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i.p.) e COC (20 mg/kg, i.p.). O efeito antinociceptivo induzido por MAZ (5 mg/kg, i.p.) e
COC (20 mg/kg, i.p.) foi bloqueado por haloperidol (0,2 mg/kg, i.p.), sulpirida (5 mg/kg,
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tratamento combinado de MAZ (1,25 mg/kg, i.p.), LID (10 mg/kg, i.p) com MOR (2 mg/kg,
i.p.) causou efeito aditivo significante. O tratamento prévio i.t. com sulpirida (16 ug/ul) e
naloxona (1,2 ug/pl) reverteu a resposta analgésica induzida por MAZ (5 mg/kg, i.p.). Além
disso, foi observado que o edema de pata dos animais tratados com veiculo ndo diferiu
significativamente dos animais tratados (i.p.) com MAZ (1,25; 2,5 e 5 mg/kg), LID (10, 20 e
30 mg/kg) e COC (20 mg/kg). Em concluséo, esses resultados sugerem que MAZ, LID e
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~ dopaminérgico, envolvendo principalmente receptores D,, e 0 sistema opidide, parecem ter

papel importante na resposta analgésica do MAZ. O mecanismo envolvido no efeito
antinociceptivo da LID permanece obscuro.
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RESUMO

O presente trabalho foi efetuado com o objetivo de investigar o efeito
antinociceptivo do mazindol (MAZ), anorexigeno bastante utilizado em nosso
meio, e da lidocaina (LID), conhecido anestésico local, por administragéo
intraperitoneal (i.p.), intratecal (i.t) e intracerebroventricular (i.c.v.) em
camundongos no teste da formalina. Como controle positivo, um grupo adicional
de animais foi testado apos a administragdo de cocaina (COC). Além disso,
verificou-se a ocorréncia do fenomeno de sensibilizagdo, apés a administragdo
repetida de MAZ, LID e COC. O envolvimento dos sistemas dopaminérgico
(DAérgico) e opidide sobre as respostas induzidas por essas drogas foi avaliado
por meio de antagonistas especificos. Também foi investigado a influéncia da
associacdo dessas drogas com a morfina (MOR) e a participacao de MAZ, LID e
COC no edema de pata induzido por formalina. A capacitagdo motora dos animais
apoés os diferentes tratamentos foi testada no ‘“rota-rod”. Os resultados
demonstraram que os animais tratados (i.p.) com MAZ. (1,25; 2,5; 5 e 10 mg/kg),
LID (10, 20 e 30 mg/kg) e COC (20 mg/kg) causaram reducdo significante no
tempo de lambida das patas em relacdo aos animais controle. A administragcéo
repetida de LID (10 mg/kg, i.p.) induziu sensibilizagdo farmacolégica ao seu efeito
analgésico, porém essa resposta nao foi evidenciada com MAZ (1,25 mg/kg) e
COC (20 mg/kg). O efeito analgésico induzido por MAZ (5 mg/kg) e COC (20
mg/kg) foi inibido na presenga de haloperidol (0,2 mg/kg, i.p.) e sulpirida (5 mg/kg,
i.p.), antagonistas que se ligam preferentemente em receptores D,, mas ndo na
presenca de SCH 23390 (0,03 mg/kg, i.p.), antagonista seletivo de receptores D;.
A resposta antinociceptiva do MAZ (5 mg/kg, i.p.) também foi revertida na
presenca de naloxona (2 mg/kg, i.p.), antagonista opidide. Entretanto, a resposta
antinociceptiva induzida por LID n&o foi revertida por nenhum dos antagonistas
utilizados. Por outro lado, o0 MAZ (1,25 mg/kg, i.p.) e a LID (10 mg/kg, i.p.) em
associacdo com a MOR (2 mg/kg, s.c.) apresentaram significante efeito aditivo.

Também foi observado que tanto os animais testados via i.t. como os tratados



i.cv. com MAZ LID (5 10 e 20 ug/ut) e COC (20 ng/ul), induziram efeito
antinociceptivo significante. O tratamento prévio (i.t) com: sulpirida (16 pg/ul) e
naloxona (1,2 ug/pl) inibiu a resposta analgésica induzida por MAZ. (5 mg/kg, i.p.)
confirmando experimentos anteriores. O teste de edema de pata de animais
tratados (i.p.) com MAZ (1,25; 2,5 e 5 mg/kg), LID (10, 20 e 30 mg/kg) e COC (20
mg/kg) nao diferiu significativamente dos animais controle. Nenhum dos
tratamentos utilizados: afetou a: coordenacéo motora dos animais. Em conclusao,
esses resultados. sugerem que o MAZ e a LID possuem propriedades -
antinociceptivas em camundongos possivelmente envolvendo sitios medulares e
supra-medulares. Além disso, os resultados confirmam: quee.a- COC possui
propriedade antinociceptiva no teste da formalina. Os sistemas Daérgico,
envolvendo principalmente receptores D, e opibide parecem desempenhar
papel importante nas: agbes antinociceptivas do MAZ. O tratamento. prévio. com
antagonistas DAérgico e opidide ndo afetaram a resposta analgésica induzida: por
LID.



1 -INTRODUGAO

A maioria das enfermidades da humanidade ¢ acompanhada por dor.
Embora a dor seja uma sensagdo conhecida a todos, ela é considerada uma
manifestagio sensorial complexa ¢ pode ser influenciada por fatores tanto
fisiologicos quanto psicologicos.

A dor, de acordo com a Associa¢do Internacional para o Estudo da Dor, é
definida como uma experiéncia sensorial € emocional desagradavel, associada
com dano tecidual real ou potencial (MERSKEY, 1979). Mesmo sendo dificil
definir objetivamente a dor, deve-se considerar que ela seja um sinal .de alerta,
resultante de um dano a algum tecido do organismo (DRAY et alli 1994).

A dor possui dois componentes importantes: 0 componente sensorial € 0
componente emocional/afetivo. O componente sensorial corresponde ao
mecanismo neurofisioldgico, permitindo, por meio da ativagdo de receptores, a
transmissio e a interpretagio do estimulo nocivo. O componente
emocional/afetivo corresponde a percepg¢do da dor pelo _ind_i_viduo, seguindo-se
a tomada de consciéncia e a reagio (RAMABADRAN e BAN SINATH, 1986).
Fica claro que a dor é um fenémeno complexo que mobiliza todo o sistema
nervoso, com uma importante rea¢do afetiva. Ela ndo é, ponanto;
experimentada por todos da mesma forma.

Quanto aos mecanismos fisiopatologicos, a dor pode se dar por

nocicepg¢do, decorrente da ativagdo de receptores sensoriais especializados, e



por deaferentagiio, que ocorre em area que foi desnervada parcial ou totalmente
(SAKATA ¢ GOZZANI, 1994).

Apresenta-se ainda de forma aguda ou cronica. Na dor aguda existe uma
causa bem definida com um curso temporal caracteristico, desaparecendo tdo
logo ocorra a cura da injuria. O rapido inicio da dor é referido como
componente fasico, enquanto que a fase insidiosa, persistente, € referida como
componente tonico. O componente tOnico da-se como meio de propiciar
repouso, cuidados e protegdo a area lesada, a fim de facilitar a cura. Na dor
crOnica, 0 componente tOnico pode persistir mesmo apds a cura da injuria
(MELZACK e WALL, 1991).

Para que sejam percebidas sensagdes tdo diferentes como calor, frio,
pressdo e tato, existem na pele muitos receptores diferentes, denominados
nociceptores. Esses receptores caracterizam-se¢ por conter uma estrutura
particular, especifica, necessaria para transformar o estimulo em impulso‘
nervoso. Os ﬁociceptores representam, anatomicamente, a parte terminal das"vj
fibras nervosas sensoriais, sendo alguns sensiveis a estimulos dolorosos
mecanicos € outros sensiveis a estimulos térmicos e quimicos (JESSELL e
KELLY, 1991). As fibras nervosas que partem de todos esses receptores se
unem para formar os nervos sensitivos, que levam, entdo, as diferentes
informagdes até os centros nervosos.

Ja é fato conhecido a liberagdo de substincias quimicas, denominadas de

algiogénicas ou algogenas, assim como bradicinina (BK), prostaglandinas
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(PGs), leucotrienos, histamina (HIS), serofonjna (5-HT), substancia P (SP), ion
hidrogénio etc., na area vizinha a lesdo celular, no momento em que esta ocorre
(BESSON e CHAOUDI, 1987; RAJA e MEYER, 1988; WOOLF, 1989). Tais
substancias podem sensibilizar € ativar as terminagdes de ﬁbras periféricas A9,
pobremente mielinizadas, e de fibras periféricas C, ndo mielinizadas, cujos
corpos celulares estio localizados no ganglio da raiz dorsal (JESSELL e
KELLY, 1991).

Por outro lado, a estimulagdo de fibras aferentes primarias provoca, por
meio de reflexo no axémio, a liberagdo de SP, neurocinina-A e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina, que produzem o extravasamento de plasma,
com formagio de edema, ¢ a liberagdo de mais HIS e mais 5-HT. Esse estimulo
promove a liberagdo de neurotransmissores na medula espinhal, resultando na
ativagio de um segundo neurdnio e também das wvias ascendentes que
transmitem a dor para os centros supra-espinhais. A SP e os receptores N-
methyl-D-aspartato, possuem papel importante na transmissédo entre o aferente
primario € o sistema nervoso central (SNC) (BESSON e CHAOUDI, 1987,
RAJA e MEYER, 1988; WOOLF, 1989; HALEY et alli 1990).

As vias importantes para a transmissdo da dor sdo: a neoespinotaldmica, a
paleoespinotaldmica, a espinorreticular ¢ a espinomesencefalica (BESSON e
CHAOUDI, 1987; WOOLF, 1989).

A via neoespinotalimica ¢é wuma wvia de condugdo rapida da dor,

constituida principalmente por fibras Ad. Essa via s6 faz projecdo no cortex



somatossensorial apds atingir o nicleo taldimico ventropdstero-lateral e a parte
medial do talamo posterior, estando relacionada com a percepgdo da dor aguda
e bem localizada. |

A via paleoespinotalimica é constituida principalmente de fibras C, de
baixa velocidade de condugdo, faz sinapse no sistema limbico, nos niucleos
intralaminares do complexo taldmico, com proje¢do cortical difusa. As
alteragdes emocionais da dor estdo relacionadas com essa via.

A via espinorreticular projeta-se no quadrante anterolateral do cordio
espinhal -¢ é considerada uma alternativa importante para a transmissao da dor.

A via espinomesencefélicé, faz projecdo com a formagdo reticular
mesencefalica, com a parte lateral da substincia cinzenta periaquedutal € com
outras regides do mesencéfalo (SAKATA e GOZZANI, 1994).

Essa transferéncia de informagﬁes nociceptivas da medula espinhal para -
niveis supra-segmentares sofre alteragdes intensas devido a paﬁicipagﬁok de
influéncias modulatérias da dor, sendo que um dos mecanismos de modulagdo
ocorre na substincia gelatinosa de Roland, 1amina IT da medula espinhal.

Esse controle é feito por fibras aferentes periféricas e por vias
descendentes. As fibras periféricas de grande didmetro (AB) ativam as células
da substincia gelatinosa, e estas bloqueiam a transferéncia das informacdes
entre os aferentes nociceptivos € os neurénios da medula espinhal. Por outro
lado, a modulagdo da dor feita pelas vias descendentes ocorre a partir de

diversas estruturas supra-espinhais, assim como a substincia cinzenta



periaquedutal, o talamo, o hipotalamo, o micleo caudado, o nucleo magno da
rafe, o nucleo gigantocelular e outras (DUGGAN ¢ MORTON, 1988; WILLIS,
1988), com a liberagio de neurotransmissores inibitérios, como 5-HT,
encefalina e noradrenalina (NOR) ( HERTZ e MILLAN, 1988; ZEMLAN et
alli 1988; BONICA, 1990).

N0 esté claro se animais percebem a dor no mesmo padrdo de humanos e
se sdo similares as vias de transmissio de mensagens nociceptivas,
transmissores cerebrais e receptores. Sabe-se, no entanto, que humanos podem
expressar e distinguir uma grande variedade de sensagdes dolorosas, enquanto
animais podem exibir somente disturbios autondmicos e/ou somatomotores
como, por exemplo, as respostas. demonstradas no teste de retirada da cauda e
no teste das contor¢des abdominais, que requerem um alto grau de coordenagéo
motora sensorial (RAMABADRAN e BANSINATH, 1986).

Varios modelos experimentais tém sido desenvolvidos para quantificar a
dor em animais. Os mais utilizados sdo: o teste da formalina, o teste da placa
quente, o teste de imersdo da cauda, o teste de contor¢des abdominais ¢ o teste
de retirada da cauda. |

O modelo experimental que parece induzir um tipo de dor mais préoximo a
dor humana. é o teste da formalina. Esse teste foi descrito em 1977 por
Dubuisson e Dennis, que utilizaram ratos e gatos para analisar o efeito
analgésico da morfina (MOR) e da meperidina, além de observar o efeito do

estimulo elétrico sobre a substdncia cinzenta periaquedutal. Atualmente o teste



da formalina é muito utilizado para a pesquisa de drogas analgésicas, visto que
a dor continua e a analgesia podem ser observadas em animais com
movimentagdo livre, refletindo, dessa forma, uma situagdo semelhante a dor
patologica (DUBUISSON e DENNIS, 1977).

A inje¢do de formalina na superficie intraplantar da pata posterior do
animal induz respostas comportamentais relacionadas a dor, como lambida,
mordida, elevag¢do ou sacudidela da pata (TJJLSEN et alli 1992).

Um perfil importante no teste da formalina em roedores & que 0s animais
mostram duas fases distintas de comportamento nociceptivo (DUBUISSON e
DENNIS, 1977, HUNSKAAR e HOLE,1987;, ROSLAND, 1991): a primeira
fase inicia-se imediatamente apés a inje¢do de formalina, dura em torno de 3 a
5 minutos e é caracterizada pela estimulagdo quimica direta de nociceptores
(HUNSKAAR et alli 1985), evocando ativagdo das fibras C (HEAPY et alli
1987); subseqiientemente, ha um periodo de 10 a 15 minutos, em que os
animais exibem pouco comportamento sugestivo de nocicepgdo; a segunda fase
inicia aproximadamente 15 a 20 minutos apds a inje¢do de formalina ¢ dura
entre 20 ¢ 40 minutos (HUNSKAAR e HOLE, 1987; ROSLAND et alli 1990).

