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RESUMO

A injecdo intraplantar (i.pl.) de glutamato produz uma resposta nociceptiva
de inicio rapido, proporcional a dose aplicada, que aparentemente ndo sofre
influéncia do pH e estd associada a formacdo de edema, causado pelo aumento
do extravasamento plasmatico. O pré-tratamento dos animais com Chicago sky
blue 6B (inibidor da captacdo de glutamato) aumentou significativamente a
poténcia do glutamato para induzir a resposta nociceptiva, sem alterar o edema
de pata. O tratamento dos animais com antagonistas seletivos de receptores
glutamatérgicos ionotropicos NMDA (MK 801), cainato (NBQX), AMPA (SYM
2206), metabotropicos (E4CPG) ou ainda, do sitio de ligagdo da glicina associado
ao receptor NMDA (felbamato), através da via i.pl., inibiu significativamente a
nocicepcdo induzida pelo glutamato. No entanto, somente o antagonista de
receptores cainato, NBQX, foi capaz de inibir o edema causado pelo glutamato. O
inibidor da 6xido nitrico sintase, L-NY-nitro-arginina (L-NOARG), administrado
através da via intraperitoneal (i.p.) ou i.pl., preveniu a nocicep¢do causada pela
injecdo de glutamato, mas o edema de pata foi diminuido apenas quando o
inibidor foi administrado através da via i.p. Essa inibicdo foi revertida pelo pré-
tratamento dos animais com L-arginina, mas ndo com D-arginina. O S-nitroso-N-
acetil-D,L-penicilamina (SNAP), doador de 6xido nitrico, administrado i.pl.,
potencializou a nocicepcdo e o edema induzidos pela inje¢cdo de glutamato. Além
disso, a administracdo i.pl. de doses crescentes de glutamato causou aumento
proporcional da quantidade de nitrito no exsudato das patas. A co-injecao i.pl. do
antagonista seletivo de receptores de neurocininas (NK) NK2 (SR 48968) e, em
menor escala, do receptor NK1 (FK 888) inibiu significativamente a nocicep¢ao
induzida pelo glutamato. Ao contrario, 0 antagonista seletivo de receptores NK3
(SR 142801) ou do receptor para o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP, 0 CGRPg-37) ndo foi capaz de inibir a nocicepgdo causada por glutamato.
Além disso, o SR 48968, ao contrario do FK 888, SR 142801 ou CGRPsg-37, inibiu
significativamente o edema induzido por glutamato. A co-administracdo i.pl. do
antagonista seletivo de receptores B1 para cininas, des-Arg?-[Leu®]-BK, mas néo
de receptores B, HOE 140, com glutamato, também inibiu a nocicep¢do, sem

alterar o edema induzido por glutamato. O tratamento neonatal com capsaicina foi



capaz de inibir a nocicepcdo e, em uma menor propor¢do, o edema induzidos por
glutamato em animais adultos. A nocicepcdo ou o edema causados pela injecédo
i.pl. de glutamato ndo foram alterados pelo tratamento dos animais com fucoidina,
um inibidor de selectinas. Ap6s 15 min da injecdo i.pl. de glutamato ndo houve
aumento significativo da atividade de mieloperoxidase nem inducdo do fator
nuclear kB. A analise histoldgica das patas tratadas com glutamato i.pl. mostra
que ocorreu pouca migracdo celular, edema moderado e congestdo vascular
nesse tecido.

Conclui-se, portanto, que a nocicepcdo causada pela inje¢do i.pl. de
glutamato em camundongos envolve a ativacdo de receptores glutamatérgicos
ionotrépicos e metabotrépicos, através de mecanismo que depende da ativagdo
da via L-arginina/éxido nitrico. Além disso, a nocicep¢do causada pelo glutamato
parece ser mediada por fibras sensoriais sensiveis a capsaicina e pela liberagéo
de neurocininas, atuando principalmente em receptores NK2 e em menor extenséo
em NKi. As cininas atuando em receptores B1, mas ndo Bz, também participam da
resposta nociceptiva induzida pela injecdo i.pl. de glutamato em camundongos.
Por outro lado, o edema de pata associado com a resposta nociceptiva apos
injecdo i.pl. de glutamato parece ser mediado pela ativagcdo de receptores
cainato, com envolvimento das neurocininas atuando em receptores NKz, e
estimulacdo de fibras sensoriais sensiveis a capsaicina. Finalmente, o o¢xido

nitrico também participa das acdes edematogénicas do glutamato.

