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INTRODUCAO

A dor é uma experiéncia universal da espécie humana. Todos sabem o que
significa, mas ndo existe uma defini¢io satisfatéria de dor. A maior parte dos
neurdnios envolvidos no processamento da informagdo dolorosa pertence a areas
como as paredes mediais e caudais dos ventriculos, o talamo, o hipotdlamo e a
substincia ativadora reticular ascendente do tronco cerebral. A participagdo destas
areas, sob o ponto de vista evolutivo, no controle ou na inibigdo da nocicepgéo,
sugere que estas propriedades sdo comuns a muitas espécies animais, o quek permite
estudar as propriedades fisiologicas deste sistema em varias espécies
(Branddo,1991).

A dor envolve varios processos fisiologicos e farmacologicos, tais como os
receptores, as Viés de transmissdo e modulagio, além de diferentes substincias que
estdo direta ou indiretamente envolvidas nos processos dolorosos. O termo
“nociceptor”é uma abreviagdo de nocireceptor (Sherrengton, 1906; Melzack e Wall,
1983). Em geral, os nociceptores estfio localizados‘er_n varias partes do corpo e
representam ramos terminais especializados das fibras nervosas sensoriais. O calor,
o frio, a pressdo, a distensdo e os estimulos quimicos, podem, direta ou
indiretamente ativar_ os nociceptores (Lico, 1979; Bessou e Perl, 1969; Handwerker

e Reeh, 1994). A ativagdo dos nociceptores pode ocorrer através da liberagdo de



substincias endogenas como, por exemplo, a bradicinina, a substancia P (SP), a
serotoniria, a histamina, as prostaglandinas, os leucotrienos etc.; ou também por
ions , produzindo a sensag¢do de dor (Melzack e Wall,1983; Benedetti e Butler,1990;
Bonica, 1990).

Os receptores nociceptivos transmitem os impulsos nervosos para a medula
espinhal através de trés tipos distintos de fibras nervosas: as fibras AP, que sdo
mielinizadas e de grande didmetro, sendo capazes de conduzir rapidamente o
estimulo doloroso; as fibras A8 normalmente pequenas e _mielinizadag
(Georgopoulos, 1976, 1977) e finalmente as fibras C, pequenas e ndo mielihizadas,
sdo responsaveis pela condugio lenta do estimulo doloroso (Adriaensen et al.,1983;
Rajaetal., 1988; Cohen e Perl, 1990; ).

O estimulo doloroso ¢ transmitido através das fibras nervosas especializadas
até o corno dorsal da medula espinhal. Esse estimulo faz com que células localizadas
no éomo dorsal e na substincia gelatinosa da medula espinhal liberem mediadores
quimicos diretamente envolvidos na transmissdo do impulso doloroso, entre eles
destacam-se. alguns neuropeptideos (como a subsfﬁncia P (SP) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)), os aminoacidos excitatérios, e
mediadores que inibem a transmissdo nociceptiva tais como os opidides endégenos,

serotonina e a noradrenalina, entre outros (Dickenson, 1995). Melzack ¢ Wall



(1965) propuseram o modelo do controle de comporta na percepcdo da dor, que
continua sendo revisto até os dias de hoje. Nesse modelo ¢ propoSto que as fibras
finas estimulam a liberagdo de substancias que potencializam a transmissdo da dor
(abrindo a comporta) e que as fibras grossas produzem liberagdo de outro tipo de
substdncias que modulam a transmissdo nociceptiva (fechando a comporta). As
substancias transmissoras podem ser influenciadas por impulsos nociceptivos
provenientes da periferia que podem ser regulados pela substancia gelatinosa ou
proje¢des descendentes do commo dorsal medular, o qual constitui um sistema de
feedback negativo ativado pela estimulagio espinqreticular; espinotalﬁmica e
espinocortical, inibindo a transmissdo nociceptiva espinhal.

Segundo Dray (1995), alguns fatores sdo associados com a inflamag&o junto a
estimulagﬁo da fibras nervosas periféricas na indugdo da dor; como mudangas no
fluxo sanguineo e na permeabilidade vascular, ativagdo e migragdo de células imune,
além de mudangas na liberagdo de fatores troficos e de crescimento préximos dos
tecidos. Eles podem produzir varias e complexas alteragdes nas fibras aferentes em
consequéncia da ativagio ou sensibilizagio por outros estimulos, pelas alteragdes
no fendtipo e estrutura do nervo sensorial.

Alguns mediadores podem atuar em nivel das proteinas da membrana e dos
canais 16nicos modiﬁcando a permeabilidade e a excitabilidade celular, sendo que

essas interagdes atuam via ativagdo de receptores de membrana, que séo geral, mas



nio exclusivamente, acoplados a proteinas sinalizadoras (proteina G), que ativam
outras proteinas (segundo-mensageiro) causando o efeito biolc')gicb (Gudermann et
al, 1995). Sua estimulagdo pode resultar em mudangas das atividades de proteinas
quinases especificas que sdo responsaveis pela fosforilagdo de proteinas
intracelulares, causando assim mudangas na conformagdo do canal i6nico da
membrana ou pela ativagdo e/ou inibi¢do de enzimas celulares como, por exemplo,
. as respostas acopladas aos receptores de adenosina, bradicinina, serotonina e
prostanoides, entre outros

Uma variedade de substincias s3o liberadas pelas células apos lesdo fecidual,
enquanto que outras sdo sintetizadas durante os eventos apds a imjuria. Entre elas
destacam-se os radicais livres (as espécies de oxigénio reativo) que tém recebido
atengdo com respeito a ativagdo de fibras aferentes durante a injaria tecidual. Os
radicais livres, incluindo os superperdxidos e pe_réxidos de hidrogénio e também
algumas espécies de hidroxil, sdo produtos gerados pela transferéncia elétrica celular
e sdo importantes para a regulagdo de inimeras atividades na transcrigdo do gen. A
produgio de espécies livres reativos de oxigénios sa.ioA importantes na inflamagdo,
evidenciada péla ativacdo de nociceptores. No entanto, tem sido proposto que os
peroxidos de hidfogénios potencializam outros mediadores pré-inflamatorios
inciuindo a bradicinina, as prostaglandinas EZA(PGEZ) e o peptideo vasodilatador

relacionados ao gene de calcitonina (CGRP) (Wey et al., 1992).



O oxido nitrico vem sendo descrito como uma molécula importante nos
processos envolvidos na nocicepgdo. A via mais importante de fdr*mag;ﬁo do éxido
nitrico é através da L-arginina (Moncada et al., 1991). Esée processo ocorre em
muitos tipos de células, em particular, em neurdnios sensoriais de tamanho pequeno
e médio (Verge et al., 1992), sob a ativagdo da enzima éxido nitrico sintase, na
presenga de calcio e outros cofatores, levando a formagdo de NO e liberagdo de
citrulina. Tem sido demonstrado também que o o6xido nitrico formado altera os
Processos ceiulares, principalmente ﬁa ativagdo da guanilato-ciclase, promovendo
em consequéncia 0 aumento da produgdo de GMPC gerado a partir do GTP.
Quando ocorre uma inflamagdo crénica ou na injuria do tecido, ocorre aumento de
uma nova forma de 6xido nitrico sintase, que atua independente da presenga de
calcio, chamada de NO-sintase-induzida, que para a sua agdo depende da sintese
protéica é estd associada a processos inflamatérios, como por exemplo nos
processos inflamatorios cronicos (Verge et al, 1992; Salvemini et al., 1993).

Outras substincias envolvidas no processo da dor inflamatoria sdo os protons,
que provavelmente estio envolvidos na liiperalgesia e.na sensagdo de desconforto da
dor muscular (Bevan e Geppetti, 1994; Dray, 1994). A administragdo exdgena de
solugdes acidas produz um rapido, mas transitério, aumento da permeabilidade de
cations na membrana dos neurdnios sensoriais; causando dessa forma aumento na

sensibilidade ao estimulo mecénico. Existem evidéncias sugerindo que esse efeito é



semelhante aquele induzido pela capsaicina, cuja a agdo € altamente especifica em
nivel dos nociceptores polimodais (Bevan e Yeats, 1991; Dray, 199.2) .

As cininas constituem um importante grupo de substincias envolvidas na dor
e na inflamagdo, conhecidas por exercer intimeros efeitos pro-inflamatérios diretos
ou indiretos, causando a liberagdo de prostandides, citocinas ou radicais livres em
uma grande variedade de células. As cininas também estmmulam neur6nios
simpaticos pos-ganglionares liberando neuropeptideos (Hall e Geppetti, 1995), e
também podem deéranular mastocitos liberando histamina e outros mediadores
inflamatdrios. As cininas sdo potentes substancias algqgénicas e induzem a .dor pela
estimulagdo dos receptores B, localizados na pele, juntas e musculos, ou pela
sensibilizagdo atfavés do estimulo mecanico e térmico (Beck e Handwerker, 1974;
Rang et al., 1994). Contudo, durante a inflamagdo prolongada, ocorre a sintese e
expressdo do receptor Bi, que pesquisas recentes indicam sua participagdo
significativa no estabelecimento da hiperalgesia (Dray e Perkins, 1993). Outros
mediadores envolvidos na inflamagdo, como as citocinas, entre elas algumas
interleucinas e o fator de necrose tumoral alfa também induzem hiperalgesia pela
facilitagio e indugdo dos receptores B, , pela estimulagdo da produ¢do dos
prostanoides e /ou pela ativagdo dos neur6nios simpaticos, sendo esse efeito inibido
pela indometacina,’ antagonista da interleuciﬁa—], pela simpatectomna ou pelos

antagonistas dos adrenoceptores (Ferreira et al., 1994).



Existem outras substincias diretamente envolvidas na génese da dor de
origem neurogénica e¢ inflamatdria, como os derivados do metabolismo do acido
araquidonico, entre eles as prostaglandinas, leucotrienos e acidos hidroxil, que sdo
os mediadores mais importantes dos processos inflamatorios, cuja sintese depende
das atividades das enzimas cicloxigenase e lipoxigenase. As prostaglandinas sdo
responséveis pela excitabilidade dos nociceptores, ou seja, sdo as principais
causadoras da redugdo do limiar de dor (sensibilizagdo), contribuindo assim para o
estabeiaécirnento da hiperalgesia. As prostaglandinas sdo geralmente geradas por uma
forma constitutiva da enzima, a cicloxigenase (CQX-I) apresentam ihﬁrneras
fungoes ﬁsiolégicas (Mitchell et al, 1993; Coleman et al,1994). Mais recentemente,
outra forma de cicloxigenase (COX-2) tem sido descrita durante o processo
inflamatério, sendo que ambas as cicloxigenases sdo sensiveis as drogas
antiinﬂamat()rias ndo esterdidais (Mitchell et al, 1993). Entretanto, algumas dessas
drogas sdo mais efetivas em relagdo a uma ou outra forma das enzimas (Vane,
1994; Isakson et al.,1995).

Dray e et al., (1995), demonstraram que a adeﬁosina trifosfato (ATP) € capaz
de estimular os neurdnios sensoriais e causar aumento da permeabilidade aos
cations, justificando dessa maneira a dor aguda e transitéria que € observada
quando o ATP ¢ administrado por via intradérmica. A adenosina também provoca

dor e hiperalgesia, sendo esse efeito mediado pela ativagdo dos receptores A2 da



adenosina. Esses receptores estdo acoplados a adenilato ciclase e, quando
estimulados, determinam um aumento da produgﬁb do AMPc, com consequente
redu¢do da permeabilidade dos ions potassio, colaborando assim para a
hiperexcitabilidade nas fibras aferentes nociceptivas. Por outro lado, a adenosina
também pode ativar os receptores Al que induzem diminui¢do dos niveis de AMPc.
Esse efeito pode resultar em redugdo da excitabilidade aferente pelo bloqueio da
condutdncia ao calcio ou aumento da permeabilidade ao potassio, dessa forma,
modulando a transmissdo nociceptiva (Bleechan e Keele, 1977; Levine et al., 1993;
Rang et al., 1994).

A serofonina ¢ uma amina endogena que pode causar excitagdo direta dos
neurdnios sensoriais pelo aumento da permeabilidade ao sédio via ativagdo de
receptor do tipo SHT-3. Além disso, foi também proposto que a serotonina induz
sensibilizagdo dos neurénios nociceptivos via ativagdo dos receptores S5HT-1 e
5HT-2 (Levine et al, 1993). Assim, a serotonina causa diminui¢gdo da
permeabilidade aos ions potassio com consequente despolarizagdo da membrana,
fatores que podem resultar na redugdo do limiar exéitatério dos neurdnios para o
estimulo térmico e de pressio (Beck e Handwerker, 1974; Dray,1994).

