético V.0. 139,7 (105,90-164,09) 6915
Inosina Acido Acético i.t. 4,19 (3,50-5,00) 72+5
Inosina Acido Acético i.C.V. 0,27 (0,21-0,34) 56 + 6

Adenosina Acido Acético i.p. 25,12 (15,58 - 33,31) 91+12
Inosina Formalina F1 i.p. NA NA
Inosina Formalina F2 i.p. 6,4 (5,41-7,50) 96+2
Inosina Glutamato i.p. 0,60 (0,41-0,87) 6915
Inosina Glutamato i.pl. 12,35 (6,87-18,32) 567
Morfina Acido Acético s.C. 0,56 (0,29-1,11) 100 *

Indometacina  Acido Acético i.p. 0,23 (0,06-0,75) 100*
Morfina Formalina F2 S.C. 0,4 (0,1-0,9) 100**

Indometacina  Formalina F2 i.p. 3 (0,5-18,1) 79**
Morfina Acido Acético s.C. 0,21 (0,13 -0,29) NA***
Morfina Acido Acético S.C. 0,2 (0,15-0,27) NA****

* (Millan, 1994) ** (Seguin, Le Marouille-Girardon et al., 1995) *** (Miranda e
Pinardi, 1998) **** (Boschi, Desiles et al., 1983).

As diferentes doses de inosina administradas por varias vias para causar
efeito antinociceptivo em modelos distintos, fornecem diferentes valores de Dlsg
(ver tabela abaixo). A comparacdo entre estes valores é interessante
porquepode sugerir efeitos farmacocinéticos e indicar melhores vias e/ou
modelos para posteriores estudos com a inosina. Além disso, a tabela 2 traz

dados com farmacos utilizados clinicamente no tratamento da dor, e suas
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respectivas Dlsp e porcentagem de inibigGo em modelos animais de

nocicepgao.