A maioria destes resultados esta publicada em:

BEIRITH, A.; SANTOS, A.R.S.; CALIXTO, J.B. Mechanisms underlying the
nociception and paw oedema caused by injection of glutamate into the mouse
paw. Brain Research, v. 924, p. 219-228, 2002.

BEIRITH, A.; SANTOS, A.R.S.; CALIXTO, J.B. The role of neuropeptides and
capsaicin-sensitive fibres in glutamate-induced nociception and paw oedema
in mice. Brain Research, v. 969, p. 110-116, 2003.



Além destes trabalhos, outros estudos que foram desenvolvidos durante

0 curso de Doutorado estdo em preparacao ou publicados:

SEIFRIZ, |.; KONZEN, M.; PAULA, M.M.; GONCALVES, N.S.; SPOGANICKZ, B.;
CRECZYNSKI-PASA, T.B.; BONETTI, V.R.; BEIRITH, A.; CALIXTO, J.B.;
FRANCO, C.V. Synthesis, characterization, potentiometric titration, and
electrochemical investigation of new nitric oxide scavenger trans-
[RuCl2(dinic)s] (dinic = 3,5-pyridinecarboxilic acid). Journal of Inorganic
Biochemistry, vol. 76, p. 153 - 163, 1999.

CALIXTO, J.B.; BEIRITH, A.; FERREIRA, J.; SANTOS, A.R.; FILHO, V.C.; YUNES,
R.A. Naturally occurring antinociceptive substances from plants.
Phytotherapy Research, vol. 14, p. 401-18, 2000.

CRECZYNSKI-PASA, T.B.; BONETTI, V.R.; BEIRITH, A.; CKLESS, K.; KONZEN,
M.; SEIFRIZ, I.; PAULA, M.S.; FRANCO, C.V.; WILHELM FILHO, D.; CALIXTO,
J.B. Complexes trans-[RuClz(nic)s] and trans-[RuClz(i-nic)s] as free radical

scavengers. Journal of Inorganic Biochemistry, vol. 86, p. 587-594, 2001.

KHUNEN, F.Q.; BEIRITH, A.; CALIXTO, J.B.; CRECZYNSKI-PASA, T.B. Dipyrone
inhibition of nitrogen monoxide production by mouse macrophages. Em

preparacao.

BEIRITH, A.; SANTOS, A.R.S.; CALIXTO, J.B. Antinociceptive action of sericic
acid, isolated from Vochysia divergens Pohl (Vochysiaceae) in formalin and

glutamate tests. Study of the mechanism of action. Em preparacéao.

SIEBEL, J.; BEIRITH, A.; CALIXTO, J.B. Antinociceptive effect of dipyrone in

glutamate receptor agonists-induced nociception in mice. Em preparacgdo.



1. INTRODUCAO

“Maira olhou para sua perna ausente e disse para a mae: doi ali. Prontamente,
dona Regilda p6s-se a massagear os dedos invisiveis da filha, que estavam
indo para fora da cama. A perna esquerda de Maira era assim. Uns dias ela
estava curta, com seu pé ocupando o lugar da coxa. Em outros ela se
encompridava, toda eléstica, e ia para fora da cama. O que ndo mudava era a
dor. Aguda, constante, implacavel. Que nem a morfina dera conta. Era a Dor
Fantasma. Ela aprendera esse nome com os meédicos. E o achou inexato. A

perna, amputada, podia ser fantasma. Mas a dor ndo era ndo.” (Macca, 2001).