A histamina é um dos mediadores pro-inflamatdrios mais conhecidos,
liberada pela degranulagﬁo de mastocitos causéda por varios agentes mecanicos €

inimeros mediadores inflamatorios como SP, IL-1 e fator de crescmento neural. A



histamina pode atuar nos neur6nios sensoriais produzindo irritagdo em baixas
concentragdes ¢ dor em altas concentragdes (Dray et al., 1994); A ativagdo dos
receptores H; pela histamina a nivel dos neur6nios sensoriais pode resultar em
aumento da permeabilidade ao calcio provocando, assim, liberagdo de
neuropeptideos sensoriais além de protaglandinas e acidos mono-hidroxidos
eicosatetraindicos pelas células endoteliais, levando a hiperalgesia e a outros efeitos
pré-inflamatorios. (Rang et al., 1994).

Nos tltimos émos o interesse por novas substincias com atividade
analgésica e/ou antiinflamatorias, utilizadas principalmente para o controle da dor e
da inflamagdo de origem neurogénica, vem aumentando consideravelmente, quer pelo
aparecimento de um grande numero de substincias quimicas enddgenas
(principalmente neuropeptideos) que estdo envolvidas nesses processos, bem como
| pelo envolvimento desses mediadores com outras patologias (Coderre et al, 1993;
Seguin et al., 1995). Varias evidéncias indicam que os neuropeptideos estdo presentes
nos neurénios do sistema nervoso periférico e do sistema nervoso central, onde
exercem papel relevante como neurotransmissor.es. e/ou neuromoduladores
Atualmente, os estudos parecem confirmar nfo s essa previsdo, mas também o papel
exercido por peptideos em diversas fungdes fisiologicas e patoldgicas (Hokfelt et al.,
1987; Myers, 1994). Os neuropeptideos, em pérticular a substancia P (SP) e outras

neurocininas, tém sido propostos como neurotransmissores e/ou moduladores na
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transmissdo da informagdo nociceptiva principalmente em nivel da medula espinhal
(Otsuka e Ydshioka, 1993).

As neurocininas encontradas no sistema nervoso central de mamiferos s3o: a
SP, neurocinina A (NKA, substdncia K, neuromedina ou neurocinina ), neurocinina B
(NKB, neuromedina K) (Kanawaga et al., 1983; Kimura ef al., 1983; Maggio et al.,
1983, Schimada et al., 1987), neurocinina K (neuropeptideo K) e a neurocinina G
(neuropeptideo G ) (Tatemoto et al., 1985; Kage et al., 1988). As neurocininas sdo
armazenadas em grandes vesiculas sinapticas localizadas na regido terminal do
axénio (Maggi et al., 1993). A liberagdo do conteudo .dessas vesiculas paré a fenda
sinaptica ocorre por: 1) estimulos externos como pela capsaicina, potassio ou outros
agentes capazes de induzir despolarizagdo neuronal, ou 2) em condigdes
fisiopatologicas, podendo ocorrer durante o peristaltismo intestinal, apds estimulos
térrniqos na pele, por aplicagdo de estimulos dolorosos e ndo dolorosos na medula
espinhal, ou ainda podem ser liberados durante os processos inflamatérios.
Atualmente, existem varias evidéncias experimentais indicando que as neurocininas
estdio amplamente distribuidas tanto no sistema nervoso central quanto
perifericamente (Helke et al., 1990; Otsuka e Yoshioka, 1993). A nivel periférico, as
neurocininas sdo encontradas numa variedade de tecidos, principalmente nos
neurdnios aferentes primérios da raiz do génglio. dorsal sensiveis & capsaicina, que na

verdade constitui a fonte neuronal mais comum de neurocininas. A SP frequentemente
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coexiste com outras neurocininas no mesmo neurdnio, mas também comumente
coexiste ou interage Intimamente com neurotransmissores cléséicos, tais como
dopamina (DA), acetilcolina (Ach), opidceos, serotonina, GABA e aminodcidos
excitatorios (glutamato e aspartato), todos mediadores envolvidos na nocicepgdo
(Pernow, 1986; Hokfelt er al., 1987, Chang, 1988; Battaglia ¢ Rustioni, 1988,
Debiasi e Rukstioni, 1988).

O aumento da excitabilidade central pode ser responsavel por algumas
fnudang:as na sensagdo da dor caracterizada por lesdo e/ou inflamagdo dos tecidos
periféricos (Treede et al., 1992). Leah et al. (1985)» demonstraram que as fibras
aferentes tipo C pod¢m ter “receptores silenciosos” para as neurocininas, sendo esses
sensibilizados pelo processo inflamatério ‘do tecido periférico (Habler et al., 1990).
Essas observagdes foram confirmadas por Hope et al. (1990), que demonstraram que
a SP e a NKA tém seus niveis aumentados nos ganglios dorsais da medula de gato
apos a aplicagdo de estimulo mecéanico (Schaible et al., 1990).

Consideravel esfor¢o nos tltimos anos tem sido empregado com objetivo de
compreender os mecanismos responsaveis pela hiﬁeralgesia, que esta relacionada
com uma complexa modulagdo do sitema nociceptivo (Beitel € Dubner, 1976; Perl et
al., 1974). Contudo, a hiperalgesia frequentemente estende-se ndo s6 préximo ao sitio
lesionado, mas também para partes remotas do organismo (Woolf, 1984; Coderre e

Melzack, 1985). Tais resultados sugerem que a sensibilizagdo central pode
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desempenhar importante papel na sensagdo dolorosa (Hardy et al., 1950). Os
aminoacidos excitatorios € a SP, assim como seus receptores preséntes nos ganglios
dorsais da médula espinhal, parecem desempenhar um importante papel no processo
de sensibilizagdo. Assim, a estimulagdo das fibras aferentes primarias causa liberagio
de aminoacidos excitatérios € SP na medula espinhal (Go e Yaksh, 1987; Skilling et
al., 1988; Sorkin et al., 1992). A administragdo espinhal de antagonistas de receptores
para a SP (receptor NK,;) e de aminoacidos excitatorios (receptor de NMDA e de
AMPA), é capaz de bloquear a facilitagdo da resposta nociceptiva produzida por'
estimulagdo nociceptiva das fibras C aferentes (Coderr¢ e Melzack, 1992; Dickenson
e Sullivan, 1987a; Malmberg e Yaksh, 1992ab; Yamamoto e Yaksh, 1992ab).
Entretanto, a aplicagdo espinhal de SP, AMPA ¢ NMDA produziu hiperalgesia
prolongada (Aonansen ¢ Wilcox, 1986; Malmberg e Yaksh, 1992), sendo que as
agoes da SP e dos agonistas de receptores NMDA foram acompanhadas por aumento
dos niveis de prostanodides e de oOxido nitrico (Malmberg e Yaksh, 1992ab,1993;
Meller et al., 1992). A SP e os aminoacidos excitatorios (glutamato e aspartato),
atuando em seus receptores especificos, determinarﬁ aumento dos niveis de calcio
intracelular, que em consequéncia ativa varios segundos-mensageiros importantes no
estabelecimento do processo de hiperalgesia. O aumento do influxo de célcio causado
pela estimulagdo dqs receptores de NMDA (MacDermott et al., 1986) ou da SP

(Womack et al., 1989), ativa a 6xido nitrico sintase facilitando assim a geragdo do
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6xido nitrico através da L-arginina (Garthwaite et al., 1988). O 6xido nitrico formado,
por sua vez, vai causar a ativagdo da guanilato ciclase soluvel e com consequente
aumento dos niveis de GMPc (Southan et al., 1991). Além disso, o 6xido nitrico
ativa a fosfolipase A, neuronal, e a produgdo do acido araquidénico (Dumuis et al.,
1990), que sera metabolizado em varios eicosandides (Gammon et al., 1989)
importantes na génese da dor.

Jancs6 et al. (1967) demonstraram que a capsaicina, um produto pungente
e;traido da pimenta vermelha (planta do género Capsium), quando aplicada na pele
ou ‘injetada em ratos adultos induz reagdo dolorqsa nicial com subsequente
dessensibilizagio da dor induzida quimicamente. E também conhecido que a
capsaicina despolariza os corpos celulares dos neur6nios sensoriais aferentes tipo “C”
do gangho dorsal da medula e seus ax6nios ‘fin vitro”, sendo esse efeito, em parte,
decorrente da liberagdo de diversos neuropeptideos (Kessler et al., 1983; Williams e
Zieglgansberger, 1987). Szolcsanyi e Jacso-Gabor (1975) sugeriram o primeiro
modelo de receptor para a capsaicina. Apb6s duas décadas, o receptor foi
caracterizado e denominado de receptor vaniloide .(Szallasi e Blumberg, 1990b).
Atualmente, além da capsaicina, uma outra substancia atua em receptores vaniloides,
o diterpeno resiniferotoxina, que foi isolada de um tipo de cactos do Marrocos

(Euforbia resinifera). A resinferotoxina possui estrutura diferente do grupo de

substincias capsaicindides, mas tem o grupo lhiomovaniléide que € essencial para
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conferir a atividade nesses receptores. A resinferotoxina apresenta atividade bem
superior aquela mostrada pela capsaicina. Nos terminais dos neurdnios aferentes a
capsaicina induz liberagdo de SP imunorreativa (Gamse et al., 1979, 1981; Helke et
al., 1990), e também libera SP da medula espinhal de gato “in vitro” (Yaksh et al,,
1980), produzindo dessensibilizagdo dos neur6nios aferentes primarios (Lembeck,
1988; Szolcsanyi, 1985), além de liberar varios peptideos pro-inflamatorios dos
tecidos periféricos, incluindo a SP, NKA, CGRP, NKB entre outros. Recentemente,
foi descﬁto um antagonista competitivo e seletivo para a capsaicina, chamado de
capsazepina (Urban e Dray, 1991; Bevan et al., 199.2; Walpole e Wrigglesworth,
1993). |

Jancs6 et al. (1967) foram os primeiros pesquisadores a utilizarem o termo
“inflamagdo neurogénica” para descrever os eventos mediados pelos varios
neuropeptl'deos, caracterizados por aumento da permeabilidade vascular,
extravazamento plasmatico, e eritema que ocorre na pele quando os nervos
sensoriais sdo estimulados por administragdo topica de irritantes, como a capsaicina,
salina hipertonica, formaldeido e a estimulagio elétriéa_ antidrémica. Varios desses
efeitos sdo também observados nas vias aéreas, tanto de animais como de humanos,
apés a estimulagio com as diferentes neurocininas. Entre outros efeitos, as
neurocininas liberadAas causam a contragdo da musculatura lisa, estimulam secregdo

das glandulas submucosas, produzem vasodilatagio e aumento da permeabilidade
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vascular (Lundberg e Saria, 1987; Barnes et al., 1991 a, b), efeitos esses tipicos da
inflamagdo neurogénica. Além disso, os neuropeptideos pré-inﬂamat(')rios possuem
importantes efeitos desde a estimulagéo da proliferag:éo dos linfécitos T, estimulagdo
de macrofagos, mastocitos, eosindfilos e neutrofilos (Payan, 1992; Numao e
Agrawal, 1992; Smith et al., 1993). Em razdo dos intimeros efeitos descritos para os
neufopeptideos sensoriais, eles estdo geralmente implicados em varias patologias,
incluindo as desordens das vias aéreas, como a rinite € a asma, entre outros
(Baranuik e Kéiiner, 1990; Solway e Leff, 1991; Joos et al., 1994), além de estarem
intimamente relacionados com os processos n_ociceptiv.os ¢ inflamatdrios dé origem
neurogénica.

Inimeros compostos naturais t€m encontrado emprego no mercado
farmacéutico para o tratamento da dor. Nos ultimos anos, estudos desenvolvidos no
laboratério de }Quimica da Umiversidade Federal de Santa Catarina, permitiram isolar
diversas substancias derivadas de plantas (Cechinel,1995). Em estudos anteriores,
foir demonstrado que o extrato hidroalcodlico obtido das cascas da Hymeneae
martiana (Leguminosae), planta conhecida como jatol:.Jé.e usada popularmente como
antiinflamatoria e antialérgica, foi efetivo em antagonizar as respostas a Vvarios
neurotransmissores (bradicinina, angiotensina II, serotonina e prostaglandinas) em
preparagdes isoladas de musculos lisos (Calfxto et al.,1988). Além disso, esse

extrato também apresentou efeito analgésico importante em vérios modelos
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experimentais (Calixto et al., 1989; Neves et al., 1993). O fracionamento deste
extrato permitiu isolar e identificar trés glicosideos, caracterizados como sendo a
eucrifina, a engeletina e a astilbina (Carneiro, 1989). A astilbina foi obtida em altas
concentragdes (6%).

Outro extrato obtido no laboratério de Quimica foi o da Sebastiana schottiana

(Euphorbiaceae), planta popularmente conhecida como ‘“quebra-pedra”, utilizada
pela medicina popular para o tratamento de afecgdes renais. Seu extrato apresentou
atividade antiespéémédica em diversos modelos experimentais “in vitro” (Calixto et
al., 1986). O principal constituinte ativo presente no extrato foi posteriormente
isolado e identificado como sendo a 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona, também
conhecida como xantoxilina, com rendimento de 0,25% (Miguel, 1987; Calixto et
al., 1990b).