E bastante conhecido que a segunda fase do teste da formalina ¢é
acompanhada por edema de pata devido a liberagio de mediadores
inﬂémat(’)rios\ (HUNSKAAR et alli 1985; HUNSKAAR e HOLE, 1987,

MURRAU et alli 1988) sendo que, recentemente, foi demonstrado o



envolvimento de receptores B, mas ndo B, da BK nessa resposta (CORREA e
CALIXTO (1993).

A dor tOnica observada no teste da formalina, proveniente do estimulo
quimico, é associada com a dor continua que se segue a lesdo tecidual. Por
outro lado, testes que envolvem estimulos de origem térmica, elétrica ou
mecanica, estdo envolvidos com dor breve, sem dano tecidual, referida algumas:
vezes como dor fasica (DENNIS e MELZACK, 1979).

E sugerido que a dor, em diferentes formas de manifestagdo, possa ser
modulada por diferentes sistemas supressores (AKIL et alli 1976).

Sabe-se, no entanto, que as bases neuroquimicas da analgesia no teste da
formalina sdo diferentes das identificadas em testes de reflexo de retirada. Em
particular, fibras descendentes serotoninérgicas e outras, no fasciculo dorso
lateral, medeiam a analgesia opidide observada no teste de retirada da cauda,
enquanto que lesdo nessa area ndo atenua a analgesia opidide demonstrada no
teste da formalina (ABBOTT e MELZACK, 1982; ABBOTT e YOUNG,

1988).

Ha varias evidéncias de que o sistema opidide envolve trés grandes classes
de receptores no SNC, designados de p, k € d, bem como a indicagdo de
subtipos dentro de cada classe (W, W2, K1, K2, K3, 81 € &,). Baseado em estudos
com animais experimentais (ratos ¢ camundongos), sugere-se que a analgesia
supra-medular envolve os subtipos p;, K3, 8; € 8;, enquanto que os subtipos p,,

K1 € também &, parecem estar implicados com a analgesia em nivel medular



(PASTERNAK, 1993). A MOR, por exemplo, pode causar analgesia em nivel
medular () ou supra-medular (u;), entretanto, quando essa droga ¢
administrada sistemicamente, ela age predominantemente em receptores Ly
(REISINE e PASTERNAK, 1996).

Com base em dados anatémicos, neuroquimicos € comportamentais,
sugere-se o envolvimento do sistema monoaminérgico cereﬁral no controle da
nocicep¢do (para revisdo ver PERT‘,VY 1987), tendo varios estudos (MICHAEL-
TITUS et alli 1990; MORGAN e FRANKLIN, 1991; SUAUDEAU e
COSTENTIN, 1995) demonstrado que o sistema doi)aminérgico (DAérgico),
possivelmente, tem papel importante na produgdo de analgesia. Um exemplo
claro desse envolvimento € a presenca de efeitos antinociceptivos evidenciados
com 0 uso de agonistas da dopamina (DA), assim como d-anfetamina, cocaina
(COC) e apomorfina (APO) (DENNIS e MELZACK, 1983; LIN et alli 1989,
MORGAN e FRANKLIN, 1990). Estudos desenvolvidos por numerosos
pesquisadores (YAKSH et alli 1981; BASBAUM e FIELDS, 1984; BESSON
e CHAOUDI, 1987, KURAISHI et alli 1987, OLIVERAS e BESSON, 1992)
demonstraram que, em animais experimentais, a éstimulag:ﬁo elétrica, de
nicleos celulares de fibras aminérgicas, se projeta sobre a medula espinhal
onde -ocorre: a inibigdo da ativagdo das células provocada por estimulo
nociceptivo; acrescentando também que a administra¢do intratecal (i.t.) de 5-
HT, de NOR e de DA ou de agonistas desses mediadores produzem analgesia

em nivel medular.



Com base em critérios farmacoldgicos e bioquimicos (KEBABIAN e
CALNE, 1979) foram identificados, inicialmente, dois subtipos de receptores
da DA, denominados D, € D,. Posteriormente, foi definido, por meio da biolo-
gia molecular, a existéncia de trés novos receptores, sendo denominados D, D,
¢ Ds. Os receptores D; ¢ Ds estimulam a édenilato ciclase enquanto os re-
ceptores D, estdo acoplados a vérios sistemas efetores, incluindo inibi¢do da
adenilato ciclase, inibi¢do da mobiliza¢do de calcio, abertura da corrente de
potéssio. O sistema efetor envolvido com o receptor D; inclui a inibigdo da mo-
bilizagdo de calcio, podendo esse receptor estar acoplado a proteina G, en-

quanto o receptor D, inibe a adenilato ciclase.

O efeito antinociceptivo da DA parece envolver predominantemente o re-
ceptor DAérgico D,, uma vez que a analgesia induzida por DA administrada
por via i.t. foi inibida por sulpirida (SUL), antagonista de receptor D, € néo por
SCH 23390 (SCH), antagonista seletivo de receptor D, (LIU et alli 1992). De
maneira semelhante, GONZALEZ-RIOS et alli (1986) observaram que o efeito
antinociceptivo causado por APO, agonista direto de receptores D; e D,, foi re-
vertido por SUL e por naloxona (NAL). Utilizando-se antagonistas seletivos 6
opidides ¢ inibidores de encefalinases foi possivel sugerir que a analgesia da
APO ndo envolve uma ligagdo encefalinérgica (MICHAEL-TITUS et alli 1990)
mas, juntamente com RU 24926, agonista seletivo de receptor D,, 0 meca-

nismo de a¢do dessas drogas, possivelmente, envolve um opidide endégeno que
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age em receptores opidides do tipo p (MICHAEL-TITUS et alli 1990;

SUAUDEAU e COSTENTIN, 1995).

0
< > i
c-0

Figura 1 - Estrutura quimica da cocaina

A DA é considerada um importante neurotransmissor relacionado aos
efeitos\ subjetivos da COC {éster metilico do acido [1R-(exo,ex0)]-3-
(benzoiloxi) - 8 - metil - 8 - azabiciclo [3.2.1] — octano — 2 - carboxilico} (CUN-
NINGHAM ¢ CALLAHAN, 1991; CUNNINGHAM et alli 1991; CAINE e
KOOB, 1993). Pelo fato de a COC (Figura 1) aumentar indiretamente os niveis
extracelulares de aminas biogénicas no SNC, sugere-se que ela possa ter uma
potente propriedade analgésica sistémica em animais (LIN et alli 1989; PER-
TOVAARA et alli 1990, 1991) e na espécie humana (YANG et alli 1982),

sendo essa agdo independente de sua atividade hipertensiva ( LIN et alli 1989)
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ou anestésica local (PERTOVAARA et alli 1988) e mediada, pelo menos em
parte, por mecanismos DAérgicos (LIN et alli 1989). A compreensdo atual so-
bre o mecanismo principal pelo qual a COC age sobre neurdnios monoaminér-
gicos € o bloqueio do transporte de recaptagdo (RITZ et alli 1987; YI e JOHN-
SON, 1990), produzindo, conseqiientemente, uma elevagdo dos niveis extrace-
lulares do neurotransmissor, com posterior qtivagﬁo do receptor.

Sabe-se que a administragio aguda de COC promove aumento na ativi-
dade locomotora, caracterizada por farejamento compulsivo, movimento lateral
com a cabega, movimento repetido com a pata dianteira € agdo de levantar
(POST e ROSE, 1976) ), podendo esses comportamentos ser bloqueados por
tratamento prévio, utilizando-se antagonistas de receptor da DA, ou produ-
zindo-se lesGes da via DAérgica (KELLY e IVERSEN, 1975; RITZ et alli
1988), o que sugere que neurdnios DAérgicos podem desempenhar importante
papel na mediagdo desses efeitos (KALIVAS ¢ STEWART, v1991). Por outro
lado, estudos recentes tém demonstrado que animais tratados de forma repetida
com COC apresentam. sensibilizagdo farmacoldgica (ALOYO et alli 1995,
MATTINGLY et alli 1996; ELMER et alli 1996, KURIBARA, 1996).

No contexto do estudo de drogas, a sensibilizagdo farmacolégica refere-
se a um aumento do efeito de uma dada droga pela administragdo repetida ou a
um deslocamento da curva dose-resposta para a esquerda (STEWART e BA-
DIANI, 1993) podendo tal sensibilizagdo desenvolver-se como resposta a um

efeito particular de uma droga e ndo a outro. Alguns autores mostraram ainda a
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existéncia de uma variagdo individual na suscetibilidade a sensibilizagio far-
macolédgica (LEITH e KUCZENSKI, 1982; SEGAL e KUCZENSKI, V1987),
sendo que a diferenga sexual pode ser um fator contribuinte nessa variagdo
(CAMP e ROBINSON, 1988a; FORGIE e STEWART, 1993; ZANIN e TA- -

KAHASHI, 1994).

Cl

g
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N

Figura 2 - Estrutura quimica do mazindol

Por outro lado, o mazindol (5-hidroxi-5-p-clorofenil-2,3-dihidro-5H-
imidazo-2,1-d-isoindol) (MAZ) droga anorexigena ndo-feniletilamina, conhe-
cida por bloquear 0 mecanismo de captagdo de catecolaminas (KRUK e ZAR-
RINDAST, 1976; JAVITCH et alli .1983; BENNET et alli 1993), liga-se com
alta afinidade no mesmo sitio de ligagdo da COC (JAVITCH et alli 1983). Pos-
sivelmente, pelo fato de o mecanismo de agdo do MAZ (Figura 2) ser seme-

Ihante ao da COC, ele mostra um perfil farmacoldégico similar observado em
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modelos animais, induzindo aumento da atividade locomotora, comportamento
de girar, estereotipias € aumento da temperatura corporal (KRUK e ZARRIN-
DAST, 1976, ZAMBOTTI et alli 1976).

Estudos desenvolvidos anteriormente sobre a auto-administragdo de
MAZ tém demonstrado que essa droga é auto-administrada por alguns animais
(RISNER e SILCOX, 1981; WILSON e SCHUSTER, 1991), enquanto parece
haver risco minimo de abuso na espécie humana (CHAIT et alli 1987). Con-
forme mencionado anteriormente, as respostas de MAZ sdo relacionadas as da
COC em animais treinados para discriminar COC de placebo, sugerindo que
esses compostos compartilham efeitos estimulatorios discriminativos similares
(KLEVEN et alli 1990; WITKIN et alli 1991; MANSBACH e BALSTER,
1993).

Em virtude de 0 MAZ ser conhecido por agir primariamente, ainda que
ndo exclusivamente, inibindo a captagdo de DA (JAVITCH et alli 1984;
POGUN et alli 1991) e, considerando observagdes prévias, acima citadas, é
provavel que os efeitos induzidos por MAZ possam envolver o sistema DAér-
gico.

Também tem sido observado que o sistema neuronal DAérgico parece
desempenhar papel importante no efeito anorexigeno do MAZ. Estudos reali-
zados por KRUK ¢ ZARRINDAST (1976) evidenciaram que pimozida, um
antagonista dopaminérgico D, antagonizou a anorexia de MAZ e anfetamina

(ANF), porém a reversdo ndo ocorreu com metergolina, um bloqueador es-
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pecifico de receptores 5-HT, indicandé que a ativagdo de receptores da DA
possivelmente medeia respostas anorexigenas. A implicagdo do sistema
noradrenérgico é eliminada, uma vez que, a aplicagdo di’r.etaa. de NOR ou de
substincias que estimulam o-adrenoceptores estimulam a fome em animais
saciados, sendo que esse efeito pode ser antagonizado por agentes bloqueadores:
de a-adrenoceptores (BROEKKAMP e VAN ROSSUM, 1972; KRUK, 1973).
Como ja citado anteriormente, ha varias evidéncias indicando que animais
tratados com COC apresentam propriedades analgésicas em: varios modelos ex-
perimentais (LIN et alli 1989; KIRITSY-ROY et alli 1994, GATCH et alli
1995; SCHUELKE et alli 1996). Da mesma forma que a COC, outros anestési-
cos locais, assim como a lidocaina (LID), a dimetocaina e a procaina. t€ém de-
monstrado ser antinocicéptivos. (BIELLA e SOTGIU, 1993; RIGON ¢ TAKA-

HASHI, 1996).
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Figura 3 - Estrutura quimica da lidocaina

ALID [2-(dietilamino)-N—(Z,_6-dimetilfenil) acetamida)] foi sintetizada em 1943,
por Lofgren, e é hoje considerada o prototipo dos anestésicos locais (Figura 3).
E absorvida rapidamente apos administragio parenteral e trato gastrointestinal e
respiratorio. Na presenga de um vasoconstritor, como, por exemplo, a epine-
frina, sua absorgédo e toxicidade sdo diminuidas, e a duragdo de agdo é prolon-
gada. A biotransformacdo da LID ocorre em nivel hepatico, por oxidases de
funcdo mista, produzindo monoetilglicina xilidida e glicina xilidida, que pos-
suem propriedades anestésicas (TUCKER e MATHER, 1988).

Tem-se observado que a LID, quando administrada sistemicamente,
produz analgesia em varias condi¢cdes dolorosas (BOAS et alli 1982; CAS-
SUTO et alli 1985). Resultados de experimentos recentes desenvolvidos por
RIGON e TAKAHASHI (1996) revelaram que a administragdo sistémica de

LID aumentou significativamente as laténcias para os testes de retirada da
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cauda e de placa quente e reduziu, de modo dependente da dose, 0 nimero de
contor¢des induzidas por acido acético em camundongos (WOOLF e WIE-
SENFELD-HALLIN, 1985; BIELLA et alli 1993; BIELLA e¢ SOTGIU, 1993;
COURTEIX et alli 1994).

Enquanto alguns estudos registram que o efeito inibitorio seletivo da LID
sobre a transmissdo nociceptiva pode ser mediada centralmente (WOOLF e
WIESENFELD-HALLIN, 1985; TASKER et alli 1987; BACH et alli 1990,
SOTGIU et alli 1991; BIELLA et alli 1993; COURTEIX et alli 1994), outros
tém encontrado resultados negativos. Por exemplo, WIESENFELD-HALLIN e
LINDBLON (1985) registraram que a LID ndo produz antinocicepg¢do em ratos
e GRANT et alli (1993) mostraram que a administra¢do sistémica de LID em
camundongos ndo aumenta a laténcia no teste de retirada da cauda.