Dentre os diversos sistemas de “vigilancia” da homeostase do organismo, a
dor tem papel de destaque por despertar nossa atencdo imediatamente. Além de
despertar, retém nossa atencdo até que o ponto sensivel tenha sido identificado e
0 evento que estd desencadeando a lesdo, ou represente risco, tenha sido
afastado (Wall, 1999). A medida que crescemos e nos tornamos mais experientes,
as reacdes classicas de 1) remover o estimulo lesivo, 2) adotar uma postura que
limite novas lesfes e otimize a recuperacdo e 3) buscar seguranca, alivio e cura
em resposta a dor, tornam-se mais sutis, elaboradas e sofisticadas. Desse modo,
a funcdo basica e fundamental da dor é “avisar“ que algo esta ameacando nossa
sobrevivéncia e/ou bem estar e, clinicamente, € um sintoma importante para
permitir a avaliagdo do surgimento ou evolucdo de diversas doencas. Apesar de
seu carater “benéfico”, em alguns casos a dor pode causar mais desconforto que
a propria desordem sinalizada por ela. Quando a dor realmente se instala, nossa

atencdo é completamente monopolizada e nada mais parece existir além dela.

1 Maira Mortorelli de Mattos teve a perna e metade da bacia amputados em virtude de um
sarcoma 6sseo, em 2001.



O conceito classico, definido pelo Comité de Taxonomia da Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor, é que a dor seria uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel, associada a uma lesdo tecidual atual ou potencial, ou
descrita em termos de tal lesdo. O mesmo Comité considera, atualmente, que a
dor é sempre subjetiva. Cada individuo aprende a aplicacdo da palavra através
de experiéncias relacionadas a lesfes sofridas durante o crescimento (Merskey,
1991). Do mesmo modo que o descrito para as outras sensagfes primarias como
tato, paladar, visdo e audi¢cdo, a dor ndo precisa ser aprendida para que possa
ocorrer. Entretanto, sua percep¢do envolve fatores ambientais, culturais,
espirituais, psicolégicos, sociais, e, principalmente, sua interpretacdo e
significagcdo como sofrimento total serdo desenvolvidas por associa¢gfes positivas,
negativas e contextuais de cada experiéncia individual (Anand e Craig, 1996).
Quanto a duracdo, existem trés tipos principais de dor. A “dor transitoria”,
provocada pela ativacdo de nociceptores? na pele ou outro tecido, mas néo
acompanhada de lesdo, cuja funcdo bésica € proteger o homem de lesdes fisicas
que possam ser provocadas por agentes do ambiente ou simplesmente informar
sobre deformacdes de tecidos corporais que poderiam originar uma lesdo. Outro
tipo é a “dor aguda”, provocada pela estimulacdo dos nociceptores em resposta a
lesdo de algum tecido corporal. Se esta persistir durante a recuperagéo da leséo,
0 que pode demorar alguns dias ou semanas, ja ndo é mais classificada como
aguda, é considerada entdo “dor crbnica”, o terceiro tipo de dor. Do mesmo modo
que a aguda, a dor cronica também se origina de lesGes ou doencas, e pode

permanecer mesmo depois da recuperacdo do paciente. A lesdo também pode

2Nociceptor: neurdnio sensorial primario ativado por um estimulo capaz de causar lesdo
tecidual (Julius e Basbaum, 2001).



exceder a capacidade de recuperagdo do corpo, como pela perda de um membro,
caso descrito no primeiro paragrafo da introdu¢do, quando ha reparo da lesdo
primaria, mas a dor permanece (Loeser e Melzack, 1999).