Recentemente, uma outra abordagem também interessante, utilizada pelo
grupo de produtos naturais da Universidade Federal de Santa Catarina, foi tentar
obter derivados sintéticos de produtos naturais mais abundantes, na tentativa de
produzir compostos semi-sintéticos com maior atividade farmacolégica (Cechinel,
1995). Neste trabalho, procurou-se analisar as agdes antinociceptivas de alguns

derivados da astilbina e xantoxilina, em varios modelos de nocicepgio.



17

OBJETIVOS
O presente trabatho foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

| - Analisar o possivel efeito analgésico da astilbina e xantoxilina, dois produtos naturais

ibundantes, bem como alguns de seus derivados, nas contor¢des abdominais induzidas

»elo acido acético em camundongos.

) - Investigar os possiveis mecanismos envolvidos nas agdes a;n.tinociceptivas causadas
selo composto C11 (2-(4-bromobenzoil)-3-metil-4,6-dimetoxiv benzofuran), derivado da
xantoxilina que revelou maior propriedade analgésica, com o emprego de agonistas e
antagonistas especificos de varios receptores, bem como inibidores enzimaticos

conhecidos, em varios modelos de nocicepgdo de origem neurogénica ¢ inflamatoria.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos machos
suigos (25 - 35 g) e ratos machos Wistar (180 - 220 g) criados no biotério setorial
do Departamento de Farmacologia, CCB, UFSC. Os animais foram mantidos a
temperatura controlada de 22 + 24°C, em ciclo claro/escuro de 12 horas e com
acesso a agua e ragdo ad libitum. Os animais foram aclimatizados nos laboratérios
durante um periodo de pelo menos 1 hora antes da realizagdo dos experimentos,
foram realizados geralmente entre 8 h ¢ 17 h.. Cada animal fo1 usado apeﬁas uma
VEZ.
A - Anilise quimica
Sintese dos compostos

A astilbina (taxifolin) e seus derivados : C1 (diidroxiquercitina 3,3,4,5,7-
pentaidroxiflavona), C2 (dihidroxiquercitina penta-acetato), C3 (3°,4°,5,7-
tetrametoxidihidroquercitina) ou a xantoxihna (2-hidréxi-4,6-dimetoxi acetofenona)
e seus derivados : C4 (2-hidroxi-3-bromo-4,6 dimet(');(i acetofenona), C5 (2-hidroxi-
3,5 dibromo-4,6 dimetoxiacetofenona), C6 (5,7-dimetc’>xi—4;6 cloro-flavona), C7 (2-
acetiloxi-3-bromo-4,6-dimetoxiacetofenona), C8 (2-hidroxi-4,6 dimetoxi 3°4’-
metileno dioxichalcona), C9 ( 2-(4-bromobenéilox)4,6-dimet()xiacetofenona), C10

(2,4,6-trimetoxi-3-bromo-acetofenona), ~ C11  (2-(4-bromobenzoil)-3-metil-4,6-
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dimetoxi benzofuran) e C12 (2-hidroxi-3-bromo-4,6-dimetdxi-chalcona) (figura 1)
foram obtidos e preparados pelo grupo do Professor Rosendo Augusto Yunes no

Laboratoério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UFSC.
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FIGURA 1 - Estrutura molecular dos compostos estudados.
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A sintese dos derivados da astilbina ou da xantoxilina foi feita através de
métodos convencionais. Todos os compostos foram caracterizados por métodos
espectroscopicos. Para mais detalhes sobre os procedimentos usados na sintese
desses compostos ver Cechinel- Filho (1995).

B - Analise farmacoloégica

1 - Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos

Inicialmente foi analisado o possivel efeito analgésico bem como a duragio
do efeito dos.vcompostos no teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido
acético que, embora seja um modelo de nocicepgio .simples e pouco especifico,
permite avaliar é atividade antinociceptiva de varias substincias que atuam tanto a
nivel central quanto periférico. A resposta nociceptiva foi induzida pela inje¢do
intraperitoneal de acido acético (0.6%, 0,1 ml/10g peso animal), de acordo com o
método descrito anteriormente (Bentley et al., 1981; Collier et al., 1968.)

Grupos distintos de animais foram pré-tratados com a astilbina ou com seus
derivados C1 a C3 ( 8,3 - 182,9 umol/kg), ou com a xantoxilina e seus derivados
C4aCl2 (0,8 - 549 4 pmol/kg) por via intraperitonéal, 30 min antes da inje¢do de
acido acético..Para efeito de comparagdo, outros grupos de animais foram tratados
com drogas padrdo: a aspirina e o acetaminofeno (55,5 - 1984,2 pmol/kg) i.p. ou

v.0., 30 e 60 min antes da injegdo intraperitoneal de 4cido acético, respectivamente.
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Os animais controle receberam volume similar de solugdo de NaCl a 0.9% (10
mb/kg, 1.p.).

Ap6s a injegdo de acido acético, os animais foram observados em pares, em
funis de vidro individuais, sendo que o numero de contor¢des abdominais foi
quantificado cumulativamente durante um periodo de 20 minutos. A atividade
antinociceptiva foi determinada tomando-se como base a inibi¢do do ntimero das
contorgoes abdominais dos animais pré-tratados com astilbina, xantoxilina ou seus
derivados e/ou com as ag¢les da aspirina ou acetaminofeno comparados com o
namero das contor¢des abdominais obtidas nos animais controles (tratados com
salina).

2 - Dor induzida pela formalina em camundongos

Para analisar a possivel agdo analgésica dos compostos, em um modelo de dor
de origem neurogénica, foi utilizado inicialmente o teste da dor induzida pela
inje¢do intraplantar de formalina, que é um modelo mais especifico e permite avaliar
duas fases distintas de dor: a de origem neurogénica (estimulagdo direta dos
neur6nios nociceptivos) e a dor inflamatéria (cafac_terizada pela liberagdo de
diversos mediadores inflamatorios). O procedimento utilizado foi essencialmente
similar aquele descrito anteriormente (Hunskaar et al., 1985, 1986, Murray ef al.,
1988; Corréa e Calixto, 1993). Os animais foram levemente anestesiados com éter,

exceto quanto utilizados para analisar a primeira fase da dor induzida pela formalina.
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A seguir, receberam 20 pl de uma solugdo de formalina a 2,5% (0,92% de
formaldeido) preparada em uma solugdo de tampdo (concentrag;ﬁo da solugdo de
PBS; NaCl 137 mM, KCL 2.7 mM e tampdo 10 mM), ou salina injetadas
intraplantarmente na pata direita e esquerda, respectivamente.

Logo apds, os animais foram colocados individualmente dentro de um funil
de vidro, ao lado de um espelho para facilitar a observagdo, sendo observados por
um periodo de 0 a 30 min. O tempo em que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada com formalina, foi considerado como indicativo de
nocicepgdo. Esse modelo permite evidenciar duas fases distintas de dor ;oa
primeira fase, 5 min apo6s a inje¢do de formalina, caracteriza a dor de origem
neurogénica, ¢ a segunda fase, 15 a 30 min apds a injegdo de formalina,
representando a resposta tonica normalmente acompanhada de resposta inflamatéria
relacionada com a liberagdo de mediadores inflamatérios (Hunskaar e Hole, 1987).
Para evitar a influéncia de fatores farmacocinéticos da agdo das drogas estudadas,
diferentes grupos de animais foram usados para analisar cada fase do teste de
formalina. |

Os animais foram pré-tratados com os compostos mais ativos detectados no
modelo de contor¢gdes abdominais : os compostos C1 e C3, derivados da astilbina e

os compostos C4, C9, C11 e C12 ,derivados da xantoxilina, foram administrados
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por via intraperitoneal (2,5 - 1648,3 pmol/kg) 30 min antes da inje¢do de formalina,
respectivamente.

O composto Cl11, por ter apresentado maior agdo analgésica, foi avaliado
pelas vias intraperitoneal, subcutanea (2,5 - 508,9 umol/kg, 1.p.), oral (76,3 - 1017,8
umol/kg), intracerebroventricular (2,5 - 254,5 mmol/sitio), imntratecal (1,0 - 100,0
nmol/sitio) ou subplantar (injetado em associagdo com a formalina) (0,01 - 1000,0
umol/pata).

Para a administragdo intracerebroventricular (i.c.v.), os animais foram
levemente anestesiados com éter ¢ um volume de 5 pl de salina estéril coﬁtendo 0
composto C11 (2,5- 254,5 nmol/sitio) ou morfina (1,3 - 10,6 nmol/sitio) foi injetado
dentro do ventriculo lateral dos animais (coordenadas para localizagdo em relagio ao
bregma: 1mm lateral, 1mm rostral, -3 mm vertical) como descrito previamente
(Laursen e Belknap, 1986: Durcan e Morgan, 1991; Gelgor et al., 1992). Os animais
controle receberam mesmo volume de uma solug@o de NaCl a 0,9% (salina), e cinco
minutos depois da administragdo do composto C11, morfina ou salina os animais
receberam injegdo intraplantar de formalina. Ambas Vas fases da dor induzida pela
formalina foram avaliadas como descrito acima.

Para a administragdo intratecal, foi adaptado o método descrito previamente‘

por Hylden e Wilcox (1980). Os animais foram levemente anestesiados com éter e
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um volume de 5ul de salina estéril (controle) ou contendo o composto C11 (1,0 -
100,0 hmol/sitio) ou morfina (0,1 - 13,0 nmol/sitio), foi injetadd entre L5 e L6
usando uma microseﬁnga conectada a um tubo de polietileno. Ap6s 5 min, os
animais receberam a.injeg:ﬁo intraplantar de formalina e as respostas nociceptiva
foram avaliadas conforme descrito anteriormente.

Outros grupos de animais foram tratados com a morfina por via subcutanea
(2,6 - 13,3 pmol/kg) 30 min antes dos testes. A aspirina (55,5 - 3330,6 umolkg) e o
acetaminofeno (6&,2 - 3969,6 umol/kg), foram administrados por via intraperitoneal
ou oral, 30 e 60 minutos antes da injegéo de formalina, respectivamente. |

Ao final do tempo de observagdo, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e as patas posteriores foram cortadas na jungdo tibio-tarsal e
pesadas em balanga analitica para quantificagdo dq edema induzido pela formalina.
A diferenga entre o peso (em mg) da pata direita (injetada com formalina) e da pata
esquerda (injetada com salina) foi considerada como indice de edema.

3 - Dor induzida pela capsaicina em camundongos

Esse modelo foi proposto por Sakurada et al. (1992) e demonstrou ser
adequado para o estudo de compostos que atuam preferenéialmente sobre a dor de
origem neurdgenica. A inje¢do intraplantar de capsaicina induz estimulagdo direta

dos neurbnios nociceptivos, causando a liberagdo de varios neuropeptideos
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‘envolvidos na transmissdo dolorosa, incluindo principalmente as neurocininas
(substéncia P, neurocinina A e neurocinina B) (Sakurada ez al., 1992; 1993). Assim ,
esse teste foi empregado com o objetivo de estudar com maiores detalhes a possivel
interagdo do composto C11 com o sistema neurocininérgico.

Cada animal foi colocado individualmente dentro de um funil de widro
transparente por um periodo de adaptagio de, no minimo, 20 min sendo
posteriormente observada a reag¢3o a dor induzida pela capsaicina, cronometrando-
se durante 5 min o ter;lpo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a
pata, sendo esse tempo tomado como indice de nocicep¢do . Cada animal recebeu
20 pl de solu§50 de capséicina (1,6 nug/pata), que foi injetada diretamente na regido
intraplahtar da pata posterior direita.

Os animais foram tratados com o composto C11 por via sistémica (2,5 - 152,7
umol/kg, 1.p.), por v1a subplantar (0,1 - 100,0 pmol/pata, injetado em associagdo
com capsaicina), ou por via intracerebroventricular (i.c.v.) (2,5 - 254,5 nmol/sitio).
Outros grupos de arﬁmais foram pré-tratados com morfina, usada como droga
padrdo, por via subcutinea (1,3 - 6,7 pmolkg) , por via tépica (10,0 - 1000,0
nmol/pata) ou por via intracerebroventricular (1,3 - 10,6'nmol/sitio). Os animais
controles (salina) receberam volume semelhante de solugdo de NaCl 0,9% (salina)

sistémica (IOml/kg); topicamente (20 ul/pata) ou intracerebroventricular (5 ul/sitio).
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4 - Teste do tail-flick em camundongos

A atividade analgésica do composto C11 foi analisada a seguir no teste do
tail-flick, um modelo de dor sensivel a drogas que atuam centralmente, como a
morfina e seus derivados. Foi utilizado o aparelho do tail-flick (Albarsch, model
Tail-flick analgesia meter) para medir o tempo de reagdo (s) a exposi¢do ao feixe de
luz (90 watts) incidido _sobre;;l cauda dos animais, de acordo com o método descrito
previamente por D’ Amour e Smith (1941).