Em virtude da forte semelhanga existente entre a COC e alguns anestési-
cos locais quanto as suas estruturas quimicas e pelo fato da existéncia de
evidéncias indicando que COC e anestésicos locais competem por um sitio co-
mum de captagdo de DA (RITZ et alli 1988), poderia se supor que esses agen-
tes também apresentariam efeito similar sobre o SNC, ou seja, produziriam
efeitos tipo-cocaina. Confirmando parcialmente esses dados, estudos desenvol-
vidos recentemente por GRAHAM et alli (1995) demonstraram que os efeitos
comportamentais evidenciados por anestésicos locais do grupo éster, assim

como, COC, dimetocaina e procaina sdo provenientes do aumento de DA
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sinaptica, enquanto que anestésicos locais do grupo amida, como por exemplo a
lidocaina, parece ndo afetar o metabolismo DAérgico.

Diante do relatado, observa-se: que MAZ, além de seu efeito anorético,
produz efeitos- comportamentais relacionados a psicoestixﬁulantes como COC e
ANF; nfo ha, porém, nenhuma informag#o, pelo menos de que se tenha conhe-
cimento, de propriedades antinociceptivas dessa droga. Por outro lado, a LID é
conhecida por seus efeitos analgésicos e anestésicos locais. Logo, o estudo re-
alizado foi direcionado com o objetivo de investigar, por meio do teste da for-
malina, a agdo antinociceptiva do MAZ e da LID, bem como de avaliar o
possivel envolvimento dos sistemas DAérgico e opidide nas respostas induzidas
por essas-drogas. Também foi investigado a ocorréncia do fendmeno de sensi-
bilizagdo com MAZ ¢ LID, e verificado, de forma preliminar, a participagdo
dessas drogas no edema de pata, produzido por injegdo intraplantar de forma-
lina.

Pelo fato de a COC ser conhecida por seus efeitos estimulantes, analgési-
cos e anestésicos locais e envolver mecanismos de agdo em comum com O
MAZ e a LID, utilizou-se essa droga como controle positivo em todos os proto-

colos experimentais.
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2 - OBJETIVOS

-Comparar o possivel efeito antinociceptivo do MAZ, da LID e da COC,
administrados por via intraperitoneal, intratecal e intraéerebroventricular;. no

teste da formalina em camundongos.

-Investigar se a administragdo repetida (10 dias) por via intraperitoneal do
MAZ, da LID e da COC, em baixas dosgs, induz sensibilizagdo farmacologica

ao efeito antinociceptivo.

-Investigar o envolvimento dos sistemas DAérgico e opidide no efeito antinoci-

ceptivo causado pela administragéo intraperitoneal do MAZ, da LID e da COC.

-Verificar se a associagdo MAZ+MOR, LID+MOR ¢ COC+MOR tém alguma
influéncia na analgesia causada pela administragdo isolada de cada uma dessas

drogas.

-Verificar o efeito do MAZ, da LID e da COC no edema de pata produzido por

injecdo intraplantar de formalina.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Utilizou-se: camundongos albinos Swiss machos, com aproximadamente
3 meses de idade, pesando entre 30 e 40 gramas, provenientes do Biotério do
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Dois dias antes do experimento, os animais foram. distribuidos em
caixas de plastico com serragem, em grupos de 6, e ali mantidos em tempera-
tura controlada (23 + 1°C), em ciclo claro ¢ escuro de 12 horas (6h - 18h), com
livre acesso a agua e a comida, exceto durante as sessdes de teste. Cada animal

foi utilizado uma unica vez.

- 3.2 - Medida da Antinocicepg¢ao

O efeito antinociceptivo foi avaliado por meio do teste da formalina.
Utilizou-se um funil de vidro, com 17 cm de didmetro, onde, antes de serem
testados, os animais foram mantidos durante 5 minutos, a fim de permitir a
adaptagdo ao novo ambiente (SHIBATA et alli 1989). Um espelho foi colocado
num angulo de 45° atras do fuml, para facilitgr a observagdo das respostas.
Cada amimal foi avaliado separadamente.

Apbs a administragio das drogas e do veiculo (VEIC), cada camundongo
recebeu 20 ul de formalina a 2,5% por via sub-cutinea (s.c.), na superficie in-

traplantar da pata posterior direita, sendo, apds, recolocado no ambiente ex-
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perimental previamente conhecido. Observou-se, a seguir, o tempo de lambida
ou de mordida da pata (WHELLER et alli 1988), em duas diferentes fases: a
primeira, quando decorridos de 0 a 5 minutos; e a segunda, quando decorridos
de 15 a 30 minutos da administracdo de formalina (HUNSKAAR e¢ HOLE,

1987).

3.3 - Administracgao intratecal

Para a administragdo i.t., utilizou-se um suporte convexo onde os animais
foram colocados em decubito ventral, de forma que a coluna vertebral ficasse
arqueada e o local da inje¢do exposto, facilitando a administrago das' drogas ou
do VEIC. Inicialmente, os camundongos foram anestesiados. levemente com
éter etilico, com o objetivo de facilitar a administragdo i.t. €, em seguida, foram
colocados sobre o suporte. Uma agulha de insulina, conectada, por meio de um
cateter, a uma seringa de Hamilton de 10 pl, foi entdo inserida no canal medu-
lar entre as vértebras Ls e Lg dorsal (HYLDEN ¢ WILCOX, 1980) por onde
as drogas e o VEIC foram administrados.

Ao término de cada experimento, os animais foram sacrificados com éter
etilico, em recipiente fechado, e, em seguida, a coluna vertebral foi seccionada,
com o objetivo de visualizar o correto local da inje¢do. A presenga do corante:
no canal medular foi considerada como indicador de sucesso na pungdo lombar,

porcentagem de acerto em torno de 90%, sendo descartados os demais animais.
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‘3.4 - Administragao intracerebroventricular

Inicialmente, os animais foram anestesiados levemente com éter etilico,
com o objetivo de facilitar a administragio intracerebroventricular (i.c.v.).

Nessa técnica, utilizou-se um volume fixo de 5 ul, administrado, direta-
mente no ventriculo lateral, sem o uso de estereotaxico, no grupo tratado com
VEIC e nos grupos tratados com MAZ, LID e COC, por meio de uma agulha de
insulina, conectada, por intermédio de um catéter, &8 uma seringa de Hamilton
de 10 pl. Para a padronizag¢do da profundidade da administragdo i.c.v., utilizou-
se apenas 3,2 mm da extremidade final da agulha, sendo o seu restante, prote-
gido por uma pequena borracha (LAURSEN E BELKNAP, 1986). Apés 5 mi-
nutos de espera em uma caixa de plastico com serragem, os animais foram
avaliados pelo teste da formalina e, ao término de cada experimento, sacrifica-
dos, por meio de inalagdo de éter etiliéo, em recipiente fechado.

Para visualizar o correto local da administragio i.c.v., foi retirada a pele
sobre a caixa craniana de cada animal e exposta a area do local da inje¢do. Os
resultados de animais que nio apresentaram perfeitas condi¢Bes técnicas na

administragdo das drogas e do VEIC n#io foram considerados.

3.5 - Coordenagao motora “rota-rod”

Os camundongos foram testados no “rota-rod”, aparelho que consiste de
uma roda rotatoria de 2,5 cm de didmetro, envolvida com lixa, girando numa

velocidade de 7 r.p.m. (DUNHAN e MIYA, 1957). Uma selegio prévia foi feita
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24 horas antes do experimento, e somente os camundongos que permaneceram
em equilibrio no aparelho por 2 minutos foram utilizados. No dia do teste, os
animais foram novamente submetidos ao “rota-rod”” durante 2 minutos e, apos,
colocados em uma caixa de plastico com serragem, onde permaneceram em. re-
pouso durante 1 hora, antes de serem testados com as drogas ou com o VEIC
utilizados nos diversos tratamentos. A andlise foi feita aos 3, 20 e 30 minutos.
apos a injegdo da formalina, e a avaliagdo da coordenagdo motora foi feita du-
rante 2 minutos, registrando-se o tempo (s) de permanéncia dos animais no

aparelho.

3.6 - Drogas

Mazindol (Instituto Quimico Campinas-IQC, Sdo Paulo, Brasil), (+)-sulpirida,
cloridrato de naloxona, SCH 23390 (RBI, MA. U.S.A.), haloperidol (Cristélia,
Sdo Paulo, Brasil), cloridrato de lidocaina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO.
U.S.A)), cloridrato de cocaina, cloridrato de morﬁna;. (Merck AG. Darmstadt,
Alemanha), azul de Evans, solugdo tampio fosfato (PBS - pH 7,6: NaCl 137
mM, KCL 2 mM e tampio fosfato 10 mM), formaldeido (Merck, Rio de Ja-
neiro, Brasil) ¢ lauril sulfato de sédio (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil). O
mazindol, a sulpirida e o haloperidol foram homogeneizados com 1 gota de
tween 80 e, em seguida, dissolvidos em uma solug¢io de carboximetilcelulose a
0,025%. A lidocaina, a cocaina, a naloxona, o0 SCH 23390, a morfina, a solugdo

de azul de Evans-5% (AE) e de lauril sulfato de s6dio-2,5% foram dissolvidos



23

em agua destilada. A solugdo aquosa de formalina a 2,5% (0,92% de formal-
deido) foi preparada utilizando-se PBS como solvente, e administrada com 20
ul, por via s.c., na superficie intraplantar da pata posterior direita, conforme
citado anteriormente. As drogas foram administradas em um volume fixo de 0,1
ml por 10 g de peso, quando se utilizou o tratamento por via intraperitoneal
(i.p.) ou por via s.c. Ja para o tratamento i.t. € 1.c.V. administraram-se volumes

de 2,5 ul e de 5 pl, respectivamente.

3.7 - Analise Estatistica

Os resultados foram expressos por meio da média + erro padrdo da média
(e.p.m.) para cada protocolo experimental. Diferengas entre grupos foram ini-
cialmente determinadas, utilizando-se os testes de analise de wvaridncia
(ANOVA de uma e duas vias), conforme a exigéncia do protocolo experimen-
- tal, e em seguida, complementados pelo teste de Newman-Keuls, quando ne-
cessario. Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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4- RESULTADOS

4.1 - Efeito antinociceptivo do mazindol e da lidocaina, administrados por via
intraperitoneal.

Para investigar os possiveis efeitos analgésicos do MAZ e da LID, varias

doses dessas drogas foram utilizadas no tratamento agudo.
“Nesse protocolo experimental, MAZ (1,25; 2,5; 5 e 10 mg/kg), LID (10,

20 e 30 mg/kg) e COC (20 mg/kg) foram injetados por via i.p. nos animais ex-
perimentais. Apos 15 minutos da administragdo das drogas, os. camundongos
receberam formalina a 2,5% na supefﬁcie‘ intraplantar da pata posterior direita e
foram, em seguida, avaliados pelo teste da fOrnialina».

Os resultados da administragio aguda de diferentes doses de MAZ (1.25
-10 mg/kg) e de LID (10 - 30 mg/kg), injetadas por via i.p., estdo ilustrados na
Figura 4. A andlise estatistica efetuada pela ANOVA de uma via revelou efeito
significante dos tratamentos: [ Fio o1 = 16,90; p < 0,0001], na primeira
fase, e [ Fio91=30,35; p <0,0001], na segunda fase do teste. A analise subse-
qiiente, utilizando-se o teste de Newman-Keuls, revelou, para MAZ e LID, uma
redugdo estatisticamente significante do ;tempo de lambida das patas, na
primeira fase do t‘este,: sendo esse efeito analgésico dependente da dose.

Na segunda fase do teste da formalina, o MAZ manteve, em todas as
doses utilizadas, 0 mesmo padrdo de resposta analgésica da primeira fase, en-
quanto que a LID somente demonstrou efeito antinociceptivo significante nas

doses maiores (20 e 30 mg/kg).
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A COC (20 mg/kg) demonstrou resposta antinociceptiva significante em
ambas as fases da dor induzida por formalina.
O MAZ, a LID e a COC nio afetaram a coordenagdo motora no teste do

“rota-rod” em nenhuma das doses utilizadas (Tabela 1).
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Figura 4 - Efeito antinociceptivo agudo do mazindol (1,25 - 10 mg/kg, i.p.), lidocaina
(10-30 mg/kg, i.p.) e cocaina (20 mg/kg, i.p.) na primeira e na segunda fase do teste
da formalina, 15 minutos ap6s os tratamentos. Os dados sdo expressos como a média
+ e.p.m. de 10 animais.

* p < 0,05 em relagéo ao grupo tratado com veiculo.

Teste de Newman Keuls.
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Tabela 1 - Efeito do tratamento agudo (i.p.) do mazindol, da lidocaina e da

cocaina sobre a coordenagdo motora.

Tempo de permanéncia no “rota-rod” (s)

Tempo decorrido apés a injecio de formalina (min)

Tratamento
me/kg ip. 03 20 30
Veiculo 119,6 +0,3 119,5+0,5 119,6 £0,3
Cocaina 20 119,0+0,6 120,0 £ 0,0 119,6 +0,3
Mazindol 1,25 119,6 £ 0,3 120,0 £0,0 120,0 £ 0,0
Mazindol 2,5 119,006 119,0 £ 0.6 119,6 +0,3
Mazindol 5 1186 +1,3 1193 +0,4 1193 +0.4
Mazindol 10 - 118,6 £ 0,9 119,6 £0,3 120,0 £0,0
Lidocaina 10 120,0 + 0,0 120,0 ¢ 0,0 120,0 £0,0
Lidocaina 20 119,3+0,6 120,0 £ 0,0 120,0 £0,0
Lidocaina 30 120,0 £0,0 120,0 £ 0,0 120,0 £0,0

Os valores. representam a média + e.p.m. de 06 animais.
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4.2 - Efeito antinociceptivo do mazindol e da lidocaina apés administracdo re-
petida. |

A administragio repetida de MAZ e de LID teve por objetivo investigar a
presenga ou ndo de sensibilizagdo farmacologica ao efeito antinociceptivo des-
sas drogas.

A partir dos resultados do tratamento agudo, as menores: doses de MAZ
(1,25 mg/kg) e de LID (10 mg/kg) foram selecionadas para efetuar o tratamento
repetido com o objetivo de observar melhor as respostas antinociceptivas,
quando comparadas com o tratamento agudo. A dose de COC (20 mg/l%g) foi a
mesma emprégada no tratamento agudo.

Nesse protocolo experimental, os animais foram tratados com: MAZ, LID
e COC administrados por via i.p. durante 7 dias consecutivos, em seguida, fo-
ram mantidos 2 dias sem droga e, no 10° dia, foram avaliados pelo teste da
formalina, 15 minutos apds a administragio das mesmas drogas. Os animais
controles receberam o mesmo tratamento acima citado com excegdo de que

no 10°dia foram testados com VEIC (Tabela 2).
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Tabela 2 - Protocolo experimental do tratamento repetido (10 dias, t.p.) do

mazindol, da lidocaina e da cocaina.

Tratamento. N
mg/kg, ip. _
7 dias 2 dias 10° dia (teste)
Cocaina 20 sem: droga. Veiculo 10
Mazindol 1,25 sem droga: Veiculo: 10
Lidocaina 10 sem droga Veiculo 10
Cocaina 20 sem droga: Cocaina 20 10
Mazindol 1,25 sem droga Mazindol 1,25 10
Lidocaina 10 sem droga: Lidocaina: 10 10

N =Numero total de camundongos..
O tempo esperado entre a administra¢do das drogas e a inje¢io de formalina. na pata, no 10*
dia, foi de: 15 minutos.

Os efeitos da administragdo repetida do MAZ (1,25 mg/kg), da LID (10
mg/kg) e da COC ( 20 mg/kg), injetados por via .p., estdo ilustrados na
Figura 5.

A analise estatistica com a utilizagdo do teste ANOVA de uma via indi-
cou diferengas: significantes no tratamento: [ F ss4 = 25,08; p < 0,0001], na
primeira fase, ¢ [ F 554 = 10,09; p < 0,0001], na segunda fase do teste da forma-
lina.

A comparagdo “post hoc”, utilizando-se o teste de Newman-Keuls na
primeira fase, revelou que, apds as injeg¢des repetidas de MAZ, de LID e de
COC, os animais mostraram efeito antinociceptivo estatisticamente signifi-

cante, no dia do teste, quando comparados com o respectivo grupo injetado
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com VEIC. Por outro lado, na segunda fase do teste da formalina, somente a
COC apresentou resposta analgésica significante em relagdo ao mesmo
pardmetro analisado. Embora nessa fase tenha sido observada a redugdo do
tempo de lambida das patas seguida & administragdo repetida de MAZ ¢ de
LID, os resultados nﬁo revelaram significancia estatistica.
Na analise entre os tratamentos agudo e repetido, os seguintes tratamen-
tos foram considerados para comparagéo: cocaina, 20 mg/kg; mazindol, 1,25
mg/kg e lidocaina, 10 mg/kg. A comparagio estatistica (ANOVA de uma via)
indicou diferengas. significantes: [Fsss = 15,98; p < 0,0001], na pri’méi-ra..fase,, e
[Fss54 =29,16; p < 0,0001], na segunda fase do teste da. formalina. Em seguida,
os resultados foram analisados empregando-se o teste de Newman-Keuls, sendo
detectado aumento significante da analgesia somente com o uso de LID (10
mg/kg), em ambas as fases do teste da formalina (p < 0,05).
Em nenhuma: das doses: utiliizada‘s; o MAZ, a LID e a COC afetaram a co-

ordenagdo motora no teste do “rota-rod” (Tabela 3).
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Figura 5 - Efeito antinociceptivo da administragio aguda (A) e repetida (R) do mazindol
(1,25 mgkkg, i.p.), lidocaina (10 mg/kg, i.p.) e cocaina:“](20 mg/kg, i.p.) na primeira e na
segunda fase do teste da formalina. Apés tratamento repetido durante 7 dias, os gru-
pos foram subdivididos, recebendo no 10° dia a inje¢do i.p. de veiculo ou da respectiva
droga, iniciando o teste somente 15 minutos apés o Ultimo tratamento.

Os dados sdo expressos como a média + e.p.m. de 10 animais.

* p < 0,05 em relagdo ao respectivo grupo controle.

# p <0,05 em relagdo ao tratamento agudo.

Teste de Newman Keuls.



32

Tabela 3 - Efeito do tratamento repetido (10 dias, i.p.) do mazindol, da lido-

caina e da cocaina sobre a coordenagdo motora.

Tempo de permanéncia no “rota-rod” (s)

Tempo decorrido apds a injecio de formalina (min)

Tratamento

120,0 £ 0,0

. 03 20 30
mg/kg i.p.
Veiculo 118,6 £ 0,6 119,6 £0,3 120,0 £ 0,0
Cocaina 20 120,0 £0,0 120,0 £0,0 119,6 + 0,3
Mazindol 1,25 1196 £0,3 120,0 £ 0,0 120,0 +0,0
Lidocaina 10 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0

Os valores representam a média + e.p.m. de 06 animais. -
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4.3 - Efeito do tratamento prévio com haloperidol, sulpirida e SCH 23390 na
antinocicepgio induzida por mazindol e lidocaina administrados por via intra-

peritoneal.

Esse protocolo experimental visou verificar o envolvimento do sistema
DAérgico na antinocicep¢do causada pela administragdo aguda de MAZ e LID.

As doses de MAZ (5 mg/kg) e de LID (10 mg/kg) que demonstraram
resposta analgésica intermediaria no tratamento agudo foram selecionadas para
o estudo da influéncia de mecanismos DAérgicos, por meio do tratamento
prévio com haloperidol (HAL) e SUL, antagonistas com maior afinidade de
ligagdo por receptores D,, e com SCH, antagonista seletivo de receptor D;.

As doses de HAL (0,2 mg/kg), SUL (5 mg/kg) e SCH (0,03 mg/kg) em-
pregadas nesse protocolo experimental foram baseadas em experimentos
prévios e/ou pilotos realizados no laboratério da Farmacologia da UFSC.

No estudo aqui relatado, os animais receberam duas injegdes: a primeira
de antagonista ou de VEIC, seguida por MAZ (5 mg/kg), LID (20 mg/kg),
COC (20 mg/kg), ou por VEIC administrados por via i.p., de acordo com cada
experimento. O tempo decorrido entre a primeira € a segunda injegdo foi de 15
minutos, € 0s animais sO receberam formalina, na superficie intraplantar da pata

posterior direita, apos 15 minutos da ultima administragio (Tabela 4).
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Tabela 4 - Protocolo experimental do tratamento prévio (1.p.) com haloperidol,

sulpirida e SCH 23390.
Tratamento N Tratamento N
mg/kg, i.p. mg/kg, i.p.
Veic + Veic 10 Hal 0,2 + Veic 10
Veic + Coc 20 10 Hal 0,2+ Coc 20 10
Veic + Maz 5 10 Hal 0,2 +Maz 5 10
Veic+Lid 20 10 Hal 0,2+Lid 20 10
Sul 5+ Veic 10 SCH 0,03 + Veic 10
Sul 5+ Coc 20 10 SCH 0,03 + Coc 20 10
Sul 5+Maz 5 10 SCH 0,03 +Maz 5 10
Sul 5+Lid 20 10 SCHO0,03+Lid 20 10

N = Namero total de camundongos.
O tempo esperado entre a primeira e a segunda administrago foi de 15 minutos. A injegdo

de formalina na pata foi efetuada 15 minutos apos o Gltimo tratamento.

Os resultados do tratamento prévio com HAL (0,2 mg/kg) e SUL (5
mg/kg) injetados por via i.p. estdo ilustrados na Figura 6.

Utilizando-se o teste de andlise de varidncia (ANOVA de duas vias) foi
evidenciado signiﬁcﬁnéia estatistica entre os tratamentos: [F37, = 43,39; p <
0,0000001], na primeira fase, e [F37, = 22,29; p < 0,0000001}], na segunda fase
do teste. Com relagdo aos tratamentos prévios, a ANOVA de duas vias demon-
strou os seguintes resultados: HAL [F3 7, = 8,95; p < 0,003], na primeira fase, e
[F372 = 14,94; p < 0,0002], na segunda fase do teste; SUL [F37, = 20,05; p <
0,00002], na primeira fase, e [F37, = 12,10; p < 0,0008], na segunda fase do
teste da formalina. Além disso, quando foi realizado a interagdo entre os trata-

mentos prévios com HAL (0,2 mg/kg) e SUL (5 mg/kg) e os tratamentos com
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MAZ (5 mg/kg), LID (20 mg/kg) e COC (20 mg/kg) foi evidenciado os se-
guintes resultados: HAL [F37,=9,28; p < 0,00002], na primeira fase, € [F37, =
8.94; p <0, 00004], na segunda fase do teste; SUL [F37, = 2,76; p < 0,047], na
primeira fase, e [F37, = 4,43; p <0,006], na segunda fase do teste da formalina.

Na analise posterior, teste de Newman Keuls, evidenciou-se que HAL (0,2
mg/kg) e SUL (5 mg/kg) reverteram a resposta antinociceptiva produzida pela
administragdo i.p. de MAZ (5 mg/kg) nas duas fases do teste. Esse tratamento,
entretanto, ndo interferiu no efeito analgésico induzido por LID (20 mg/kg), p
>0,05.

A Figura 7 demonstra o efeito da administragdo prévia de SCH (0,03
| mg/kg) sobre a atividade analgésica de MAZ, LID e COC administrados por
via 1.p.

A analise estatistica efetuada por meio da ANOVA de duas vias mostrou
significincia entre os tratamentos: [F3,72 = 28,83; p < 0,0000001], na primeira
fase, e [F3 72 = 44,42; p < 0,0000001], na segunda fase do teste. Com relagéo ao
tratamento prévio com SCH, o teste de analise de varidncia (ANOVA de duas
vias), evidenciou os seguintes resultados: [F3 7 = 2,27; p = 0,135], na primeira
fase; e [F372 = 1,09; p = 0,299], na segunda fase do teste da formalina. A intera-
¢do entre o tratamento prévio e os tratamentos ndo demonstrou significancia
estatistica: [F3 7 = 2,22; p = 0,925}, na primeira fase, ¢ [F37, = 0,61; p =0,614],

na segunda fase do teste.
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Como era de se esperar, a analise “post hoc” , utilizando-se o teste de
Newman-Keuls, demonstrou que o tratamento prévio com SCH, ndo alterou
significativamente as respostas antinociceptivas de MAZ (5 mg/kg) e LID (20
mg/kg).

A acdo analgésica da COC foi inibida por HAL e SUL, em ambas as fases
do teste, porém, com o emprego de SCH, essa resposta ndo foi evidenciada.

OMAZ, aLID e a COC, administrados separadamente ou na presenga de
HAL, SUL ou SCH, ndo afetaram a coordenag¢do motora no teste do “rota-rod”
(Tabela 5).

A analise estatistica, utilizando-se o teste de Newman Keuls, revelou que
nio houve diferenca significante entre os animais tratados isoladamente com
HAL, SUL e SCH, quando as respostas foram comparadas com as do grupo

tratado com VEIC.



37

P 80 - ) 12 FASE (0-5min)

[2)

8 70 +

] #

Q60 +

- #

- 50 + -

]

o 40 + # # *

Kol *

‘—E‘ 30 i > T

o 20 +

. <]

Q 10 f

£ = i i

ﬂ’. o 02 6 - 20  HAL SUL § HAL SUL 20 HAL SUL

' & co 1AZ M +  +  (mgkg)

VEiC HAL suL COC coc coc MAZ MAZ MAZ LD LID LID

— a -

%140 T . 22 FASE (15-30min)

] T

w120 - I T

o #

w100 + g

] # 7

© -

o 80 — #

i)

g 60 - . « T -

g 40 T * B

o 20 l

g |

o "0 02 5 20 HAL SUL: § HAL SUL 200 HAL SUL

L ] + + + + + + (mgikg)
VEIC HAL suL cOC coC coc MAZ MAZ MAZ LID LID LD

Figura 6 - Influéncia do tratamento prévio com haloperidol (0,2 mg/kg, i.p.) e suipirida
(5 mg/kg, i.p.) sobre a atividade antinociceptiva causada pela administragdo de mazin-
dol (5 mg/kg, i.p.), lidocaina (20 mg/kg, i.p.) e cocaina (20 mg/kg, i.p.) na primeira € na
segunda fase do teste da formalina, 15 minutos apés a uitima administragdo. Os dados
sd0 expressos como a média + e.p.m. de 10 animais.

* p < 0,05 em relagéo ao grupo tratado com veiculo.

# p < 0,05 em relagéo ao respectivo grupo controle.

Teste de Newman Keuls.
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Figura 7 - Influéncia do tratamento prévio com SCH 23390 (0,03 mg/kg, i.p.) sobre a
atividade antinociceptiva causada pela administracido de mazindol (6 mg/kg, i.p.), lido-
caina (20 mg/kg, i.p.) e cocaina (20 mg/kg, i.p.) na primeira e na segunda fase do teste
da formalina, 15 minutos apoés a ultima administragcdo. Os dados s80 expressos como
a média + e.p.m. de 10 animais.

* p < 0,05 em relagdo ao grupo tratado com veiculo.

Teste de Newman Keuls.
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Tabela 5 - Efeito do tratamento prévio (i.p.) com haloperidol, sulpirida e SCH

23390 sobre a coordenagdo motora de camundongos tratados com mazindol,

lidocaina e cocaina.

Tempo de permanéncia no “rota-rod” (s)

Tempo decorrido apos a injecio de formalina (min)

Tratamento ‘ 0
me/kg i.p. 03 20 3
Veiculo 119,6 £0,3 119,51+ 0,5 1196 + 0,3
Haloperidol 0,2 118,6 £ 0,6 118,6 £ 0,6 1190 £ 0,6
Hal 0,2 + Coc 20 119,6 £ 0,3 120,0 £0,0 119,6 £ 0.3
Hal 0,2 + Maz 5 118,3+ 0,6 117,6 £ 1,2 119,0+ 1.0
Hal 0,2 +Lid 20 119,3+0,4 120,0 £ 0,0 1193+ 04
Sulpirida 5 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0

Sul 5+ Coc 20 119,6 £0,3 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0

Sul 5+Maz 5 118,606 119,3+04 120,0 + 0,0
Sul 5+Lid 20 119,0 £ 0,6 120,0 £ 0,0 120,0 + 0,0
SCH 23390 0,03 119,3 £0,6 119,6 £ 0.3 119,6 £0,3
SCH 0,03 +Coc 20 120,0 +£ 0,0 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0
SCH 0,03 +Maz 5 119,3 £0,6 120,0 £ 0,0 1196 £ 0,3
SCH 0,03+Lid 20 120,0 £ 0,0 119,6 £ 0,3 119,6 + 0,0

Os valores representam a média + e.p.m. de 06 animais.
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4.4 - Efeito do tratamento prévio com naloxona na antinocicepg¢ao induzida

por mazindol e lidocaina administrados por via intraperitoneal.

Esse experimento teve por objetivo investigar o envolvimento do sistema
opidide na resposta analgésica induzida por MAZ ¢ LID.

O efeito antinociceptivo observado nos animais tratados com MAZ (5
mg/kg) e LID (20 mg/kg) foi investigado na ausé€ncia e na presenga de NAL,
antagonista opidide com maior afinidade pelos receptores do tipo p.