Os animais foram selecidnados 24 horas antes dos experimentos conforme sua
reatividade ao teste, sendo desprezados aqueles que permaneceram por um periodo
superior a 8s no aparelho. Os animais normalmente respondem ao estimulo térmico
(feixe luminoso) movendq sua cauda, expondo assim uma fotocélula localizada na
base do aparelho, que controla o tempo em que o animal permanece com 0 feiﬁe de
luz incidido sobre sua cauda. O tempo maximo permitido de permanéncia do
estimulo nocivo sobre a cauda do animal foi de 20 s. 'Os animais foram pré-tratados
com salina (éohtrole, 10 ml/kg) , com o composto C11 por via intrapéritoneal (76,3
- 254,5 ymol/kg) ou com morfina por via subcutanea (2,6 - 26,0 pmol/’kg) 30 min

antes dos experimentos . Outro grupo de animais foi pré-tratado com naloxona, um

antagonista opidide ndo seletivo (13,7 pmolkg, i.p.), 10 min antes do tratamento
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dos animais com salina (10 ml/kg), com o composto C11 (152,7 pmol/kg,i.p.) ou
cc;m morfina (13,7 pmol/kg) . O grupo controle recebeu 0 mesmo volume de veiculo
(10 mV/kg) utilizado para diluir o composto C11 e a morfina.

5 - Teste da placa quente em camundongos

‘O teste da placa quente possui, de maneira geral, as mesmas caracteristicas e
sensibilidade que o modelo do tail-flick, ou seja, as drogas que apresentam efeito
analgésico no teste do tail-flick geralmente também sdo ativas no teste da placa
quehte. Para a realizagdo desses ex;)erimentos os animais foram colocados dentro de
um cilindro de vidro, sobre a superficie de uma placa d¢ metal previamente équecida
a 56 = 1° C, utilizando-se o aparelho de placa quente (Ugo Basile, Modelo-DS 37).
O tempo em segundos em que o animal levou para lamber, morder ou levantar as
patas dianteiras sobre a placa pfeviamente aquecida foi cronometrado e considerado
como indicativo de efeito nociceptivo, conforme descrito anteriormente (Eddy e
‘Leimback, 1953). Cada animal foi selecionado 24 horas antes dos experimentos de
acordo com sua reatividade ao modelo, sendo desprezados aqueles que
permaneceram por um periodo superior a 8§ s na piaca aquecida sem reagir ao
estimulo térmico. O tempo méximo permitido de permanéncia dos animais no
aparelho de placa quente foi de 30 s., sendo esse tempo considerado com indice total

de analgesia.
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Os animais foram pré-tratados com o composto C11 ( 76,3 - 254,5 pmol/keg,
1.p.) ou- com morfina (8,0 - 26,0 umol/kg , s.c., utilizada para compérar com o efeito
dos compostos) 30 min antes do experimento. Outro grupo de animais foi pré-
tratado com naloxona (13,7 pmol/kg, i.p.) 10 min antes do tratamento com salina,
composto C11 ou morfina. Os grupos controle receberam 0 mesmo volume do

veiculo (10 ml/kg) utilizado para diluir os cbmpostos ou morfina.

6 - Efeito sobre a performance motora (rota-rod) em camundongos

O objetivo deste teste foi eviden;iar o possivel efeito depressor do composto
C11 sobre o sistema nervoso central ou periférico. Os_animais foram analiéados no
teste do rota-rod, que permite evidenciar o possivel efeito dos compostos sobre a
performance motora, independentemente  de atuar ao nivel do sistema. nervoso
central ou periférico (Duham e Miya, 1957; Rosland et a/,1990).

Cada animal foi selecionado 24 horas antes dos experimentos, sendo
eliminados aqueles que n3o permaneceram sobre o aparelho rota-rod (constituido de
uma barra de 2,5 cm de didmetro, subdividida em 6 compartimentos girando a 14
r.p.m., coloc'ada'a 25 cm de altura) por, pelo menos,Ains periodos consecutivos de
60 s cada, conforme descrito por Duham e Miya (1957). Os animais selecionados
foram tratados com o composto C11 por via intraperitoneal (152,7 pmol’kg) ou
por via i.c.v. (254,5 nmol/sitio), 30 e 5 min, reépectivamente , com diazepam (17,2

umol/kg, i.p., usado como um controle positivo) ou com os veiculos (10ml/kg ou 5
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ul/sitio) utiljzados para diluir o composto e¢ a droga-padrdo, respectivamente. A
seguir, 0s .animais foram analisados no aparelho do rota-rod, por um periodo de 60 s,
30 min e 5 min apds o tratamento com as drogas ou com veiculo.

7 - Modelo da hiperalgesia por pressio na pata de ratos (Randall- Selitto)

Neste teste uma pressio (g) , que aumenta gradativamente, é aplicada na pata
direita posterior dos ratos. A pressdo € descontinuada assim que Os animais
apresentam uma reagdo tipica de medo com dor e retirada da pata (Ugo Basile,
mbdélo 7200). A intensidade da hipera.lg:;sia foi quantificada com a variagdo do
tempo na reag¢do. A hiperalgesia foi induzida pela injeg:ﬁo subcutanea de caﬁagenina
(300 pg/pata, 4 horas antes do inicio dos experimentos) na pata direita dos animais.
A pata esquerda recebeu igual volume de salina. Os animais foram pré-tfratado,s com
o composto C11 (76,3 umol/kg, i.p.) 30 minutos antes do inicio dos testes. O grupo
coni:role recebeu o mesmo volume do veiculo (10 ml/kg) utilizado para diluir 04
composto
C - Estudo do mecanismo de acdo analgésica do composto Cl1 em

camundongos.

1 - Participacdo da via do 6xido nitrico na acio antinociceptiva do composto C11 no

modelo das contorcdes abdominais

Com o objetivo de investigar a participagdo da via da L-arginina-6xido nitrico

no efeito analgésico do composto C11 , os animais foram pré-tratados com L-
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arginina (1719,2 pmol/kg, v.0.), 10 min antes da administragio do composto C11
(2,5 pmol/kg, i.p.) ou morfina (1,3 pmol/kg, s.c.) ou do veiculo (10 mbkg, i.p ) 30
min antes da inje¢do intraperitoneal de acido acético. O nimero de contorg¢des
abdominais foi cumulativamente contado por um periodo de 20 minutos apds a
inje¢do intraperitoneal de acido acético.

Outros grupos de animais receberam o precursor do 6xido nitrico, L-arginina
(3438,4 urnol/kg; 1.p.) e decorridos 10 min, foram tratados com o composto C11
(76,3 pmolkg, i.p.) ou N G—nitro-L-arginin: (L-NOARG, 273,7 umol/kg, i.p.,
inibidor da enzima 6xido nitrico sintase). Decorridos 30 min do trataménto, 0s
animais foram analisados em relagdo a primeira ¢ a segunda fase da dor induzida
pela injecdo de formalina. Os animais controles foram tratados com o composto C11.
(76,3 umol/kg, i.p.), L-NOARG (273,7 umol/kg, i.p.) ou com os veiculos (10 ml/kg,
1.p.), 30 min antes da inje¢do da formalina.

2 - Participacio do sistema GABAérgico na acio antinociceptiva do composto C11

no modelo das contorcdes abdominais

Para avaliar a participagio do sistema GABAAérgico no efeito analgésico
causado pelo composto C11, outro grupo de animais foi pré-tratado com faclofen
(40 pumol/kg, i.p., antagonista seletivo de GABAg), 10 min antes da administragdo
do composto C11 (2,5 pmol/kg, 1.p.), baclofen'(4,6 umol/kg, 1.p., agonista seletivo

do receptor de GABAg) ou com veiculo 30 min. ap6s a administragdo do composto
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C11, baclofen ou o veiculo. A seguir, foi avaliado o efeito antinociceptivo do
composto no modelo das contor¢gdes abdominais induzidas pelo acido acético.

3 - Participag8o do sistema opidide na antinocicepgdo do composto C11 no modelo

da formalina

Para investigar a participagdo do sistema opioide sobre o efeito analgésico
produzido pelo composto Cl1, os amimais foram pré-tratados com antagonista
opidide ndo seletivo, naloxona (13,7 pmol/kg, i.p.), 10 min antes da adr’ninistraé:ﬁo
do composto C11 (76,3 pmol/kg, 1.p.), ou da injegdo de morfina (13,3 pmol/kg, s.c,
utilizada como controle positivo). Decorridos 30 mm apos a admim'strég:ﬁo do
corhposto ou morfina, foi avaliado o efeito desse tratamento em relagdo & primeira
e a segunda fase da dor induzida pela injeg¢éo intraplantar de formalina. Os grupos
controles foram tratados com composto C11 (76,3 umol/kg,i.p.), morfina (13,3 umol
/kg, s.c.) ou com os veiculos (10 ml/kg, i.p.) utilizados para diluir o composto C11 e
a morfina, 30 min antes da inje¢do da formalina.

4 - Possivel participacio do sistema adrenérgico na antinocicepcdo do composto

C11 no modelo da formalina

Com o objetivo de avaliar a participagdo do sistema adrenérgico na agdo
analgésica induzida pelo composto Cl1, os animais foram tratados com um
antagonista de adrenoceptor alfa 1 (prazosin, 0,4 pmol/kg, 1.p.). Decorridos 10 min,

os animais receberam o composto C11 (76,3 umol’kg, i.p.) ou o agonista .do
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adrenoceptor alfa 1 (fenilefrina 49,1 pmol/kg, ip.). Trinta minutos apdés a
administragdo dos compo;tos e/ou drogas, foi avaliado o efeito desse tratamento em
relagdo a primeira e a segunda fase da dor induzida pela inje¢do de formalina em
camundongos. Os grupos controle receberam somente o composto Cl1 (76,3
umol/kg, 1.p.), o agonista adrenérgico fenilefrina (49,1 umol/kg, i.p.) ou o veiculo
(10 ml/kg, i.p.) utilizado para diluir o composto C11 e as dfogas, 30 min antes da

inje¢do de formalina. Outro grupo de animais foi pré-tratado com antagonista alfa 2

-

adrenérgico (ioimbina, 0,4 pmol/kg, i.p.). Decorridos 10 min, os animais receberam
o composto C11 (76,3 umol/kg, i.p.). Trinta minutqs apos a administrég:ﬁo do
composté Cl11, foi avaliado o efeito do tratamento em }relag:?lo as contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético.

5 - Participacdo do sistema serotoninérgico na antinocicepcido do composto C11 no

modelo da formalina

Para investigar a possivel participagdo do sistema serotoninérgico na agio
analgésica do composto C11, outros grupos de animais foram pré-tratados com DL-
p-clorofenilalanina metil ester (PCPA inibidor da éintese de serotonina) (399,8
umol/kg, i.p., 1 vez ao dia, durante 4 dias). Transcorridos 30 min apés o tltimo
tratamento, os animais receberam o composto Cl11 (76,3 e 2,0 pmolkg, 1.p.),
morfina (8,0 umol/kg, s.c.) ou somente os veiculos (10 mlkg, 1.p.) utilizados para

diluir o composto ou a morfina. Decorridos 30 min, os animais foram analisados em
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relagdo a primeira € a segunda fase da dor no modelo da formalina. Os animais
controles receberam o composto Cl1 (76,3 e 2,0 umol/kg, i.p.j), morfina (8, 0
umol/kg, s.c.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.), 30 min antes da inje¢do de formalina.

6 - Participacio dos glicocorticoides endoégenos no efeito antinociceptivo do

composto C11 no modelo da formalina

Para  avaliar a participagdo dos glicorticoides endogenos na agdo
antinociceptiva causada pelo composto Cl1, os animais foram previamente
adrenalectomizados bilateralmente através de uma incisdo do;sal, sob anestesia de
éter, com a retirada de ambas as glandulas adrenais, como descrito por Flowér etal.,
(1986). Apo0s cirurgia.os animais retornaram para o biotério , com livre acesso a
ragdo sendo a agua substituida por solugdo de salina (NaCl 0,9%), a fim de manter a
concentragdo plasmatica fisiologica de sodio . Outro grupo de animais, chamado de
falso-operados, foi submetido ao mesmo procedimento cirirgico, mas as adrenais
nio foram retiradas. Esses animais receberam ragio e agua normalmente durante os
experimentos. Decorridas 2 semanas ap0s a cirurgia, os animais receberam o
composto C11 (2,5 - 508,9 umol/kg, i.p.) ou somente o veiculo (10 ml/kg, i.p.), 30

min antes da inje¢do da formalina.
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Drogas e solugdes usadas
As seguintes drogas e solugdes foram utilizadas: acido aéético, formalina,
hidrocloreto de morfina (Merck AG, Darmstadt, Alemanha), Ng- nitro-L-arginina
(L-NOARG), L-arginina, hidrocloreto de DL-p-clorofenilalanina-metil-ester
(PCPA), hidrocloreto de fenilefrina, ioimbina, aspirina, acetoaminofen , (Sigma
Chemical 'CO, St Luis, MO, EUA), capsaiéina (Calbiochem, San Diego‘, Califérnia,
EUA), prazosin (Pfizer, Nova lorque, EUA), hidrocloreto de naloxona (Dupont,
Garden City, EUA), diazepam (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil). A astilb;a, xantoxilina
e seus derivados (compostos C1- C12) foram sintetizadps no laboratorio de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Saﬁta Catarina .
~ Todos os produtos utilizados apresentaram um alto grau de pureza (98%). A maioria
das drogas foi dissolvida em salina (NaCl 0,9%), com excecdo da astilbina,
xantoxilina e seus derivados que foram dissolvidos com 1 gota de Tween 80 (Merck,
AG Darmstadt, Alemanha) sendo o volume completado com uma solugdo de NaCl a
0,9%, a capsaicina dissolvida em etanol absoluto, e a aspirina e o acetaminofeno
que foram dissolvidos em solugdo de carboximetilcélulose a 0,5% completando o
volume com uma solugdo de NaCl 4 0,9%. A concentragdo de Tween 80 ou etanol
ndo excedeu 5% da concentragdo final, que em experimentos controle mostrou ndo