A dose de NAL, 2 mg/kg, empregada nesse protocolo experimeﬁtal foi
baseada em experimentos anteriores, realizados no laboratério da Farmacologia
da UFSC.

Os animais receberam duas inje¢des: a primeira de antagonista ou de
VEIC, seguida por MAZ (5 mg/kg), LID (20 mg/kg), COC (20 mg/kg), ou por
VEIC administrados por via i.p., de acordo com cada experimento. O tempo
esperado entre a primeira ¢ a segunda injecdo foi dé 15 minutos e os animais sé
receberam a inje¢do de formalina, na superficie intraplantar da pata posterior

direita, ap6s 15 minutos da ultima administragdo (Tabela 6).
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Tabela 6 - Protocolo experimental do tratamento prévio (i.p.) com naloxona.

Tratamento N
mg/kg i.p. '
Nal 2+ Veic 10
Nal 2+ Coc 20 ' 10
Nal 2+Maz 5 10
Nal 2+Lid 20 10

N = Numero total de camundongos.

O tempo esperado entre a primeira e a segunda administragdo foi de 15 minutos. A injegdo

de formalina na pata foi efetuada 15 minutos ap6s o ultimo tratamento.

Os resultados do tratamento prévio com NAL na antinocicepgdo induzida
por MAZ, LID e COC estdo ilustrados na Figura 8.

Utilizando-se o teste de analise de varidncia (ANOVA de duas vias) foi
evidenciado significincia estatistica entre 6s tratamentos: [F37 - 67,72; p <
0,0000001], na primeira fase, e [F37, = 31,70; p< 0,0000001], na segunda fase
do teste da formalina. Com relag¢do ao tratamento prévio com NAL ¢ o grupo
tratado com as drogas, a ANOVA de duas vias, demonstrou significincia es-
tatistica na primeira fase do teste: [F3 7 = 10,64; p < 0,0016], porém, na se-
gunda fase, ndo evidenciou-se diferencga significativa : [F37, = 0,19; p = 0,65].
Os resultados da interagdo entre entre o tratamento prévio e os tratamentos fo-
ram estatisticamente significantes somente na primei:a fase: [F37, = 5,58, p <
0,0016], porém na segunda fase do teste, ndo observou-se diferenga significa-

tiva: [F37, =0,83; p=0,47].
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‘Em seguida, os resultados foram analisados utilizando-se o teste de
Newman-Keuls. Essa analise estatistica revelou que o tratamento prévio de ca-
mundongos com NAL (2 mg/kg) inibiu o efeito antinociceptivo do MAZ (5
ﬁg/kg) na primeira fase; entretanto o mesmo tratamento ndo foi capaz de inter-
ferir na agdo analgésica causada por COC (20 mg/kg) e LID (20 mg/kg) no
teste da formalina (p > 0,05).

O tratamento prévio com NAL, ndo alterou significativamente as re-
spostas antinociceptivas de MAZ (5 mg/kg) e LID (20 mg/kg), na segunda fase
do teste da formalina, porém, embora os camundongos tratados com COC, em
presenga de NAL, tenham demonstrado uma tendéncia de reverter o efeito a-
nalgésico produzido pela primeira, esse efeito nio foi estatisticamente signifi-
cante (p=20,78).

O MAZ, a LID e a COC, administrados isoladamente ou na presenga do
antagonista opidide, ndo afetaram a coordenagdo motora no teste do “rota-
rod” (Tabela 7).

Nio foi observada diferencga estatistica, comparando-se os animais testa-
dos separadamente com NAL com os do grupo tratado com VEIC, em nenhuma

das fases do teste da formalina.
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Figura 8 - Influéncia do tratamento prévio com naloxona (2 mg/kg, i.p.) sobre a ativi-
dade antinociceptiva causada pela administracdo de mazindol (5 mg/kg, i.p.), lidocaina
(20 mg/kg, i.p.) e cocaina (20 mg/kg, i.p.) na primeira e na segunda fase do teste da
formalina, 15 minutos apds a ultima administragdo. Os dados s3o0 expressos como a
média + e.p.m. de 10 animais.

* p < 0,05 em relagédo ao grupo tratado com veiculo.

#p < 0,05 em relagéo ao respectivo grupo controle.

Teste de Newman Keuls.



Tabela 7 - Efeito do tratamento prévio (i.p.) com naloxona sobre a coordena-

¢do motora de camundongos tratados com mazindol, lidocaina e cocaina.

Tempo de permanéncia no “rota-rod” (s)

Tempo decorrido apdés a injeciio de formalina (min)

_ Tratame:nto 03 26 30
mg/kg i.p.
~ Veiculo 119,6 £ 0,3 119,5+0,5 119,6 £0,3
Naloxona 2 119,3+0,4 120,0 +0,0 120,0 £ 0,0
Nal 2+ Coc 20 119,3 +0,6 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0
Nal 2 +Maz 5 118,6 £ 0,6 120,0 £0,0 120,0 £ 0,0
Nal 2+Lid 20 120,0 £ 0,0 120,0 £0,0 120,0 £ 0,0

Os valores representam a média + e.p.m. de 06 animais.
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4.5 - Efeito antinociceptivo da associagdao de mazindol ou lidocaina (i.p.) com

morfina (s.c.) e o efeito da administragao isolada dessas drogas.

Este protocolo experimental visou verificar se a associagdo de
MAZ+MOR e de LID+MOR modifica as respostas analgésicas observadas
com essas drogas administradas isoladamente.

A dose empregada no experimento, bem como a via de administragdo da
MOR (2 mg/kg), foram selecionadas da literatura a partir de estudos correlatos,
podendo ser considerada adequada, j4 que a resposta analgésica produzida por
essa dose é revertida pela administragdo prévia com NAL (GYIRES et alli
1985)

Nesse protocolo experimental, foram utilizadas doses baixas de MAZ,
LID e COC, para que se observasse com maior clareza o efeito analgésico pro-
duzido pela associagdo dessas drogas com a MOR, ficando as referidas doses
assim estabelecidas: MAZ (1,25 mg/kg), LID (10 mg/kg) e COC (10 mg/kg).
Os animais receberam, por via i.p., a injegdo de MAZ (1,25 mg/kg), LID (10
mg/kg) ou COC (10 mg/kg), administrados separadamente ou simultaneamente
com a morfina (2 mg/kg). O teste da formalina s6 foi iniciado apés 15 minutos

da administragio das drogas (Tabela 8).
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Tabela 8 - Protocolo experimental da associagdo de mazindol, lidocaina e co-

caina (i.p.) com morfina (s.c.) ¢ da administragio isolada dessas drogas.

Tratamento

mg/kg

z

Veiculo

Cocaina 10 (i.p.)

Mazindol 1,25 (i.p.)

Lidocaina 10 (i.p.)

Morfina 2 (s.c)
Cocaina 10 (i.p.) + Morfina 2(s.c.)
Mazindol 1,25 (1.p.) + Morfina 2(s.c.)
Lidocaina 10 (i.p.) + Morfina 2(s.c)

[« 3 N e NN e We Ne e W)

N = Numero total de camundongos.
O tempo esperado entre a administragio das drogas e a injecdo de formalina foi de 15 mi-

nutos.

As respostas dos tratamentos com MAZ, LID, COC e MOR, administra-
dos isoladamente, e a associagdo da MOR com essas drogas estdo ilustradas na
Figura 9.

Os tratamentos .utilizados com as drogas citadas na tabela 8 apresentaram
nitida redug¢do do tempo de lambida das patas, em relagdo aos animais tratados
com VEIC, na segunda fase do teste: [F74 = 10,52; p < 0,0001], porém, com
excecdo da LID (10 mg/kg), na primeira fase desse modelo experimental, os
animais exibiram o mesmo perfil de resposta: [F7 40 = 6,03; p <0,0001].

A comparagdo do efeito da associagio de MAZ+MOR, LID+MOR e
COC+MOR, em relagdo ao grupo de animais tratados separadamente com essas

drogas, evidenciou significante diferenga estatistica: [F¢ 35 = 3,44; p = 0,0089],
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na primeira fase, ¢ [Fg35 = 6,05; p = 0,0002], na segunda fase do teste da for-
malina (ANOVA de uma via).

Posteriormente, os resultados foram analisados, utilizando-se a compara-
¢do “post hoc” por meio do teste de Newman-Keuls.

No momento em que o MAZ foi associado com a MOR, observou-se
efeito aditivo estatisticamente significante na primeira fase do teste, quando
essa associagdo foi comparada com a resposta apresentada pela administragdo
isolada de MOR ¢ de MAZ.

Da mesma forma, a associagdo de LID+MOR também evidenciou efeito
aditivo, na segunda fase do teste, quando a resposta do tratamento combinado
foi comparada com a do grupo tratado com LID separadamente.

Embora as associagdes de LID+MOR, na primeira fase, de MAZ+MOR e
de COC+MOR, na segunda fase do teste, tenham demonstrado redugdo acen-
tuada no tempo de lambida das patas, essas respostas ndo foram estatistica-
mente significantes, quando comparadas com as respostas dos animais que re-
ceberam somente MOR oﬁ com as respostas dos animais que foram tratados
isoladamente com MAZ e COC.

O MAZ, a LID, a COC e a MOR, administrados separadamente, e a asso-
ciagdo da MOR com essas drogas ndo afetaram a coordenagdo motora no teste

do “rota-rod” (Tabela 9).
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Figura 9 - Efeito antinociceptivo de mazindol (1,25 mg/kg, i.p.), lidocaina (10 mg/kg,
i.p.), cocaina (10 mg/kg, i.p.) e morfina (2 mg/kg, s.c.) e a associa¢do da morfina com
essas drogas na primeira e na segunda fase do teste da formaiina, 15 minutos apés os
tratamentos. Os dados s&o expressos como a média + e.p.m. de 6 animais.

* p < 0,05 em relagao ao grupo tratado com veiculo.

# p < 0,05 em relagéo ao grupo tratado com morfina.

# p < 0,05 em relagao ao respectivo grupo tratado com a droga isoladamente.

Teste de Newman Keuls.
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Tabela 9 - Efeito sobre a coordenagdo motora do tratamento combinado de
mazindol, lidocaina, cocaina (i.p.) com morfina (s.c.) e da administragio iso-

lada dessas drogas.

Tempeo de permanéncia no “rota-rod” (s)

Tempo decorrido apés a injecio de formalina (min)
Tratamento ‘

neke 30 60 90

Veiculo 119,6 + 0,3 119,6 £ 0,3 119,6 + 0,3
Cocaina 10 (i.p.) 120,0 + 0,0 120,0 + 0,0 120,0 £ 0,0
Mazindol 1,25 (i.p.) 119,6 £ 0,3 120,0 + 0,0 120,0 £ 0,0
Lidocaina 10 (i.p.) 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0
Morfina 2  (s.c) 120,0 0,0 120,0 £ 0,0 119,6 £ 0,3
Coc 10 (ip.) + Mor 2 (s.c)) 119,3 + 0,4 119,6 £ 0,3 119,3 £ 0,3
Maz 1,25 (.p.) + Mor 2 (s.c) 119,0 + 0.4 119,3 + 0,4 119,6 £ 0,3
Lid 10 (ip.) + Mor 2 (s.c) 119,0 £ 0,6 120,0 £ 0,0 1193 + 0,4

Os valores representam a média + e.p.m. de 06 animais.
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4.6 - Efeito antinociceptivo do mazindol e da lidocaina (i.t.) e efeito do trata-
mento prévio com sulpirida e naloxona (i.t.) na antinocicep¢do induzida por
mazindol (i.p.).

O protocolo 1 teve como objetivo investigar se a analgesia do MAZ e da
LID, observada no tratamento agudo, pederia ter um sitio de a¢do em nivel
medular. No protocolo 2, foi avaliado o envolvimento dos sistemas DAérgico e
opidide no efeito antinociceptivo induzido por MAZ, utilizando-se os antago-
nistas SUL e NAL (Tabela 10). Essa escolha se deu devido ao fato de que a
resposta analgésica do MAZ (5 mg/kg, i.p.) foi inibida com o tratamento prévio
de SUL (5 mg/kg, i.p.) e NAL (2 mg/kg, i.p.) (rever Figuras 6 ¢ 8).

As doses de MAZ, LID (5, 10 e 20 ug/ul) e COC (20 pg/ul), utilizadas no
protocolo 1, foram estipuladas por meio de experimentos. anteriores realizados
no laboratério da UFSC. Por outro lado, a dose de SUL (16 ug/pl, it.) e de
NAL (1,2 pg/ul, 1.t.), usadas no protocolo 2, fofam determinadas a partir da lit-
eratura, enquanto a dose de MAZ (5 mg/kg, 1.p.) for a mesma utilizada no
tratamento prévio 1.p.

A associagdo simultinea da solugdo do corante AE-5% com a solugdo de
MAZ, LID e COC, utilizadas nesse estudo, teve por objetivo visualizar, por
meio da coloragdo azul, o correto local da administragdo dessas drogas.

Os animais avaliados no protocolo 1 receberam um volume constante de

5 ul, sendo 2,51l de AE e 2,5 ul de MAZ ou de LID, nas doses de 5, 10 ¢ 20

ng/ul, de acordo com cada experimento, enquanto, a COC, como controle
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positivo, foi administrada somente na dose de 20 pg/ul. Apds 5 minutos de es-
pera em uma caixa de pldstico com serragem, os animais receberam a inje¢io
intraplantar de formalina na pata.

No protocolo 2, um grupo dg animais foi tratado com VEIC (it) e 5 mu-
nutos apos com MAZ (5 mg/kg, i.p.), sendo a resposta desse grupo comparada
com as respostas do tratamento prévio 1.t.(técnica i.t., ver materiais € métodos).

Apo0s serem levemente anestesiados, os animais foram tratados com SUL
(16 pug/ul) e com NAL (1,2 pg/ul), por via i.t. em um volume total de 5 pl,
sendo 2,5 ul de AE e 2,5 ul de antagonista, conforme o tratamento empregado.
Logo em seguida, os camundongos foram colocados em uma caixa de plastico
com serragem por 5 minutos e, apos expirado esse tempo, receberam MAZ
-(_Smg/kg) por via 1.p., sendo imediatamente recolocados na caixa de plastico
com serragem. Ali aguardaram 15 minutos até receberem a inje¢do de forma-

lina na pata posterior direita (Tabela 10).
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Tabela 10 - Protocolo experimental do tratamento com mazindol, lidocaina e
cocaina (i.t.) e do tratamento prévio (i.t.) com sulpirida e naloxona sobre a

resposta antinociceptiva do mazindol (i.p.).

Tratamento Protocolo 1
pg/pl , N
Azul de Evans 6
Cocaina 20 @it) 6
Mazindol 5, 10, 20 (i.t) 6/dose
Lidocaina 5, 10, 20 (i.t.) 6/dose
Tratamento prévio Protocolo 2
_ug/pl e mg/kg N
Azul de Evans 6
Sulpirida 16 (i.t.) + Veiculo 6
Naloxona 1,2 (i.t.) + Veiculo 6
Veiculo + Mazindol 5 (i.p.) 6
Sulpirida 16 (i.t.) + Mazindol 5 (i.p.) 6
Naloxona 1,2 (i.t.) + Mazindol 5 (i.p.) 6

N = Numero total de camundongos.

Protocolo 1 - O tempo esperado entre a administragdo das drogas e a injegdo de formalina foi

de 5 minutos.

Protocolo 2 - O tempo de espera entre a primeira € a segunda administragdo foi de 5 minutos.
Os animais s6 receberam a injegdo de formalina na pata apos 15 minutos da tltima adminis-

tragdo.

Os resultados da administracao i.t. de MAZ e LID (5, 10 e 20 ug/ul) estdo

ilustrados na Figura 10.
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A analise estatistica efetuada (ANOVA de uma via), com os dados do
protocolo 1, mostrou significancia no tratamento quando essas respostas foram
comparadas com as do grupo que recebeu VEIC: [F7.40 = 4,58; p < 0,0008], na
primeira fase do teste; entretanto, no intervalo de 15 a 30 minutos, as respostas
dos grupos tratados com MAZ e com LID n#o diferiram da resposta do VEIC:
[F740 = 0,37; p = 0,91]. Posteriormente, os resultados da primeira fase foram
analisados pelo teste de Newman Keuls, que revelou uma redugéo significativa
das lambidas das patas, em relagdo ao grupo tratado com VEIC, com todas as
doses das drogas testadas. A COC (20 pg/ul) manteve o mesmo perfil de re-

sposta do MAZ e da LID, em ambas as fases do teste.

Os resultados do tratamento prévio com SUL (16 pg/ul, 1.t) e NAL (1,2
ng/ul, i.t) sobre a atividade analgésica do MAZ (5 mg/kg, i.p.) estdo ilustrados

na Figura 11.

A comparagio estatistica (ANOVA de uma via) indicou diferenga signifi-
cante entre os tratamentos prévios empregados para SUL: [F3 = 14,81; p <
0,0001] e para NAL: [F,15= 15,28; p = 0,0002], na primeira fase do teste da
formalina. As respostas dos grupos tratados, entretanto, ndo diferiram da

resposta do grupo que recebeu VEIC, na segunda fase do teste.

Posteriormente, a analise estatistica da primeira fase evidenciou, por meio
do Teste de Newman Keuls, que os camundongos tratados previamente (i.t.)

com SUL (16 ug/ul, it)e NAL (1,2 pg/ uI, 1.t.) reverteram o efeito antinoci-
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ceptivo causado pela administragdo isolada de MAZ (5 mg/kg, 1.p.) (p < 0,05).
Apds a administragdo das drogas incluidas nos dois protocolos, os animais

submetidos ao teste do ‘rota-rod” ndo apresentaram alteragdo na coordenagdo

motora (Tabela 11).
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Figura 10 - Efeito antinociceptivo de mazindol (5-20 pg/ul, i.t.), lidocaina (5-20 pg/pl,
i.t.) e cocaina (20 pg/ul, i.t.), administrados em um volume de 2,5 pl. Os animais foram
avaliados na primeira e na segunda fase do teste da formalina, 5 minutos apds os tra-
tamentos. Os dados sdo expressos como a média £ e.p.m. de 6 animais.

* p < 0,05 em relagao ao grupo tratado com veiculo.
Teste de Newman Keuls.
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Figura 11 - Influéncia do tratamento prévio com sulpirida (16 pug/ul, i.t.) e naloxona (1,2
ug/ul, i.t.), administrados em um volume de 2,5 pl, sobre a atividade antinociceptiva
causada pela administragdo de mazindol (5 mg/kg, i.p.) na primeira e na segunda
fase do teste da formalina, 15 minutos apés a ultima administracdo. Os dados sdo ex-
pressos como a média + e.p.m. de 6 animais.

* p < 0,05 em relagao ao grupo tratado com veiculo.

# p< 0,05 em relagdo ao respectivo grupo controle.

Teste de Newman Keuls.
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Tabela 11 - Efeito sobre a coordenagdo motora do tratamento com mazindol,
lidocaina e cocaina (i.t.) € do tratamento prévio com sulpirida e naloxona (i.t.)

na antinocicepg¢do do mazindol (i.p.).

Tempo de permanéncia no “rota-rod” (s)

Tempo decorrido apoés a injecio de formalina (min)

Tratamento 30 60 90
pg/ul
Azul de Evans: 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0
Cocaina 20 (it) 119,6 £ 0,3 120,0 £0,0 119,6 £ 0,3
Mazindol 5 (it) 119,0 £ 0,6 119,3 £0,4 119,0 £ 0,6
Mazindol 10 (it) 1190 + 1,0 120,0 £ 0,0 119,3 £ 0,4
Mazindol 20 (i.t) 1186 +1,0 '119,6 £ 0,3 120,0 £ 0,0
Lidocaina 5 (it) 119,6 £+ 0,3 119,6 +0,3 120,0 £ 0,0
Lidocaina 10 (i.t) 119,6 £+ 0,3 119,6 £ 0,3 119,3 £ 0,4
Lidocaina 20 (i.t) 1193 +0,4 119,3+04 120,0 £ 0,0
Tratamento 30 60 90
pg/ul e mg/kg

Azul de Evans 120,0 £ 0,0 120,0+£ 0,0 120,0 £0,0
Sul 16 (i.t) + Veic 120,0 + 0,0 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0
Nal 1,2 it) + Veic 120,0 £ 0,0 120,0 +£0,0 120,0 £ 0,0
Veic + Maz 5 (ip.) 1186 + 1,3 1193 +04 1193+ 0,4
Sul 16 (it) + Maz 5 (i.p.) 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0 120,0 +0,0
Nal 1,2 it) + Maz 5 (ip.) 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0

Os valores representam a média + e.p.m. de 06 animais.
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4.7 - Efeito antinociceptivo do mazindol e da lidocaina administrados por via

intracerebroventricular.

Com o objetivo de investigar se a analgesia observada no tratamento
agudo envolve sitios supra-medulares, utilizou-se a técnica de administragdo
i.c.v. por meio de procedimento mencionado anteriormente em materiais ¢ mé-
todos, 3.4.

As doses de MAZ, LID (5, 10 e 20 pg/ul) e COC (20 pg/ul) foram defini-
das a partir de experimentos prévios realizados no laboratério da Farmacologia
da UFSC.

Apbs 5 min da administragdo das drogas e do VEIC via i.c.v., os animais

foram avaliados pelo teste da formalina (Tabela 12).

Tabela 12 - Protocolo experimental do tratamento com mazindol, lidocaina e

cocaina administrados por via intracerebroventricular.

Tratamento ' ' N
pg/pl
Veiculo 6
- Cocaina 20 6
Mazindol 5, 10e 20 6/dose
Lidocaina 5,10e20 6/dose

N = Numero total de camundongos.

O tempo esperado entre a administragiio das drogas e a injegio de formalina foi de 5 mi-

nutos.
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A Figura 12 apresenta os resultados dos tratamentos com MAZ e LID

administrados por via i.c.v.

Nesse experimento foram observadas diferengas significantes nos resulta-
dos dos tratamentos em relagio ao grupo tratado com VEIC: [F740=7,15;p <
0,0001], na primeira fase, e [F74 = 10,66; p < 0,0001], na segunda fase do
teste - ANOVA de uma via.' A comparagdo “post hoc”, das doses utilizadas
aplicando-se o teste de Newman Keuls, revelou efeito analgésico significante,
sendo essa resposta ndo dependente da dose, em ambas as fases do teste da
formalina. A COC (20 pg/ul), utilizada como controle positivo, manteve o

mesmo padrio de resposta do MAZ e da LID, nas duas fases do teste.

O MAZ, a LID e a COC, em nenhuma das doses testadas, afetaram a co-

ordenagdo motora no teste do “rota-rod” (Tabela 13).
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Figura 12 - Efeito antinociceptivo de mazindol (5-20 pg/ul, i.c.v.), lidocaina (5-20 ug/ul,
i.c.v.) e cocaina (20 pg/yl, i.c.v.), administrados em um volume de 5 pl. Os animais
foram avaliados na primeira e na segunda fase do teste da formalina, 5 minutos apos
os tratamentos. Os dados sdo expressos como a média + e.p.m. de 6 animais.

* p < 0,05 em relagdo ao grupo tratado com veiculo.
Teste de Newman Keuls.
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Tabela 13 - Efeito sobre a coordenagdo motora do tratamento com mazindol,

lidocaina e cocaina administrados. por. via intracerebroventricular.

Tempo de permanéncia no “rota-rod” (s)

Tempo decorrido apés a injeciio de formalina (min)

Tratamento 30 60 90
pg/pt
Veiculo 120,0 £ 0,0 119,6 £ 0,3 120,0 + 0,0
Cocaina 20 120,0+ 0,0 120,0 + 0,0 120,0 £ 0,0
Mazindol 5 120,0 + 0,0 120,0 +£0,0 120,0 + 0,0
Mazindol 10 119,0 40,6 119,0 £ 0.6 119,0+0,6
Mazindol 20 119,6 +0,3 120,0 £ 0,0 120,0 +0,0
Lidocaina 5 118,6 £ 0,9 119,6 £ 0,3 119,6 £ 0,3
Lidocaina. 10 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0 120,0 £ 0,0
Lidocaina 20 1193 0,6 120,0 £ 0,0 120,0 + 0,0

Os valores representam:a média + e.p.m. de 06 animais.
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4.8 - Efeito do mazindol e da lidocaina administrados por via intraperitoneal

no edema de pata produzido por inje¢cao intraplantar de formalina.

O objetivo desse experimento foi verificar de uma forma preliminar se o
MAZ e a LID teriam algum efeito na redugdo do edema de pata produzido por
injegdo intraplantar de formalina (Tabela 14).

As doses utilizadas foram selecionadas a partir do tratamento ‘agudo,
sendo definida a utilizagdo de trés doses de MAZ (1,25; 2,5 ¢ 5 mg/kg) e de
LID (10, 20 e 30 mg/kg) e de uma tnica dose de COC (20 mg/kg).

Para a avaliagdo do edema de pata, utilizou-se um “becker” contendo
solugdo de lauril sulfato de sodio a 2,5% colocado sobre uma balanga analitica,
onde a pata direita de cada animal foi mergulhada até a jungdo tibio-tarsal. O
deslocamento do volume do liquido correspondeu ao peso da pata em miligra-
mas (LARSEN e ARNT, 1985). Pelo fato de o lauril sulfato de s6dio ser um
detergente, ele foi utilizado nesse protocolo experimental com o objetivo de
aderir a pata do animal e evitar consequentemente a formag¢do de bolhas, que

poderiam interferir nos resultados.

Antes de iniciar o tratamento com as drogas, a pata de cada animal foi pe-
sada (peso basal), sob os mesmos procedimentos experimentais acima citados.
Em uma etapa posterior, os camundongos receberam inje¢do i.p. de MAZ
(1,25; 2,5 e 5 mg/kg), LID (10, 20 e 30 mg/kg) ou COC (20 mg/kg), conforme
cada protocolo experimental. Os camundongos receberam a injegdo de forma-

lina na superficie intraplantar da pata posterior direita, somente apés 15 mi-
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nutos da administragdo das drogas mencionadas. A presenga de edema na pata

injetada foi observada passados 30, 60 ¢ 90 minutos da inje¢do de formalina,

visto que o edema de pata esta presente na segunda fase do teste (HUNSKAAR

e HOLE, 1987; CORREA e CALIXTO, 1993).

Tabela 14 - Efeito do mazindol, da lidocaina e da cocaina administrados por

via intraperitoneal no edema de pata produzido por injef(;ﬁo‘ intraplantar de for-

malina. |
Varia¢do do volume da pata (mg)
Tempo decorrido apés a injec¢do de formalina.
I (min)

Tratamento | Dose (mg/kg) | 30 Dose (mg/kg) 920
Veiculo .  81,5%5,35 - 75,8+ 4,98
Cocaina 20 75,5 +143 20 72,0+ 17,0

Mazindol 1,25 78,3 +£11,2 1,25 97,5+113
Mazindol 2,5 54,3 +7,12 2,5 80,5+ 11,7
Mazindol 5 55,5+5,92 5 79,1 8,63
Lidocaina 10 64,5+ 124 10 61,8+ 11,7 |
Lidocaina 20 71,3 £4,90 20 77,6 5,74

i - Lidocaina 30 62,8 +9,82 30 73,3 £7,86

Os valores representam a média + e.p.m. de 06 animais.
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A Tabela 14 apresenta os resultados de todos os tratamentos empregados,
comparados com o grupo tratado com VEfC’,. nos intervalos de 30, 60 e 90 mi-

nutos apos a injeg¢do intraplantar de formalina.

A anilise estatistica, efetuada por meio da ANOVA de uma via, a cada
intervalo de tempo, indicou que ndo houve diferenga significante entre os
tratamentos empregados: [F74 = 1,16; p = 0,343, aos 30 minptos; Fr40 = 1,21;

p = 0,317, aos 60 minutos; F740=0,90; p=0,512, aos 90 minutos].

O MAZ, a LID e a COC, nas doses utilizadas, niio afetaram a coordenagdo

motora no teste do: “rota-rod” (rever Tabela 1).
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5 - DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o tratamento agudo de
MAZ, LID e COC produz antinocicepgdo no teste da formalina, uma vez que se
evidenciou significante reducdo do tempo de lambida das patas entre os amimais
tratados com essas drogas e o grupo que recebeu VEIC. Esses resultados pare-
cem refletir um efeito analgésico consistente, visto que essas mesmas drogas
ndo causaram incoordenag¢do motora nos animais testados no “rota-rod”.

A seguir serdo detalhadas as possiveisz implica¢des dos resultados, con-
forme a seqii€ncia do delineamento experimental efetuado: tratamento agudo,
tratamento repetido, influéncia de antagonistas DAérgico e opidide, associagdo
com a morfina, tratamento i.t., tratamento i.c.v. ¢ edema de pata.