ter influéncia sobre os efeitos causados pelas drogas e compostos.
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Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média, exceto
as Dlsos (doses das drogas ou compostos que reduziram a resposta a 50% em
relagdo ao grupo controle), que sdo apresentadas como as médias geométricas
acompanhadas de seus respectivos limites de confianga em nivel de 95% (Fleming et
al., 1972). As anilises estatisticas dos resultados foram realizadas por meio de

analise de varidncia seguida pelo teste de multipla comparagdo utilizando-se o

i

método de Dunnett e/ou Newman Keuls quando necessario. Valores de P < 0,05, ou
menos, foram considerados como indicativos de significancia. As DIsp s foram
estimadas a partir de experimentos individuais por interpolagdo grafica em papel

semilogaritmico.
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RESULTADOS

Efeito antinociceptivo produzido pela astilbina e xantoxilina e seus derivados

na dor induzida pela injecdo intraperitoneal de acido acético

Os resultados apresentados na figura 2 demostraram que a astilbina e seus
derivados C1 e C3 (8,3 - 182,9 umol/kg, i.p., administrados entre 0,5 a 3 horas antes
dos expérimentos) inibiram significativamente as contor¢des abdominais incljlzidas
pela injegdo de 4cido acético em camundongos. O composto C2 (19,4}- 1694
umol/kg, i.p.), ao contrario dos demais compostos do grupo, ndo apresentou efeito
analgésico significativo (resultados néio mostrados).

A ﬁgura 3 mostra que a xantoxilina e seus derivados C4 e C7 (36,3 - 363,6
umol/kg, i.p., administrados entre 0,5 até 3 horas antes dos expen'mentos) inibiram
significativamente as contor¢gdes abdominais, sendo que nesse grupo, apenas O
composto C4 apresentou efeito dose-dependente, com a DIsy (umol’kg) (juntamente
com o intervalo de confianga) de 81,0 (58,0 - 113,0). | Ja os compostos C8 e C9
(82,4 - 5494 pmolkg, ip., administrados entre 0,5 - 4 hdras antes dos
experimentos), inibiram de maneira dose e tempo dependentes as contorgoes

abdominais induzidas pelo acido acético (efeifo até 3 horas) (figura 4). As Dlsgs
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medias (pmol/kg) foram de 137,0 (128,0 - 146,0) e 102,0 (90,0 - 115,0) para os

compostos C8 e C9, respectivamente (figura 4).
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Os resultados apresentados na figura 5 demonstram que os compostos Cl1 e
C12 derivados da xantoxilina, administrados m&apedtonealmeﬁte (0,8 - 165,2
umol/kg, i.p., entre 0,5 - 4 horas antes dos experimentos), inibiram de forma
signiﬁcativa e com longa duragdo de agdo as contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético. As DIsgs médias (umol/kg) foram : 1,3 (0,8 -2,0) e 18,0 (11,0 - 32,0),
respectivamente. Os compostos C5 ¢ C6 (19,4 - 169,4 pmong, 1.p.), ao contrario
dos demais compostos do grupo, nio apresentaram efeito analgésico significativo
(resultados ndo mostrados). )

A aspirina e o acetaminofeno, utilizados como drogas-padréo, admirﬁstrados
intraperitonealmente (55,5 - 1323,2 pmol/kg 30 min antes), causaram inibigdo
significativa ¢ de maneira dose-dependente das contor¢des abdominais induzidas
pela injegdo de acido acético. As Dlses médias (umol/kg) foram de 133,2 (72,7 -
243,1) e 1243 (103,8 - 149,5), respectivamente (figura 6 A e B). Quando essas
drogas foram administradas por via oral (277,5 - 1984,2 pmol/kg, 60 min antes),
elas também causaram efeito analgésico dose-dependente com Dlsps médias de
605,1 (516,2 - 705,0) e 1144,5 (708,0 - 1846,0) pmbl/_kg, respectivamente para a

aspirina e acetaminofeno (figura 6 C e D).
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Efeito antinociceptivo produzido pelos derivados da astilbina e da xantoxilina
sobre a dor induzida pela formalina. |

Os resultados apresentados na tabela 1 demonstram que os compostos C1 e
C3 (2,5 - 1648,3 umol/kg, i.p.) derivados da astilbina, apresentaram significativo
efeito analgésico quando analisados na dor inflamatéria (segunda fase) induzida pela
injegdo intraplantar de formalina. Da mesma forma, os resultados apresentados na
tabela 1 demonstram que os compostos C4, C9 e C11 (2,5 - 254,5 umolkg, i.p.),
derivados da xantoxilina, apresentaram significativo efeito antinociceptivo quando
analisados no modelo da formalina. Os resultados apresentados na ﬁgura 7
demonstram que o composto C11 administrado intraperitonealmente (2,5 - 254,5
umol/kg 30 min antes) causou inibigdo significativa e dose-dependente da primeira
(dor neurogénica) e da segunda fases (dor inflamatéria) da dor induzida pela
formalina. Além disso, esse composto foi cerca de 4 vezes mais efetivo em inibir a |
dor inflamatéria do que a neurogénica induzida pela formalina. As DIs; médias
(umol/kg) para a primeira e segunda fases foram de 35,9 (12,0 - 107,0) e 8,0 (5,0 -
13,0), respectivamente.

Quando o composto C11 foi administrado por via subcutanea (25,4 - 254,5
umol/kg), ele causou inibi¢do dose-dependente no modelo da dor induzida pela
formalina com DI5Q médias de 187,5 (145,5 - A241,5 ) e 163,1 (55,3 -4874). Jaa

morfina (2,6 - 13,3 umol/kg, s.c.), utilizada como droga-padrdo apresentou efeito



44

significante neste modelo inibindo ambas as fases da dor induzida pela formalina
com DlIso médias de 3,7 (2,4 - 5,4 ) e 4,7 (3,3 - 5,8) umol/kg, respectivamente
(figura 8).

Independente da via de administragdo utilizada, o composto C11 ndo alterou
significativamente o edema de pata associado com a segunda fase da dor induzida
pela formalina (resultados ndo mostrados).

Ao contrario do que foi observado para o composto C11, a aspirina (55,5 -
110,2 pmol/kg, i.p.) € o acetaminofeno (66,2 - 1323,2 umol/kg, i.p.) administrados
30 min antes, ndo afetaram significativamente a primeira fase da dor induzida pela
formalina, mas causaram inibigdo de maneira dose-dependente da segunda fase
nesse modelo . As DIsos médias calculadas foram de 123,0 (77,0 - 209,0) e 1204
(90,0 - 161,0) mﬁol/kg, respectivamente. No entanto, a aspirina € o acetaminofeno
também ndo inibiram o edema de pata associado com a segunda fase desse modelo
(figura 7).

Quando administrado oralmente, o composto C11 (doses até 254,5 umol/kg ,
60 min antes) nfo apresentou efeito analgésico significativo em ambas as fases da
dor causada pela formalina. Em condi¢des semelhantes, a aspirina (1110,2 - 3330,6
umol/kg, v.0.) e o acetaminofeno (1323,2 - 3969,6 umol/kg, v.0.) inibiram de

maneira dose-dependente apenas a segunda fase da dor induzida pela formalina com
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Dlsos médias, de 1565,3 (1348,8 - 1820,6) e 1706,8 (1422,3 - 2044,2) umol/kg,

respectivamente (resultados ndo mostrados).

Tabela 1 -Efeito dos compostos derivados da astilbina ou da xantoxilina,
administrados por via intraperitoneal em relagdo a dor induzida pela inje¢do de

formalina em camundongos.

Composto Primeira Fase IM (%) Segunda Fase IM (%)
(0 -5 min) (15 - 30 min)
IDs, (umol/kg) IDs, (umol/kg)
Composto C1 > 91 38+3 19,4 (16,0-24,0) 58+4
Composto C3 > 83 47+ 5 59.4 (48,0-74,0) 64+5
Composto C4 >109 17+ 4 74,0 (39,0-139,0) 54+5
Composto C9 810,0 (679,0-960,0)a 40+ 4 274,0 (233,0-324,0) 80+5
Composto C11 36,0 (12,0-107,0) 63+4 8,0 (5,0-13,0) 88+ 6
Composto C12 nativo - >551 37+ 4

a - Limite de confianga (P < 0,05).
IM - inibi¢do maxima.

Cada grupo representa a média * erro de 6 animais.
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FIGURA 7 - Efeito analgésico causado pela aspirina, acetaminofeno e
composto C11por via intraperitoneal no modelo da dor induzida pela formalina
em camundongos.Cada ponto representa a média de 6 animais ¢ as barras
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A ﬁgura 9 mostra que o composto C11 (0,01 - 1000,0 umol/pata) quando
injetado localmente em associagdo com a formalina produziu inibigdo dose-
dependente de ambas as fases da dor causada pela formalina. Contudo o composto
C11 foi 25 vezes mais potente em inibir a segunda fase desse modelo. Os valores
das DIs, médias para a primeira e a segunda fases foram de 2700 (200 - 290) ¢ 100
(20 - 500) nmol/pata, respectivamente.

Quando administrado por via i.c.v. o composto C11 (2,5 - 254,5 nmbl/sitio),
como a morfina (1,3 - 10,6 nmol/sitio), causou efeito antinociceptivo dose-
dependente em relagdo a ambas as fases da dor induzida pela formalina (figura 10).
Contudo, o nivel da DIsy o composto C11 foi aproximadamente 5 vezes menos
potente que a morfina. Os valores das DIsos médias para a primeira e a segunda fase
da dor no teste da formalina foram de 22,9 (12,7 - 38,2) e 21,6 (10,2 - 45,8)
nmol/sitio é 42(3,5-5)e4,1(3,1-5)nmol/sitio para o composto C11 e a morfina,
respectivamente. Entretanto, o composto C11 como a morfina nfo afetou o edema
de pata associado com a segunda fases nesse modelo (figura 10).

A ﬁgufa 11 mostra que o composto C11 administrado por via intratecal (1,0 -
100,0 nmol/sitio), como a morfina (0,1 - 13,3 nmol/sitio), inibiu significativamente
ambas as fases da dor induzida pela formalina. Os valores das Dlsps médias
(nmol/sitio) foram de 25,0 (17,0 - 38,0) e 3,2 (1,9 - 5,4),' e2,4(1,8-3,1)e1,0(0,4

- 2,6), para a primeira e segunda fase da dor induzida pela formalina,
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respectivamente . Nesse modelo, o composto C11 foi cerca de 3 a 10 vezes menos
potente que a morfina. Ao contrario do observado para a morfina que foi equipotente
em inibir as duas fases da dor causada pela formalina, o composto C11 foi cerca de

3 vezes mais ativo em inibir a segunda fase nesse modelo.
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FIGURA 8 - Efeito analgésico causado pelo composto C11 por via subcutanea
no modelo da dor induzida pela formalina em camundongos. Cada ponto
representa a média de 6 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. Difere
significativamente do grupo controle. * P < 0,05, ** P <0,01.
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FIGURA 9 - Efeito analgésico causado pelo composto C11 por via subplantar

no modelo da dor induzida pela formalina em camundongos. Cada ponto

representa a média de 6 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. Difere

significativamente do grupo controle. * P < 0,05, ** P <0,01.
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intracerebroventricular no modelo da dor induzida pela formalina em
camundongos. Cada ponto representa a média de 6 animais ¢ as barras
verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle.