Um dos aspectos mais ihteressantes e relevantes observados neste estudo
foi a antinocicepgdo, dependente da vdose, induzida pelo MAZ (1 25:25:5¢10
mg/kg), um agente anorexigeno, em ambas as fases do teste da formalina
(Figura 4). Ndo se tem noticia até o momento, de relatos que demonstrem esse
efeito antinociceptivo, porém o MAZ é conhecido por bloquear o mecanismo
de captagdo de catecolaminas, ligando-se, com alta afinidade, no mesmo sitio
de ligagdo da COC (JAVITCH et alli 1983). Dessa forma, os resultados obti-
dos sugerem que, no teste da formalina, 0 mecanismo envolvido na ag¢do anal-
gésica do MAZ pode estar parcialmente relacionado ao da COC, visto que am-

bas as drogas compartilham semelhantes efeitos comportamentais conforme
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citado anteriormente na introdugdo (KRUK e ZARRINDAST, 1976; ZAM-
BOTTI et alli 1976).

Como era de se esperar, a COC (20 mg/kg) apresentou uma intensa
resposta antinociceptiva, nas duas fases do teste da formalina, vindo ao encon-
tro de estudos anteriores que indicam que essa droga possui propriedades anal-
gésicas (LIN et alli 1989; PERTOVAARA et alli 1990; KIRITSY-ROY et alli
1994; GATCH et alli 1995).

Outra observagdo interessante foi o efeito antinociceptivo induzido por
LID (20 e 30 mg/kg) nas duas fases do teste da formalina. De maneira seme-
Ihante, estudos anteriores, desenvolvidos no laboratorio da Farmacologia, de-
monstraram que a LID significativamente aumentou as laténcias no teste da
placa quente e no teste de retirada da cauda, além de ter reduzido, de modo de-
pendente da dose, o numero de contorgdes abdominais induzidas por acido
acético (RIGON e TAKAHASHI, 1996). Esses achados confirmam e estendem
os dados da literatura que sugerem que outros anestésicos locais, além da COC,
possuem propriedades analgésicas (WIESENFELD-HALLIN e LINDBLON,
1985; TASKER et alli 1987; BIELLA e SOTGIU, 1993).

Além das propriedades antinociceptivas e anestésicas locais, a COC é
conhecida por seus efeitos psicoestimulantes. Sabe-se que, apos um periodo de
abstinéncia, a administra¢do unica de COC, mas nio de salina, resulta em in-
- tensos comportamentos estereotipados (JOHNSON e SNELL, 1987). Essas

respostas ndo sdo observadas em animais testados com COC em tratamento
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agudo (HORGER et alli 1990). Esse psicoestimulante ¢ conhecido por produzir
sensibilizagdo farmacologica em roedores, agindo por meio do bloqueio da re-
capta¢do promovendo conseqiientemente o aumento de DA na fenda sinaptica
(SEGAL e MEELL, 1974; POST e ROSE, 1976; KOLTA et alli 1985; REITH
et alli 1986; ROBINSON ¢ BECKER, 198.6).\ Ha evidéncias de que neurdnios
DAérgicos mesolimbicos possam desempenhar importante papel na mediagdo
do desenvolvimento da sensibilizagdo farmacoldgica induzida por psicoes-
timulantes (KALIVAS ¢ STEWART, 1991). Confirmando essas consideragdes,
estudo recente evidencia que animais expostos repetidamente ao MAZ também
induzem sensibilizagdo farmacolégica'ao seu efeito locomotor (ZANIN e TA-
KAHASHI, 1994). |

Curiosamente quando se avaliou a ocorréncia de sensibilizagdo farma-
cologica nesse estudo, em ambas as fases do teste, o efeito de MAZ (I.,2‘\.5'
mg/kg) administrado de forma repetida ndo diferiu da resposta analgésica do
tratamento agudo, éugerindo que essa droga n3o desenvolve sensibilizagdo a
esse pardmetro comportamental (Figura 5)

Embora a admjnistragﬁo repetida de COC (20 mg/kg) tenha demonstrado
fedugﬁ'o do tempo de lambida das patas em relagio ao tratamento agudo, na
primeira fase do teste, esse efeito ndo foi estatisticamente: significante; regis-
trando-se, 'porém,‘ a tendéncia de sensibilizagdo farmacoldgica ao efeito- anal-

gésico dessa droga.
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Por outro lado os animais tratados de forma repetida com LID (10
mg/kg) mostraram aumento significante da analgesia na primeira e na segunda
fase do teste da formalina, sugerindo que esses animais parecem ser mais sus-
cetiveis a induzir sensibilizagido farmacologica ao efeito analgésico. |

Ainda que, o aparecimento da sensibiliza¢do farmacologica parega estar
baseada em alteragdes na transmissdo DAérgica, em regides especificas do
SNC (KALIVAS ¢ WEBBER, 1988; KALIVAS e STEWART, 1991), ¢ bas-
tante aceita a idéia de que mecanismos multiplos estariam envolvidos nas mu-
dangas de efetividade. de uma droga apés eXposig:(")es repetidas (GOUDIE e
EMNETT-OGLESBY, 1989; TRUJILLO e AKIL, 1991). De acordo com essa
hipétese, é possivel sugerir que a sensibilizagdo farmacologica ao efeito anal-
gésico, evidenciada no presente estudo, envolve sistemas neuronais. diferentes,
visto que, essa sensibilizagdo sé foi demonstrada com a administragdo de LID
(10 mg/kg), que recentemente foi descrita, por ndo envolver o éistema DA¢ér-
gico (GRAHAM et alli 1995).

Embora a avaliagdo das principais Viaé de neurotransmissores subjacen-
tes aos efeitos antinociceptivos obtidos com MAZ, LID e COC tenha sido efe-
tuada de forma simplificada, com apenas uma dose, é possivel correlaciona-los
com os sistemas DAérgico e opidide pelas consideragdes abaixo.

O presente estudo demonstrou que o tratamento prévio com HAL (0,2
mg/kg) e SUL (5 mg/kg), antagonistas que agem preferentemente em recep-

tores D,, mas ndo com SCH (0,03 mg/kg), antagonista seletivo Dy, inibiu sig-
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‘nificativamente as respostas antinociceptivas induzidas por MAZ (5 mg/kg) e
COC (20 mg/kg) em ambas as fases do teste da formalina (Figuras 6 ¢ 7). A
reversdo dessas respostas analgésicas esta relacionada, provavelmente, a agdo
especifica do MAZ e da COC sobre o sistema DAérgico.

Esses resultados estdo de acordo com varios estudos que, utilizando an-
tagonistas especificos, sugerem que os receptores DAérgicos D; e D, estdo en-
volvidos na analgesia de agonistas da DA, tal como COC, APO e d-ANF, no
teste da formalir;a (LIN et alli 1989; MORGAN e FRANKLIN, 1990). Outros
trabalhos demonstram a existéncia de influéncia de receptores D, na analgesia
induzida por DA, agonistas de receptores D, ou agonistas DAérgicos mistos
(LIU et alli 1992; SUAUDEAU e COSTENTIN, 1995; GONZALEZ-RIOS et
alli 1986; MICHAEL-TITUS et alli 1990).

Por outro lado existem evidéncias que a resposta analgésica induzida por
DA (LIU et alli 1992) e APO (GONZALEZ-RIOS et alli 1986), agonista
DAérgico D; e D,, € revertida por SUL mas ndo por SCH.

Assim sendo, o presente estudo sugere que receptores D, desempenham
papel importante nas ag¢des antinociceptivas do MAZ e da COC, e descartam o
possivel envolvimento de receptores D; da DA no efeito antinociceptivo provo-
cado por essas drogas no teste da formalina, a0 menos em camundongos e na
dose empregada.

A constatagdo de que a resposta analgésica induzida por LID ndo foi

inibida por HAL (0,2 mg/kg), SUL (5 mg/kg) e SCH (0,03 mg/kg), antago-
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nistas DAérgicos utilizados nesse estudo, vem ao encontro de dados recentes da
literatura que citam que anestésicos locais do grupo amida, assim como a LID,
nio afetam o metabolismo da DA (GRAHAM et alli 1995).

Um achado interessante foi a reversdo da resposta analgésica induzida
por MAZ (5 mg/kg) com a a dministragdo prévia de NAL (2 mg/kg), antago-
nista opioide que age preferentemente em receptores do tipo p, na primeira fase
do teste da formalina, sugerindo a existéncia de uma ligagdo opioidérgica
(figura 8). A auséncia desse efeito na segunda fase do teste, provavelmente, en-
volve fatores farmacocinéticos. Uma vez que, NAL foi administrado 30 mi-
nutos ahtes da injég:ﬁo de formalina, possivelmente, na segunda fase do teste,
grande parte desse antagonista ja tenha sido eliminada, prejudicando conse-
quentemente a compreensdo dos resultados.

Por outro lado, a resposta analgésica da COC (20 mg/kg) ndo foi inibida
na presenga de NAL (2 mg/kg). Ja se mostrou , entretanto, que a resposta anal-
gésica da COC (20 mg/kg, i.p.) ndo foi revertida por NAL (1 mg/kg, i.p.), no
teste da formalina em ratos (LIN et alli 1989), enquanto outro estudo, utili-‘
zando a mesma espécie animal ¢ o mesmo modelo experimental, registrou que
o efeito analgésico da COC (25 mg/kg) foi inibido por esse antagonista opidide,
porém com a dose de 10 mg/kg, i.p. (PERTOVAARA et alli 1990).

Com base nos dados acima relatados, o envolvimento do sistema opidide

na analgesia induzida por COC, ndo pode ser totalmente descartado, uma vez
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que outras doses dessas drogas nio foram analisadas, além de que neste estudo
ndo foi utilizado antagonista opidide seletivo.

Este trabalho também verificou a possibilidade do envolvimento do sis-
tema opidide no efeito antinociceptivo induzido por LID. Da mesma forma que
a resposta analgésica dessa droga ndo foi inibida pelos antagonistas DAérgicos
utilizados: HAL (0,2 mg/kg), SUL (5 mg/kg) e ’SCH' (0,03 mg/kg), a adminis-
tragdo de NAL (2 mg/kg) também ndo foi efetiva.

Supde-se, que os efeitos inibitorios centrais da LID ocorrem pelo fato de
essa droga inibir a ativagdo de fibras C e de fibras A-delta (DARRELL et alli
1991) ou podem ser mediados por receptores glicina estricnina-sensiveis, por
acdo da propria droga ou por meio de seus metabolitos (monoetilglicina xilidida
e glicina xilidida) que carregam a molécula de glicina intacta em suas estruturas
(BIELLA e SOTGIU, 1993) e, desse modo, podem agir como agonist_a‘ da
glicina (BIELLA e SOTGIU, 1993).

Considerando as intimeras evidéncias de que mecanismos catecolaminér-
gicos e especialmente mecanismos DAérgicos, estdo envolvidos na atividade de
analgésicos narcéticos (DUNAI'’KOVACS e SZEKELY, 1977; BEN-SRETI et
alli 1983; MORGAN e FRANKLIN, 1990, 1991), esse trabalho verificou se a
associagdo MAZ+MOR e LID+MOR pode alterar o efeito antinociceptivo in-
duzido por cada uma dessas drogas administradas isoladamente (Figura 9).

O envolvimento do sistema opidide na analgesia de MAZ (5 mg/kg, i.p.),

observado com o uso de NAL (2mg/kg, i.p.), parece ser confirmado com o
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efeito causado por essa droga em associagdo com a MOR. O tratamento combi-
nado de MAZ (1,25 mg/kg) com MOR (2 mg/kg) causou efeito aditivo es-
tatisticamente significante, na primeira fase do teste da formalina, quando essa
resposta foi comparada com a dos animais tratados separadamente com MAZ e
MOR.

Embora o tratamento combinado de COC (10 mg/kg) com MOR (2
mg/kg), no segundo intervalo do teste, tenha demonstrado aumento na resposta
analgésica, em relagdo aos animais tratados com MOR e COC separadamente,
esse efeito ndo foi estatisticamente significativo. Foi possivel, porém, observar
uma tendéncia a um efeito aditivo com o tratamento combinado dessas duas
drogas. Esses resultados contrastam com alguns dados da literatura que men-
cionam o aumento da resposta analgésica da COC em combina¢do com a
MOR e a importante implicagdo dessa associagio para uso clinico no trata-
mento da dor (GATCH et alli 1995; SIERRA et alli 1992).

Também se observou que a associagdo de MOR (2 mg/kg) com LID (10
mg/kg), na segunda fase do teste, apresentou efeito aditivo estatisticamente
significante, em comparagdo ao grupo tratado somente com LID. Esses resulta-
dos sugerem que o sistema opidide pode estar envolvido na antinocicepgdo in-
duzida por LID.

Tem sido muito pesquisada a interagdo entre os sistemas DAérgico e
opidide na antinocicepgido. Alguns estudos afirmam que NAL reverte o efeito

antinociceptivo induzido por APO, agonista DAérgico que age em receptores



73

D; e D, da DA, e por RU 24926, agonista seletivo de receptores D, sendo que
a agdo desses agonistas DAérgicos parece estar acompanhada da liberagdo de
endorfinas, peptideos opidides que agem em receptores do tipo pu (GON-
ZALEZ-RIOS et alli 1986, SUAUDEAU e COSTENTIN, 1995). Por outro
lado, MORGAN e FRANKLIN (1990) demonstraram que a analgesia da MOR
foi bloqueada por lesdo com 6 OHDA (6-hidroxidopamina) na regido SN-ATV
(substancia negra-area tegumentar ventral). Seguindo essa mesma linha de ra-
ciocinio, em outro estudo foi observado que a administragdo repetida de COC
aumenta os niveis de dinorfina, peptideo opidide que se liga em receptores do
tipo x, no estriado e na substancia negra, sendo que essa liberagdo depende da
integridade da via DAérgica nigroestriatal, bem como da presenga de receptores
D;e D da}DA, uma vez que antagonistas DAérgicos seletivos tenham blo-
queado essa liberagdo (SIVAM, 1989).

O aumento da resposta analgésica de MAZ, LID ¢ COC em aésociagﬁo
com a MOR na segunda fase, em relagdo a primeira fase do teste, possivel-
mente se deve ao aumento de receptores opidides nos terminais nervosos du-
rante o processo inflamatorio (STEIN, 1995), que ocorre na segunda fase do
teste da formalina (CORREA e CALIXTO, 1993).