* P <0,05, ** P <0,01.
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* P <0,05, ** P <0,01.
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Efeito do composto C11 sobre a dor induzida pela capsaicina

O composto C11, quando administrado por via sistémica (2,5 - 1527
umol/kg, i.p.), subplantar (0,1 - 100,0 pmol/pata, injetado em associagio com
capsaicina) ou por via i.c.v. (2,5 - 254,5 nmol/sitio), inibiu de maneira dose-
dependente a dor neurogénica causada pela inje¢do intraplantar de capsaicina (figura
12). Os valofes médios das DIsgs foram de 10,9 (7,6 - 14,3) umol/kg, 1.p., 0,5 (0,3 -
0,9) umol/pata e 2,5 (2,0 -6,4) nmol/sitio, respectivamente. Nas mesmas condigdes,
a morfina administrada por via subcutdnea (1,3 - 6,7 umolkg), topica (10,0 -
1000,0 nmol/pata) ou ic.v. (1,3 -10,6 nmol/sitio) inibiu, de maneira dose-
dependente, o efeito nociceptivo causado pela capsaicina , com Dlsgs médias de
2600,0 (2000,0 - 3400,0) ﬁmol/kg, 170,0 (50,0 - 510,0) nmol/pata ¢ 1,3 (0,9 - 3,2)
nmol/sitio, respecﬁvamente (figura 12).
Efeito do composto C11 na hiperalgesia no teste da pressdo na pata (Randall-
Selitto)

O tratamento prévio dos animais com o composto C11 (76,3 umol/kg, 30 min
antes) foi capaz de reverter a hiperalgesia induzida péla inje¢do intraplantar de
carfagenina (300 pg/pata, 4 horas antes dos testes) (172,5. £ 4,3g versus 214,0 £ 9,4

g na presenga do composto C11) (P<0,01) (resultados ndo mostrados).
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Efeito do composto C11 nos testes do tail-flick e da placa quente

Os resultados apresentados na tabela?2 mostram que o composto C11 (76,3 -
2545 umol/kg, i.p.), como a morfina (2,6 - 26,0 pmol/kg, s.c., usada como controle
positivo), administrado 30 min antes dos testes, produziu aumento significativo do
limiar de dor em relagdo a ambos os testes. A administragdo de naloxona (13,3
pmél/kg, i.p.), 10 min antes do tratamento com o composto C11, ndo foi capaz de
reverter significativamente o efeito analgésico do composto C11, mas foi efetiva em

reverter a agdo antinociceptiva causada pela morfina (tabela 2).

Tabela 2 - Efeito antinociceptivo do composto C11 (i.p.) € morfina (s.c.) no teste da

placa quente e tail-flick em camundongos.

Drogas Dose Laténcia (s)
(nmol/kg) Placa quente Tail-flick
Controle 0 46x0,7 46+0,5
Morfina 2.6 B 7,5+ 1,0%%
8,0 88+10 10,0 + 0,5%*
133 15,6 + 1,0%* 13,7 + 1,0%*
26,0 20,0 £ 0,5%* 20,0 + 0,5%*
DI, (umol/kg) (e 95% L.C.) 12,5 (10,0- 15,0) 9,0 (6,0 - 10,0)
Naloxona 13,7 49+04 50+1,0
Morfina
+ Naloxona 13,3+ 13,7 6,7+ 0,7* 46+12
Composto C11 763 54406 6,4 + 0,4*
1527 5,6+ 0,9* 72+ 0.4+
2545 5,7+0,5* 6,7+ 0,8*
Composto C11 152,7 + 13,7 6,4 + 0,4% 7,0 £ 1,1%*
+ Naloxona

A naloxona foi injetada i.p. 10 min antes do composto C11 ou morfina.

Cada grupo representa a média + erro de 6 animais. ** P < 0,01 * P <0,05 quando

comparado com o grupo controle.
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Efeito do composto C11 na performance motora dos animais no teste do rota-
rod.

O tratamento prévio dos animais com o composto C11 (76,3 umol/kg, i.p.)
30 min antes ou por via 1.c.v. (254,5 nmol/sitio) 5 min antes dos testes, ndo alterou
significativamente a resposta motora dos animais (grupo controle 59,1 + Is versus
58,5 + 1s na presenga do composto C11). O pré-tratamento com diazepam (17,2
umol/kg, i.p.) reduziu em 30 + 6 % a resposta motora dos animais (grupo controle
59,1 £ 1s versus 43 + 6 s nos animais pré-tratados com diazepam , N =10 ) (P <
0,05) (resultados ndo mostrados). |
Estudo do possivel mecanismo de a¢iio antinociceptiva do composto C11.
Efeito do tratamento com C11 no modelo das contor¢oes abdominais

O tratamento dos animais com L-arginina (precursor do 6xido nitrico, 1719,2
umol/kg, v.0.) reverteu significativamente o efeito antinocic‘;eptivo causado pela
morfina (agonista opidide ndo seletivo, 1,3 umol/kg, s.c.) (figura 16 ). No entanto,
0 mesmo tratamento com L-arginina (17192 v.0.) ndo modificou o efeito
antinociceptivo causado pelo composto C11 (2,5 pmol/kg, i.p.) (figura 16 ).

Os resultados da figura 13 , mostraram que o tratamento dos animais com
faclofen (antagonista de receptores GABAg, 40 pmol/kg, 1.p.) reverteu

significativamente o efeito antinociceptivo- causado pelo baclofen (agonista de



receptores GABAg 4,6 umol/kg, i.p.). No entanto, o faclofen ndo alterou o efeito

antinociceptivo causado pelo composto C11 (2,5 umol/kg, 1.p.) (figura 13 ).
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FIGURA 13 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com faclofen sobre a
atividade analgésica causada pelo baclofen ou composto Cl11 em relagdo as
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético. Cada grupo representa a média
de 6 animais e as barras verticais os E.P.M. * P < 0,05, ** P < 0,01 quando
comparado com controle, ++ P < 0,01 quando comparado com baclofen mais
veiculo e N.S. (ndo significante) quando comparado C11 mais veiculo.
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Efeito do tratamento com C11 no modelo da formalina

Os resultados mostrados na da figura 14 A e B, indicam que o pré-tratamento
dos animais com naloxona (antagonista opidide ndo seletivo,13,7 pmol/kg, i.p.), 10
min antes da injegdo de morfina (agonista opioide,13,3 pmol/kg, s.c.), reverteu
completamente o efeito antinociceptivo causado pela morfina, quando analisado em
relacdo a primeira e a segunda fase do teste de formalina. Contudo, a naloxoha ndo
foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo do composto C11 (76,3 pmol/kg)
(figura .14 AeB).

O tratamento prévio dos animais com prazosin (antagonista de adrenoceptor
oy, 0,4 umol/kg, 1.p.), 10 min antes, reverteu completamente o efeito antinociceptivo
induzido pela fenilefrina (agonista de adrenoceptor a;, 49, umol/kg, 1.p.), mas nédo
reverteu signiﬁcaﬁvamente a nocicep¢do causada pelo composto C11 (76,3 pmol/kg,
ip.) em ambas as fases no modelo da formalina (figura 15 A e B). O prévio
tratamento dos animais com ioimbina (0,4 pmol/kg, 1.p. umol/kg, i.p.), ndo reverteu
significativamente a nocicepgdo causada pelo composto C11 ( 76,3 umol/kg, 1.p.)
nas contor¢des abdominais induzidas pela injegdo intraperitoneal de acido acético

em camundongos (resultados ndo mostrados).
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O tratamento dos animais com a L-NOARG (inibidor da enzima 6xido nitrico
sintase, 273,7 pumol/kg, i.p.) 30 min antes dos testes, produziu efeito analgésico
significante em ambas as fases no teste da formalina, sendo esse efeito
completamente revertido pela L-arginina (3438,4 pmolkg, 1p.), quando
administrado 10 min antes dos experimentos (figura 16 A e B). No entanto, a L-
arginina ndo foi capaz de reverter o efeito analgésico causado pelo composto C11
(7,3 pmol/kg, 1.p.) em relagdo a alﬁ.bas as fases da dor induzida pela formalina
(figura 16 A e B).

A figura 17 A e B, demonstra que o pré-tratamento dos animais com PCPA
(inibidor da sintese de serotonina, 399,8 pmol/kg, 1.p., durante 4 dias), inibiu parcial,
mas significativamente o efeito analgésico causado pela morfina (8 pmol/kg, s.c.) ou
pelo composto C11 (76,3 pmol/kg, 1.p.), quando analisado no modelo de nocicepgdo
induzido pela injegdo de formalina.

Os resultados apresentados na tabela 3 mostram que a agdo antinociceptiva
causada pelo composto Cl1 (2,5 - 508,9 umol/kg, i.p.) em animais préviamente
adrenalectomizados ndo foi significativamente diferente em relagdo aos animais
controles Figura 7 Os valores médios das IDsq foram de 75,0 (32,0 - 173, 0) e {1,0
(3,0 - 7,0) umol/kg para os animais adrenalectomizados e de 35,9 (12,0 - 106, 0) e
8,0 (5,0 - 13,4) pmol/kg para os animais controle, ém relagdo a primeira e a segunda

fases da dor induzida pela formalina, respectivamente.
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50 A B veicuo
D+ L—arginina 1719,2 umol/kg
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FIGURA 16 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com L- ARG sobre a
atividade analgésica causada pela morfma ou composto Cl1 em relagdo as
contorgdes abdominais induzidas pelo 4acido acético (Painel superior) ou pelo L-
NOARG ou composto C11 no modelo da dor induzida pela formalina (Painel
inferior) . Cada grupo representa a média de 6 animais e as barras verticais os
EPM. * P < 0,05, ** P < 0,01 quando comparado com controle, ++ P < 0,01
quando comparado com morfina ou L-NOARG mais veiculo ¢ N.S. (ndo
significante) quando comparado C11 mais veiculo.
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l'abela 3 - Efeito antinociceptivo do composto C11 em animais adrenalectomizados

10 teste da formalina.

Drogas Dose Tempo de reagéo (s)
(nmol/kg, i.p.) 0-5 min 15 - 30 min
Falso operado 0 70,0 + 4,5 113,0£90
Adrenalectomizado 0 74,0 + 2,0 110,0+ 7,0
Composto C11 2,5 67,0 + 6,0* 62,0+ 5,0 **
25,4 48,0 £ 5,0%* 14,0 + 2,0%*
76,3 37,5 £ 2,0%* 11,0 + 0,6**
152,7 23,0+ 5,0%* 6,0 £ 2,0%*
508,9 30,0 + 2,0%* 13,0 £ 2,0%*
DIs; (umol/kg) (e 95% L.C.) . 75,0 (32,0-173,0) 4,0 (3,0 - 7,0)
Inibi¢do méaxima (%) - 69+ 5 95+2

Cada grupo representa a média + erro de 6 animais. * P < .05, ** P <_,01 comparado com o

grupo controle.
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DISCUSSAO

Neste trabalho foram analisadas as propriedades antinociceptivas de varios
derivados obtidos através de modificagdes estruturais a partir de dois produtos

naturais abundantes, a astilbina e a xantoxilina, obtidas das cascas da Hymeneae

martiana (Leguminoseae) e das folhas e ramos jovens da Sebastiania schottiana
(Euphorbiaceae), respectivamente. Além disso, foi investigado o provavel
mecanismo de a¢do antinociceptiva do composto 2-(4-bromobenzoil) -3-metil-4,6-
dimetoxi benzofuran (composto C11) derivado da xantoxilina, que apresentou
potente agdo antinobiceptiva em varios modelos de nocicepgao.

Os resultados iniciais obtidos no modelo das contorgdes abdominais induzidas
pelo acido acético, um modelo relativamente com pouca especificidade, porém, de
facil observagdo, mostraram que os derivados tanto da astilbina, denominados
compostos Cl e C3 , bem como os derivados da xantoxilina, compostos C4 , C7 ,
C8 , C9 CIl1 e Cl2, apresentaram efeito antinociceptivo significativo quando
administrados por via intraperitoneal 30 min antes da injegdo do 4acido acético. Os
compostos C3 e C11 derivados da astilbina e da xantoxiliﬁa, respectivamente, foram
os mais potentes, sendo cerca de 8 a 100 vezes mais ativos que as drogas utilizadas
como referéncia, a aspirina e o acetoaminofeno. Além disso, esses compostos

apresentaram agdo analgésica de duragdo relativamente longa (entre 3 - 4 horas).
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Com excegdo do composto C3, que apresentou atividade analgésica quando
administrado por via oral, os demais compostos testados apresentaram fraca
atividade antinociceptiva quando administrados oralmente. No entanto, esses
compostos foram efetivos quando administrados por via subcutanea.

Um dos aspectos mais interessantes e também relevantes observados
no presente estudo foi a observagdo de que o composto C11, quando administrado
pelas vias sistémica, subplantar, intratecal e 1i.c.v., apresentou significante agdo
analgésica, inibindo tanto a dor de origem neurogénica (primeira fase) como a dor
de origem inflamatédria (segunda fase) no modelo da formalina, que foi inicialmente
descrito por Dubuisson e Dennis (1977) em ratos e gatos. Atualmente esse teste vem
sendo amplamente empregado para pesquisa de drogas analgésicas em roedores,
principalmente em ratos e camundongos (para revisdo ver Tj¢lsen et al., 1992).
Assim , a injeg¢do intraplantar de formalina na pata posterior do animal induziu dor
caracterizada por lambidas, mordidas e batidas. Nesse modelo, podem ser
caracterizadas duas fases distintas de dor : uma fase inicial que ocorre nos primeiros
5 minutos ap6s a administragdo de formalina, caracterizada pela estimulag@o dos
nociceptores pelas fibras aferentes do tipo C (Hunskaar et al., 1985; Dubuisson e
Dennis, 1977), seguida de uma fase tardia persistente com duragdo de 20 a 30 min
(Hunskaar e Hole, 1987; Malmberg e Yaksh, 1992; Malmberg et al., 1994; Hong e

Abbott, 1995). A resposta nociceptiva observada no modelo da formalina estd
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associada com a liberagdo de diversos mediadores quimicos. A primeira fase (fase
neurogénica) esta associada com a liberagdo de substincia P, glutamato, bradicinina
e adenosina, enquanto que na segunda fase (fase inflamatéria), os mediadores
quimicos detectados foram a histamina, serotonina, prostaglandinas, bradicinina e
adenosina (Hunskaar e Hole ,1987; Shibata et al., 1989; Corréa e Calixto, 1993,
Corréa et al., 1996; Reeve e Dickenson, 1995). Nossos resultados mostram que o
composto Cl11 foi cerca de 15 a 100 vezes mais ativo que a aspirina € 0
acetaminofeno, duas drogas antiinflamatérias ndo esteréidais conhecidas por inibir
apenas a dor de origem inflamatéria causada pela formalina (Bjorkman, 1995;
Tjolsen et al., 1992; Hunkaar e Hole, 1987 e presente estudo). Por outro lado, o
composto C11 foi cerca de 2 a 50 vezes menos potente que a morfina, 0o mais
importante e potente analgésico opidide (Vohora e Dadiya, 1991). Nossos resultados
mostram que as agles antinociceptivas desse andlogo da xantoxilina estdo
relacionadas com efeitos a nivel espinhal e supraespinhal. Essas observagdes estdo
baseadas no fato de que o composto ClI, como a morfina, apresentou agdo
antinociceptiva quando injetado tanto por via sistémica, intratecal e/ou i.c.v.

Além disso, o composto C11, quando administrado pelas vias sistémica,
topica e 1i.c.v., inibiu de forma dose-dependente a dor neurogénica causada pela
injegdo intraplantar de capsaicina, uma amida neurotoxica isolada de plantas do

género Capsium. Recentemente, Sakurada et al (1992; 1993) demonstraram que a
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injegdo mtraplantar de capsaicina em camundongos representa um  modelo
experimental interessante para o estudo de drogas antinociceptivas, especialmente
em relagdo a dor neurdgenica. Varios mediadores quimicos foram evidenciados na
dor neurogénica causada pela injegdo intraplantar de capsaicina, como as
neurocininas (substincia P, neurocinina A e neurocinina B), aminoacidos
excitatorios, 6xido nitrico e cininas (Sakurada et al, 1992; Wiertelak et al., 1994;
Kregger et al., 1994; Corr€a e Calixto, 1993; Corréa et al.,1996) . Desta maneira,
uma correlagdo positiva tem sido observada entre as agdes antinociceptivas de varias
drogas testadas no modelo da dor neurogénica causada pela formalina (primeira
fase), com a dor neurogénica causada pela inje¢do de capsaicina (Santos e Calixto,
resultados ndo publicados). Assim, os resultados obtidos no presente estudo com
composto Cl1, derivado da xantoxilina, abrem importantes perspectivas para o
desenvolvimento de novas drogas potencialmente relevantes para o tratamento da
dor de origem neurogénica, que permanece até o momento sem uma terapéutica
eficaz.

As agles antinociceptivas causadas pelo composto C11 ndo parecem estar
relacionadas com eventuais efeitos antiinflamatorios, uma vez que nas mesmas doses
em que o composto mostrou agdo antinociceptiva, ele ndo interferiu com o edema de
pata associado com a segunda fase da dor causada pela formalina. Varias

evidéncias experimentais demonstraram que o edema de pata causado pela formalina
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envolve a liberagdo de wvarios mediadores inflamatérios como as cininas |,
prostaglandina E2, amiodacidos excitatérios e 6xido nitrico (Mamlberg e Yaksh,
1994, 1995; Haley et al., 1990; Yamamoto e Yaksh, 1992; Coderre ¢ Melzack,
1992; Corréa e Calixto, 1993; Corréa et al., 1996). Estudos realizados em nossos
laboratorios indicam que o composto C11, administrado sistemicamente apresentou
fraca ag¢do sobre o edema de pata, bem como na pleurisia causada pela injegdo
intratoracica de carragenina em ratos. Além disso, estudos realizados a nivel
bioquimico (resultados ainda ndo publicados) revelaram que o composto C11 foi
ineficaz em inibir as enzimas cicloxigenase 1 (COX-1) e a cicloxigenase 2 (COX-2)
em células COS-7 (em rins de macaco) transfectadas com o cDNA de COX-1 ou de
COX-2 humano. Por outro lado, quando o composto C11 foi testado no modelo da
dor inflamatéria causado pela inje¢do intraplantar de carragenina em ratos, foi
demonstrado que ele inibiu significativamente, embora com menor poténcia, a
hiperalgesia causada pela carragenina.

Com o objetivo de investigar o provavel mecanismo de agdo antinociceptivo
do composto Cl1 derivado da xantoxilina, foram realizados varios experimentos
utilizando-se agonistas e antagonistas seletivos, inibidores enzimaticos em varios
modelos experimentais de nocicepgdo em camundongos. Nossos resultados indicam
que o mecanismo preciso de agdo do composto C11 derivado da xantoxilina ndo esta

ainda completamente esclarecido. No entanto, varias evidéncias experimentais
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obtidas no presente trabalho permitem excluir algumas das principais vias
reconhecidamente envolvidas na génese da nocicepgdo, especialmente na dor de
origem neurogénica, onde o composto C11 foi mais ativo.

Evidéncias recentes descritas na literatura indicam o envolvimento da via
6xido nitrico-L-arginina na modulagdo da nocicepgdo (Haley et al., 1992; Snyder,
1992; Yaksh e Rudy,1977). Assim, Moore et al. (1991) demonstraram que a L-N%
nitro-arginina metiléster (inibidor seletivo da o6xido nitrico sintase), quando
administrada sistémica ou centralmente (i.c.v.), causou importante agdo
antinociceptiva quando analisada no modelo da formalina. Além disso, os inibidores
da sintese do 6xido nitrico foram efetivos em antagonizar a hiperalgesia induzida por
agonistas de receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) que atuam deprimindo a
facilitagdo do reflexo nociceptivo (Verge et al., 1992), ou pela redugdo da resposta
em neurdnios dorsais da medula ap6s a da estimulagﬁo mecanica e térmica (Coderre
e Yashpal, 1994; Moore et a., 1991 Yamamoto et al., 1993). Brignola et al.(1994)
mostraram que a via da L-arginina-6xido nitrico participa do efeito antinociceptivo
da morfma em trés diferentes modelos experimentais de nocicep¢do: a placa-quente,
o tail-flick e as contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético. Através da
administragdo prévia com L-arginina por via oral, os autores observaram uma
redugdo do efeito antinociceptivo causado pela morfina . O preciso mecanismo

desses efeitos ainda ndo foi completamente esclarecido mas o tratamento dos
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animais com L-arginina pode interfir com a absorgdo e distribuigdo dos opidides
endogenos, sem interferir com a atividade locomotora ou performance sensomotora
dos animais. Da mesma forma, o efeito causado pela L-arginina foi revertido pela
pré-administragdo de dois inibidores competitivos da sintese do 6xido nitrico, a L-
NMMA (N°-momometil-L-arginina) ou pela L-NAME (N-nitro-L-arginina).
Nossos resultados mostraram que o tratamento sistémico dos amimais com L-
arginina, um precursor da sintese do 6xido nitrico (Moncada et al., 1991), foi eficaz
em reverter completamente o efeito antinociceptivo causado pelo L-NOARG (um
inibidor do dxido nitrico) em ambas as fases da dor induzida pela formalina. Da
mesma forma, a agdo analgésica induzida pela morfina foi significativamente
revertida pela L-arginina em relagdo a dor induzida pela inje¢do de acido acético em
camundongos (Moore et al., 1993; Kawabata et al., 1993; Przewlocka et al., 1994;
Brignola et al., 1994). No entanto, nossos resultados indicam que ndo parece existir
envolvimento da via Oxido nitrico-L-arginina nas agles antinociceptivas do
composto Cl1 derivado da xantoxilina, uma vez que, o prévio tratamento dos
animais com L-arginina n#o afetou significativamente a antinocicepgdo causada pelo
composto C11 em ambos os modelos de dor induzida pela injegdo intraplantar de
formalina, ou em relagdo as contorgdes abdominais induzidas pela injegédo

intraperitoneal de acido acético.
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Vérios trabalhos descritos na literatura sugerem que os agonistas seletivos dos
o adrenoceptores, incluindo a fenilefrina e a clonidina, quando administrados
sistemicamente, induzem pronunciada agdo analgésica em varios modelos de
nocicep¢do (Launeuville et al., 1989; Tasker et al., 1992; Bultelma e Woods, 1993;
Kawabata et al., 1994). Nossos resultados também confirmam essas observagdes e
demonstram que o tratamento sistémico dos animais com o antagonista do receptor
o; adrenérgico, prazosin, em condigdes em que reverteu o efeito antinociceptivo
causado pela fenilefrina (agonista a;), nio alterou significativamente o efeito
antinociceptivo causado pelo composto C11 em ambas as fases da dor induzida pela
formalina. Da mesma forma, o antagonista o, adrenérgico, iombina, ndo foi capaz
de reverter completamente o efeito antinociceptivo do composto C11 em relagdo as
contorgdes abdominais induzidas peio acido acético (resultados ndo mostrados).
Esses resultados indicam, portanto, que os receptores o € o, adrenérgicos ndo
parecem também estar envolvidos no efeito analgésico causado pelo composto C11.

O 4cido gama-aminobutirico (GABA) é um neurotransmissor inibitorio
amplamente distribuido no sistema nervoso central e periférico, identificado em
varias espécies animais (Erdo e Bowery,1986). Resultados descritos na literatura
sugerem que os agonistas seletivos para o receptor GABAg , como o baclofen,

apresentam agdo analgésica quando testados em varios modelos de nocicepgéo,
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como na contorgdo abdominal, no teste do tail-flick, na artrite € no teste de pressio
na pata. Esse efeito analgésico parece envolver, pelo menos em parte, a redugdo da
transmissdo nervosa pelas fibras C ou pela ag¢do nas proprias fibras nervosas junto
ao como dorsal na medula espinhal (Erdo e Bowery, 1986; Lloyd e Morselli, 1987,
Malcangio et al., 1991), bem como pela abertura de canais de potassio neuronais
(Ocafia ¢ Bae-Yens, 1993). Em nossos experimentos, o antagonista seletivo de
GABAg, faclofen, quando administrado sistemicamente, ndo foi capaz de modificar
significativamente a antinocicepgdo causada pelo composto Cl1, em doses
suficientes para reverter completamente o efeito analgésico causado pelo agonista
seletivo de GABAg, o baclofen. Estes resultados indicam, portanto, que a agéo
analgésica do composto C11, ao contrario do baclofen, ndo depende do sistema
GABAérgico tipo GABAg

Como descrito na introdugéo, varias evidéncias experimentais sugerem que 0
sistema serotoninérgico pode estar envolvido na modulagdo da nocicepgdo (Abbott
et al., 1986; Barber et al., 1989; Fisher ¢ Bodnar, 1992; Sandrini et al., 1995). O
tratamento prévio dos animais durante 4 dias consecutivos com a p-clorofenilalanina
metil éster (PCPA), inibidor da sintese de serotonina, foi capaz de antagonizar,
embora parcialmente, o efeito analgésico mediado pela morfina (Taber e Lantranyi,
1981; Vonvoigtlander et al., 1984 e presente estudo) ou pelo fenazona, uma droga

antiinflamatéria ndo esteroidal (Pini et al., 1993), indicando que seus efeitos
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analgésicos parecem estar relacionados, pelo menos em parte, com a interagdo com
os neurdnios serotonérgicos centrais que estdo envolvidos na modulagdo da
transmissdo da dor. Nossos resultados indicam que o sistema serotoninérgico parece
exercer um papel importante sobre o efeito antinociceptivo causado pelo composto
C11. Tal fato decorre das observagdes de que o tratamento dos animais por 4 dias
consecutivés com PCPA causou inibigdo parcial do efeito antinociceptivo induzido
pelo composto C11 quando analisado em relagdo a ambas as fases do modelo da
formalina.