O mecanismo envolvido na antinocicepg¢do apos a ativagdo de receptores
opiodides sobre neurdnios perifériéos parece envolver o aumento da corrente de
potéséio e a diminui¢do da corrente de calcio levando a inibigdo do disparo neu-

ronal e a liberagdo de transmissor (WERZ ¢ MACDONALD, 1983; SCHROE-
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DER et alli 1991). De forma similar, a ativagdo de receptores opidides em ter-
minais nervosos centrais inibe a liberagdo de compostos excitatorios depen-
dentes de célcio e compostos pro-inflamatoérios (p.exemplo a SP), de terminais
nervosos periféricos (YAKSH, 1988), que contribuemv para a agdo antiin-
flamatoria dos opidides (BARBER ¢ GOTTSCHLICH, 1992).

E possivel distingiiir o sitio de a¢do de analgésicos: central, periférico ou
simultineamente central e periférico, com base nas respostas das drogas ao
teste da formalina (SHIBATA et alli 1989).

Sabé-se que drogas narcoticas, como MOR, codeina, meperidina, inibem
a resposta de dor igualmente na primeira ¢ na segunda fase do teste da forma-
lina (SHIBATA et alli 1989; HUNSKAAR et alli 1985; VACCARINO et alli
1989). Por outro .lado, drogas que agem perifericamente como aspirina,
dexametasona e hidrocortisona, inibem somente a segunda fase do teste. A
aminopirina e o acido mefenamico, que tém um sitio de ag¢do central, bem como
um sitio de ag¢do periférica (SHIBATA et alli 1986, WHITTLE, 1964) afetam
ambas as fases, a resposta da segunda, contudo, é inibida por doses menores,
comparadas com a primeira fase (SHIBATA et alli 1989). Essas observagoes
confirmam os dados obtidos no presente trabalho, uma vez que a resposta anti-
nociceptiva de MAZ, LID e COC ou a associagdo dessas drogas com a MOR
foi evidenciada em ambas as fases do teste da formalina, sugerindo, a0 menos

em parte, agdo central dessas drogas.
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A administrag¢do i.t. de MAZ, LID e COC foi utilizada com o objetivo de
verificar um pbssivel sitio de a¢do em nivel medular, no qual essas drogas po-
deriam estar exercendo os efeitos antinociceptivos observados com a adminis-
tragdo 1.p. (Figura 10).

No presente estudo, a administragdo it. de MAZ, LID ¢ COC de-
monstrou uma resposta analgésica significante somente na primeira fase do
teste da formalina, em todas as doses utilizadas. E possivel que o efeito em a-
penas uma fase do teste seja devido ao fato de essa droga ndo estar mais
agindo, no local, na segunda fase. Esses resultados demonstram que o efeito
antinociceptivo de MAZ, LID ¢ COC envolvem, possivelmente, sitios medu-
lares.

Pelo fato de a resposta analgésica induzida por MAZ (5 mg/kg, i.p.) ser
antagonizada por HAL (0,2 mg/kg, i.p.), SUL (5 mg/kg, 1.p.) e NAL (2 mg/kg,
1.p.) € a partir dos resultados obtidos pela administragdo i.t., foi analisado a pos-
sibilidade do envolvimento dos sistemas DAérgico e opidide em nivel medular,
na resposta analgésica i.p. induzida por MAZ (Figura 11).

Utilizou-se neste protocolo experimental SUL (16 ug/ul, 1.t.) e NAL (1,2
ug/ul, i.t.), antagonista que se liga preferentemente em receptores D, € antago-
nista opioide, respectivamente. Os resultados sugerem que o efeito antinoci-
ceptivo de MAZ (5 mg/kg, i.p.) ocorre, pelo menos em parte, em nivel medular,
envolvendo receptores D, da dopamina ¢ receptores opidides, visto que a

administragdo i.t. de SUL e NAL reverteu essa resposta analgésica na primeira
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fase do teste da formalina. Esses dados confirmam os resultados observados
com o tratamento prévio via i.p. de SUL (5 mg/kg) e NAL (2 mg/kg,), sobre as
respostas analgésicas induzidas por MAZ (5 mg/kg, i.p.).

A auséncia de efeito desses antagonistas na segunda fase do teste con-
firma a hipoétese, citada anteriormente, de que, possivelmente, essas drogas ndo
estdo mais agindo no local, nesse intervalo analisado.

Viarios trabalhos evidenciam o envolvimento de mecanismos medulares,
mediados por receptores D, da DA. Conforme ja mencionado, Liu et alli
(1992), no teste de retirada da cauda, observaram que a administragdo i.t de
SUL bloqueou o efeito antinociceptivo produzido por DA, ao passo que SCH e
NAL, administrados pela mesma via, ndo alteraram essa resposta analgésica.
De forma semelhante, estudo de “binding” demostrou que sitios D, estdo con-
centrados na medula espinhal de rato (BARASI et alli 1985b).

Além do sistema DAérgico, pelo menos trés outros sistemas, serotoni-
nérgico, noradrenérgico e opioidérgico, regulam € modulam a transmissdo no-
ciceptiva em nivel medular. Tem-se observado que opidides sdo efetivos
quando administrados na medula espinhal, bem como diretamente no cérebro.
Por exemplo, é sugerido que agonistas opidides do tipo x, da mesma forma que
agonistas opidides do tipo u, possam ter um sitio de a¢do em nivel medular e
supra-medular (MILLAN et alli 1989). Essa hipdtese é argumentada, baseada
em outro estudo que demonstra que a administragdo it. € i.c.v. de nor-

binaltorfimina, antagonista que se liga preferentemente em receptores do tipo k
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pode atenuar a agdo da administragdo sistémica de U50,488H, agonista de re-
ceptores do tipo k (TAKEMORI et alli 1988).

O presente trabalho também investigou se a resposta antinociceptiva in-
duzida por MAZ, LID e COC possui um sitio de a¢do supra-medular (Figura
12). Os resultados confirmaram essa expectativa, visto que foi observado uma
redugdo significativa do tempo de lambida das patas com a administragdo i.c.v.
de MAZ, LID e COC em ambas as fases do teste da formalina.

Ja esta bastante comprovado o envolvimento de mecanismos descenden-
tes inibindo a transmissdo nociceptiva em nivel de medula espinhal. Veja-se
que a administragido supra-medular de agonista de receptores opidides do tipo
u, no teste da formalina, produz analgesia, dependente da dose, por ativagdo
de mecanismos inibitorios descendentes (BARR et alli 1992).

Por outro lado, FLEETWOOD-WALKER (1988) observou que a es-
timulagdo da regido All, que origina proje¢des DAérgicas para a meduia es-
pinhal, inibe respostas nociceptivas nesse lbcal, e esse efeito inibitorio ¢ an-
tagonizado por SUL, antagonista que se liga preferentemente em receptores D,
da DA. Com base nesses conhecimentos, é possivel sugerir que a antinoci-
cepcdo do MAZ pode envolver também sitios supra-medulares, possivelmente
.pel_g ativagio de projegﬁes descendentes, aumentando a transmissdo DAérgica
que I;Qde ser acompanhada da liberagdo de peptideos opidides.

Conforme ja descrito, as duas fases do teste da formalina envolvem me-

canismos nociceptivos diferentes: a primeira fase esta relacionada ao efeito di-
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reto sobre nociceptores € € inibida por drogas que agem centralmente; em con-
traste com ela, a segunda fase parece estar envolvida com respostas in-
flamatorias, parcialmente mediadas por prostanoéides, podendo ser inibida por
esterdides e antiinflamatorios ndo esteroidais, bem como por drogas que agem
centralmente (SHIBATA et alli 1989). A segunda fase do teste da formalina ¢
freqiientemente acompanhada por edema, devido a liberagdo de mediadores in-
flamatorios (HUNSKAAR e HOLE, 1987; CORREA e CALIXTO, 1993). A
BK, por exemplo, é produzida no sitio onde ocorre a lesdo tecidual, inflamagio
ou anoxia, e € considerada fator importante que induz o extravasamento plas-
matico por intermédio da ativagdo de fibras simpdticas e sensoriais (DRAY et
alli 1994). Existem registros de que drogas que agem centralmente, assim como
a MOR, possam ter agdo antiinflamatoria (ARRIGO-REINA e.r FERRI, 1979),
sugerindo o envolvimento de receptores opiéides no controle da inflamag3o.

Os resultados preliminares do presente trabalho, quanto ao edema de
pata, demonstram que MAZ (1,25; 2,5 e 5 mg/kg), LID (10, 20 ¢ 30 mg/kg) e
COC (20 mg/kg) ndo interferem nessa resposta, uma vez que, o efeito dessas
drogas ndo alterou o volume das patas de maneira, estatisticamente significante,
em relagdo ao grupo tratado com VEIC. (Tabela 14).

Em resumo, os resultados do presente trabalho, obtidos a partir de dife-
rentes procedimentos experimentais, demonstram pela primeira vez que MAZ
possui efeitos antinociceptivos no teste da formalina, de forma similar a COC.

Os sistemas DAérgico, D, predominantemente, € opidide parecem estar envol-
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vidos na resposta analgésica induzida por MAZ. O efeito antinociceptivo evi-
denciado com o uso da LID, possivelmente, ndo afeta o metabolismo da DA, o
sistema opidide, entretanto, pode estar presente nessa resposta. Confirmando
dados da literatura, a transmissdo DAérgica parece estar envolvida no meca-
nismo de a¢io antinociceptiva induzida por COC. Visto que a associa¢do de
COC com opidides, origina uma preparagdo analgésica conhecida como “mis-
tura Brompton’s”, que € utilizada no tratamento da dor cronica de pacientes
cancerosos (MELZACK et alli 1976; MOUNT et alli 1976, JAFFE e MARTIN,
1990), é possivel sugerir que drogas disponiveis para diferentes propdsitos
" terapéuticos, assim como o MAZ, possam ser utilizadas como um antinoci-

ceptivo ou um agente adjuvante no tratamento da dor.
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CONCLUSOES

-O MAZ, a LID e a COC sido antinociceptivos no teste da formalina, possivel-
mente, envolvendo sitios medulares e supra-medulares, uma vez que as re-
spostas analgésicas dessas drogas foram observadas com a administragéo i.t. €

1.C.V.

-A LID administrada de forma repetida induziu sensibiliza¢do farmacoldgica ao
efeito antinociceptivo. Embora o aparecimento de sensibilizagdo parega estar
relacionado principalmente ao sistema DAérgico, essa resposta da LID pos-
sivelmente envolve outros sistemas neuronais, visto que essa droga parece nio
envolver a transmissdo DAérgica. O MAZ e a COC, surpreendentemente, ndo
causaram sensibilizag¢do ao efeito antinociceptivo, porém tem sido demonstrado
que essas drogas induzem sensibilizagdo farmacologica ao efeito locomotor

apos administragdo repetida.

-O sistema DAérgico parece estar envolvido na antinocicepgdo induzida por
MAZ e COC a partir do nivel medular e, possivelmente, os‘receptores D, tém
papel importante nessa resposta. Os receptores D; parecem ndo estar envolvi-

dos na resposta analgésica dessas drogas.

-O sistema opidide parece estar envolvido na resposta antinociceptiva causada

por MAZ, ja que essa resposta foi antagonizada por NAL.

-Confirmando estudos recentes, o efeito antinociceptivo induzido por LID, pro-
vavelmente ndo envolve mecanismos DAérgicos. O sistema opidide, entretanto,

pode estar presente.
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-A associa¢iio MAZ+MOR produziu efeito aditivo significante, confirmando a
interacdo entre os sistemas DAérgico e opdide. E possivel que na associagdo
LID+MOR outros sistemas neuronais estejam interagindo com o sistema
opdide. Curiosamente a resposta do tratamento combinado COC+MOR ndo
apresentou essa resposta, porém a literatura cita que a associagio dessas drogas

induz efeito aditivo em diferentes modelos experimentais.

-O MAZ, aLID e a COC parecem ndo interferir no edema de pata induzido por
inje¢do intraplantar de formalina, sugerindo que essas drogas ndo possuem

efeito antiinflamatério preponderante.
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ABSTRACT

The present study was carried out to investigate the antinociceptive ac-
tion of mazindol (MAZ), an anorectic drug largely used e of lidocaine, a local
anesthetic, following i.p., i.t or i.c.v. routes of administration in the mouse for-
malin test. An additional group of cocaine (COC) treated animals was used as
positive control. Also, the occurrance of sensitization to the antinociceptive ac-
tion was evaluated following repeated drug administration. Further, the in-
volvement of dopaminergic (DAérgic) e/or opioid systems in the responses
were examined through antagonist pretreatments and drug association with
morphine (MOR). The involvement of MAZ, LID or COC in paw—Qedema n-
duced by formalin and in the motor coordination were also examined. The re-
sults demonstrate that i.p. administration of MAZ ( 1,25; 2,5; 5 e 10 mg/kg),
LID (10, 20 e 30 mg/kg) e COC (20 mg/kg) signiﬁcanﬂy reduced the paw-
licking responses compared to control animals. The repeated administration of
LID (10 mg/kg, i.p.) caused sensitization to its antinociceptive effect, but re-
peated MAZ (1,25 mg/kg) or COC (20 mg/kg) failed to show this response.
Pretreatment With haloperidol (0,2 mg/kg, i.p.) e sulpiride (5 mg/kg, 1.p.), D
antagonists, inhibited the analgesic effects of MAZ (5 mg/kg) ¢ COC (20
mg/kg), but SCH 23390 (0,03 mg/kg, i.p.), D; antagonist, was without effect. In
addition, naloxone (2 mg/kg, i.p.), opioid antagonist significantly inhibited

MAZ (5 mg/kg, i.p.) antinociceptive effect. None of these antagonists affected
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the LID response. On the other hand, the association of MAZ (1,25 mg/kg, 1.p.)
or LID (10 mg/kg, i.p.) with MOR (2 mg/kg, i.p.) caused significant additive
response. Significant antin'ociceptive effects were also shown following i.t. or
i.c.v. administration of MAZ, LID (5, 10 e 20 pg/ul) or COC (20 ug/u). Intra-
thecal pretreatment with sulpiride (16 ug/ul) or naloxone (1,2 pg/ul) reversed
the analgesic action of MAZ (5 mg/kg, i.p.), thus confirming previous experi-
ments. All drug treatments failed to show anti-inflamatory action and they un-
affected motor coordination. In conclusion, these findings suggest that MAZ e
LID induce significant antinociceptive effects in mice, possibly involving
medular and supramedular sites. In addition, these results confirmed the COC
antinociceptive action in the mouse-formalin test. The DAergic, mainly D, re-
ceptors, e opioid systems appear to be involyed in the MAZ response. The pre-
dominant méchanism responsible by LID antinociceptive action remains un-

known.
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