Varios estudos tém demonstrado que a morfina e outros agonistas opidides
promovem sua atividade antinociceptiva através de receptores especificos (Kappa
(k), mp () e delta (8)) envolvidos na agdo antinociceptiva em sitios localizados a
nivel espinhal e supraespinhal (Porreca et al., 1986; Hayes et al., 1987; Kanjhan,
1995; Cahill et al., 1995). Hayes et al. (1987) mostraram que a atividade dos
agonistas de receptores opiodides testados em alguns modelos experimentais térmicos
(tail-flick e placa quente), ou quimicos (contorgdes abdominais induzidas pelo acido
acético) ou teste da pressdo na pata podem apresentar diferentes efgitos dependendo
da espécie animal e do subtipo de receptores (u, k € 8), dependendo do modelo
utilizado. Nossos resultados indicam claramente que o composto C11 apresenta

efeito antinociceptivo espinhal e supraespinhal, mas suas agdes analgésicas ndo
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parecem ter interagdo com o sistema opidide com base nas seguintes observagdes:
primeiro, o prévio tratamento dos animais com naloxona, um antagonista néo
seletivo opidide, que reverteu quase completamente a antinocicepg¢do produzida
pela morfina, ndo afetou o efeito antinociceptivo produzido pelo composto C11.
Segundo, o composto C11 teve muito menos efeito analgésico quando testado nos
modelos da placa quente e do tail-flick, que sdo testes mais sensiveis a morfina e
agonistas opidides (Hayes et al., 1987; Conell et al., 1994; Chien e Pasternack,
1994),

Flower et al. (1986) mostraram que a indugdo de pleurisia pela carragenina
em animais adrenalectomizados produziu processo inflamatério mais intenso do que
os animais controle (falsos-operados). Os animais adrenalectomizados,
apresentaram aumento acentuado da migragdo celular (aproximadamente o dobro),
bem como na quantidade de eicosandides liberados , tromboxano B2 e leucotrieno
B4, quando comparados aos animais falsos-operados (controle). A  prévia
administragdo de glicorticdides bloqueou a resposta inflamatéria e reduziu a
liberagdo de eicosandides “in vivo” e “in vitro” em ambos os grupos de ratos. Esses
resultados mostraram que a glandula adrenal exerce agdo inibitoria tonica sobre a
resposta inflamatéria mediada pela liberagdo de horménios e/ou outras substincias
que controlam o desempenho da inflamagdo. Nossos resultados demonstram que a

antinocicep¢do causada pelo composto C11 ndo foi modulada significativamente
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pelas glandulas adrenais, uma vez que a prévia adrenalectomia dos animais nao
interferiu significativamente com o efeito antinociceptivo, quando comparado com
os animais normais (ndo adrenalectomizados), quando testados em ambas as fases
do modelo da formalina.

A possibilidade das agfes antinociceptivas do composto Cl1 estarem
associadas com eventuais efeitos inespecificos a nivel periférico ou central, por
comprometimento da atividade motora dos animais foi também avaliada no teste do
rota-rod. Nossos resultados mostram claramente que nas doses em que o composto
C11 foi efetivo em causar analgesia nos diversos modelos de dor estudados, tanto
por via sistémica como 1.c.v., ele ndo interferiu com a performance dos animais no
teste do rota-rod excluindo, dessa forma, a participagdo de efeitos depressores
centrais ou periféricos.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo indicam que a partir de
modificagdes estruturais relativamente simples efetuadas em dois produtos naturais

abundantes, a astilbina e a xantoxilina isoladas da Hymeneae martiana

(Leguminoseae) e das folhas e ramos jovens da Sebastiania schottiana

(Euphorbiaceae) respectivamente, foi possivel produzir compostos com importantes
propriedades antinociceptivas. Entre os compostos ativos obtidos, destaca-se o
derivado C11 sintetizado a partir da xantoxilina monobromada. Esse composto, além

de apresentar bom rendimento no processo de sintese, apresentou potente atividade
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antinociceptiva em varios modelos de nocicepgdo, especialmente em relagdo a dor
de origem neurogénica, tanto nos modelos da formalina como da capsaicina. Esse
composto mostrou agdo analgésica sigﬁiﬁcante quando administrado por via
sistémica (intraperitoneal), topica, intratecal e 1.c.v., sugerindo possuir agdes tanto a
nivel espinhal como supraespinhal. Quando testado nos modelos de dor da placa
quente ¢ do tail flick, o composto C11 apresentou efeito analgésico, porém foi
menos eficaz quando comparado com os resultados obtidos nos modelos de dor
neurogénica causado pela formalina e da capsaicina, ou no modelo das contorgdes
abdominais causados pelo 4cido acético. O preciso mecanismo pelo qual o
composto C11 exerce seus efeitos antinociceptivos ndo esta ainda completamente
esclarecido. No entanto, nossos resultados mostram que suas agfes antinociceptivas
njo parecem estar relacionadas com os sistemas opioide, GABAérgico (GABAg) ¢
adrenérgico, com a via L-arginina-NO, nem parece ser modulado pela liberagdo de
substincias analgésicas nas glandulas supra-renais. No entanto, suas propriedades
analgésicas envolvem, pelo menos parcialmente, o sistema serotoninérgico. Além
disso, a nocicepgdo causada pelo composto C11 ndo parece depender de possiveis
efeitos depressores exercidos pelo composto a nivel central ou periférico,
confirmado pela auséncia de efeito no teste do rota-rod.

Assim, novos estudos utilizando técnicas bioquimicas e estudos

farmacologicos “in vivo” e “in vitro” deverdo ser realizados com o objetivo de
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esclarecer o (s) mecanismos envolvidos em suas agdes antinociceptivas.
Finalmente, nossos resultados mostram também que as modificagdes estruturais.
simples introduzidas em produtos naturais abundantes como no caso da astilbina e
da xantoxilina, podem resultar no desenvolvimento de substincias com importantes
propriedades antinocicepticas, como o composto C11 (2-(4-bromobenzil)-3-metil-
4,6-dimetéxi benzofuran), derivado da xantoxilina. Tal composto, pelas suas
importantes agdes antinociceptivas evidenciadas nos diversos modelos de
nocicep¢do, pode representar interesse para o desenvolvimento de novas drogas
analgésicas, ndo opiodides, de interesse para o tratamento da dor de origem

neurogénica.
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SUMMARY
1) In the present study two abundant natural products, astilbin and xanthoxylin in
their derivative were analysed in relation to their antinociceptive effects in several
models of nociception. Several of the mechanisms involved in the antinociceptive
action of the xanthoxyline derivative, called compound C11 (2-(4-bromobenzoyl)-3-
methyl-4,6-dimethoxy benzofuran) , which. showed potent antinociceptive action,

were also investigated.

2) The intraperitoneal injection of the astilbin in mice caused discret but significant
analgesic effect in the abdominal constriction produced by acetic acid, but was
inactive in the pain caused by formalin. However, some of its derivatives, such as
compounds C1 and C3, were about 9 and 2 to 7-fold more potent than aspirin and
acetaminophen, the drugs used as positive control when tested in the model of the
abdominal constrictions induced by acetic acid and by intraplantar injection of the

formalin, respectively.

3) The administration of the xanthoxyline by i.p. route produced slight analgesic
effect in the acetic acid-induced writhing, but was inactive in the pain caused by
formalin injection. Several of its derivatives, such as the compounds C4, C9 and

C12, caused antinociception in the pain induced by acetic acid, being about 2 to 9-
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fold more active than standard drugs. Further, the compound C4 showed
antinociceptive action against the inflammatory pain caused by formalin,

demonstrating twice the activity of standard drugs.

4) The xanthoxyline derivative C11 was the most active compound studied. When
administered by systemic (i.p. or s.c., but not p.o.), topical, intracerebroventricular
or by intrathecal route, this compound produced potent antinociceptive action in the
models of the abdominal constriction caused by acetic acid, in the tail-flick and hot-
plate models, in the neurogenic pain caused by formalin and capsaicin, and also in
the hyperalgesia caused by intraplantar injection of carrageenin in the Randall-Selitto
test. Depending on the model or route of the administration , the compound C11 was
about 15 to 100-fold (umol/kg or umol/site) more potent than aspirin and 5 to 50-

fold less potent than morphine.

5) The experiments carried out to study the mechanism of action of compound Cl11
showed that its antinociceptive effects did not involve the opioid system or L-
arginine-nitric oxide pathway, nor did it involve interaction with GABAB or the a-
adrenergic receptors. Also, its actions were not modulated by adrenal glands.

However, the antinociceptive effect of compound Cl1 was partially, but
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significantly, inhibited by treatment of the amimals with inhibitor of serotonin
syntese. Further, the antinociception caused by compound C11 was not associated
with non—Speciﬁc effects such as muscle relaxtion or other depressive effects at a

central or peripheraic level, confirmed in the rota-rod test.

6) Taken together, these results show that relatively simple structural modifications
to the molecules of astilbin and xanthoxyline, two abundant natural products derived
from plants, produced several derivatives with strong antinociceptive properties,
with actions at the central and peripheral level. The precise mechanism of
antinociception of compound C11 still remain unclear. However, neither selective
receptor antagonists for opioids, adrenergic (al and a2), GABAB nor the inhibitor
of L-arginine-NO-synthase were able to block its antinociceptive action. In addition,
the antinociception caused by compound C11 was not modulated by adrenal glands,
but depends, at least on the serotoninergic pathway. Furthermore, the results showed
clearly that the antinociceptive action of the compound C11 was not associated with
non-specific effects such as muscle relaxation or sedation in the animals, both central
or the peripheral system. Thus, this study opens up perspectives for the development

of new drugs with analgesic potential for the treatment of neurogenic pain.
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RESUMO

1 - No presente estudo foram analisados os possiveis efeitos antinociceptivos da
astilbina e da xantoxilina, dois produtos naturais abundantes, bem como alguns de
seus derivados em varios modelos de nocicepgdo. Além disso, foram também
investigados alguns dos mecanismos envolvidos nas ag¢des antinociceptivas do
derivado da xantoxilina, denominado composto C11 (2-(4-bromobenzoil)-3-metil-
4,6-dimetdxi benzofuran), que apresentou potente agdo antinociceptiva.

2 - A injecdo intraperitoneal de astilbina em camundongos causou discreto, porém
significante efeito analgésico no modelo das contorgbes abdominais induzidas pelo
acido acético, mas foi inativa na dor causada pela formalina. No entanto, alguns de
seus derivados, como os compostos C1 e C3, foram cerca de 9 e 2-7 vezes mais
potentes em causar analgesia que a aspirina e o acetaminofeno, drogas usadas como
controle positivo, quando testadas no modelo das contor¢des abdominais induzidas
pelo acido acético e pela injecdo intraplantar de formalina, respectivamente.

3 - A administragdo da xantoxilina por via i.p. produziu efeito analgésico discreto
nas contorg¢des causadas pelo acido acético, mas foi inativa na dor causada pela
formalina. Alguns de seus derivados, como os compostos C4, C9 e C12, causaram
antinocicepgdo na dor induzida pelo 4cido acético, sendo cerca de 2 a 9 vezes mais

ativo que as drogas-padrdo. Além disso, o composto C4 apresentou agdo
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antinociceptiva contra a dor inflamatoria causada pela formalina, sendo 2 vezes mais
ativo que as drogas padrio.

4- O derivado da xantoxilina denominado C11 foi o mais ativo dos compostos
estudados. Quando administrado por via sistémica (i.p. ou s.c., mas ndo oral), por
via topica, intracerebroventricular ou intratecal, esse composto produziu potente
a¢do antinociceptiva no modelo das contor¢des abdominais causadas pelo acido
acético, nos modelos de dor do tail-flick, placa quente, na dor neurogénica causada
pela formalina e capsaicina, bem como na hiperalgesia causada pela injegdo
intraplantar de carragenina no teste de Randall-Selitto. Dependendo do modelo e da
via de administragio utilizados, o composto C11 foi cerca de 15 a 100 vezes
(umol/kg ou pmol/sitio) mais ativo que a aspirina e 0 acetaminofeno e cerca de 5 a
50 vezes menos ativo que a morfina.

5 - Os experimentos realizados para estudar os possiveis mecanismos de agdo do
composto C11 revelaram que seus efeitos antinociceptivos ndo parecem envolver o
sistema opidide, a via da L-arginina-6xido nitrico, a interagdo com os sistemas
adrenérgicos ou GABAérgico (GABAg), ou modulados pelos horménios produzidos
pelas glandulas adrenais. No entanto, o efeito antinociceptivo do composto C11 foi
parcial, mas significativamente inibido pelo tratamento dos animais com inibidor da

sintese de serotonina. Além disso, a nocicepgdo causada pelo composto Cl1 ndo
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parece depender de possiveis efeitos depressores a nivel central ou periférico o que
¢ confirmado pela auséncia de efeito no testé do rota-rod.
6 - Em conjunto, esses resultados mostram que modificagdes estruturais
relativamente simples efetuadas ﬁas moléculas da astilbina e da xantoxilina, dois
produtos naturais abundantes derivados de plantas, produziram varios derivados com
importantes propriedades antinociceptivas, com agdes a nivel central e periférico. O
mecanismo de agdo antinociceptivo do composto Cl11 nio estd completamente
esclarecido, mas ndo parece envolver os sistemas opidide, adrenérgico,
GABAérgico, a via da L-arginina-6xido nitrico ou modulados pelos horménios das
glandulas adrenais. Por outro lado, suas propriedades antinociceptivas dependem,
pelo menos em parte, do sistema serotoninérgico. Além disso, os resultados mostram
claramente que as ag¢des antinociceptivas do Cl1 ndo estdo relacionadas com
possiveis efeitos depressores central ou perifericamente. Esses estudos abrem,
portanto, interessantes perspectivas para o aproveitamento desses compostos para o
desenvolvimento de novas drogas analgésicas potencialmente uteis para o
tratamento da dor de origem neurogénica, ainda sem uma terapéutica eficaz.

Grande parte desses resultados foi aceita para publicagdo:
J Pharmacol. Exp. Ther., 1996, ou submetidos a publicagéo :

Eur. J.Med. Chemistry., 1996.
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