O tecido que recebe a maior parte dos estimulos nociceptivos é a pele; é
ela que fornece a maioria das informag¢des nociceptivas (dolorosas, que séo
resultantes de lesdes ou que poderiam causar lesdes) periféricas ao sistema
nervoso central. Em 1920, Head publicou o primeiro artigo cientifico que
descrevia dois sistemas de fibras aferentes: um implicado na sensibilidade tatil e
na identificagdo dos estimulos térmicos, e outro envolvido com as sensagdes
resultantes de estimulacdo nociceptiva (Besson e Chaouch, 1987). De fato, na
camada epidermal da pele existem fibras aferentes de pequeno didmetro
responsaveis por conduzir as sensacdes de pressdo intensa, calor nociceptivo ou
irritantes quimicos ao sistema nervoso central e também outras fibras, de
diametro maior, responsaveis por conduzir sensacfes indécuas como toque ou
leves variacdes da temperatura. Seus axdénios podem ser mielinizados ou néo e
sdo envoltos por células de Schwann, que correspondem perifericamente aos
oligodendrdcitos e servem para protegdo, suporte, fonte de nutrientes, auxilio no
reparo, regulacdo do pH e do balanco i6nico nas proximidades dos neurdnios
sensoriais (Raine, 1994; Miller et al., 2002). As células de Schwann também
possuem atividade secretéria, podendo liberar citocinas, aminoacidos excitatorios
e ATP, que modulam a transmissdo de estimulos sensoriais (Jeftinija e Jeftinija,
1998; Irnich et al.,, 2001). As fibras aferentes primarias cutaneas podem ser
classificadas, de acordo com seu diametro, estrutura e velocidade de conducéo,

essencialmente em trés tipos: 1) C, finas (0,4 a 1,2 nmm de diametro), néo

mielinizadas e de conduc¢do lenta (0,5 a 2,0 m/s); 2) Ad, médias (2 a 6 mm de



diametro), mielinizadas e de conducdo intermediaria (12 a 30 m/s) e 3) Ab,
espessas (mais de 10 nm de didmetro), mielinizadas e de conduc¢do rapida (30 a
100 m/s) (Millan, 1999). Na pele, a proporcdo entre esses trés tipos de fibras é
de 70, 10 e 20% respectivamente, mas esses valores podem variar de acordo com
a especie e regido do corpo analisada. As fibras descritas acima respondem de
maneira diferente aos estimulos indcuos e agressivos. Todas tém a capacidade
de transmitir informa¢des ndo relacionadas com dor, ou seja, ndo nociceptivas,
mas somente as fibras C e Ad transmitem informacdes exclusivamente
nociceptivas em condicdes normais (na auséncia de lesdes teciduais ou
nervosas). Nas mesmas condicdes, as fibras Ab respondem somente ao toque,
vibracdo, pressdo e outros tipos de estimulacdo sensorial que ndo sejam
nociceptivos, como estimulos mecanicos de baixa intensidade (Millan, 1999).
Existem duas classes principais de nociceptores do tipo Ad, sendo que
ambas respondem a estimulacdo mecénica de alta intensidade e podem ser
diferenciadas por sua responsividade ao calor ou pelos efeitos que uma leséo
pode causar sobre elas. O tipo | é ativado por estimulos mecanicos de alta
intensidade. Dentro da escala nociceptiva, tem condutancia rapida e responde
fracamente a estimulos térmicos de baixa ou alta intensidade e a estimulos
quimicos. Entretanto, quando ocorre a sensibilizacdo? devido a estimulacdo
térmica repetitiva ou lesdo tecidual, esses mecanoceptores comecam a responder
a estimulos térmicos de alta intensidade, com respostas sustentadas, de longa
duracdo e laténcia demorada, ao contrario do que ocorre com as fibras do tipo C,

que, nesses casos, apresentam uma diminuicdo da responsividade na pele glabra

3 A sensibilizacdo é caracterizada por uma diminui¢do no limiar, resposta aumentada a
estimulos supralimiares e atividade espontanea continua (Raja et al., 1999).



(desprovida de pélos). O tipo Il, menos comum e de condutancia mais lenta,
observado principalmente na pele com pélos de primatas, tem um limiar menor
para estimulos térmicos do que as fibras Ad do tipo I, além de responder mais
rapidamente aos estimulos (Millan, 1999). A maioria dos nociceptores do tipo C é
polimodal, isto é, responde tanto a estimulos térmicos quanto a estimulos
mecanicos, além de responder a estimulos quimicos irritantes, como acidos ou
capsaicina, a substancia responsavel pela pungéncia da pimenta. Algumas fibras
do tipo C sdo insensiveis a estimulos mecanicos, mas respondem a estimulos
termicos de alta ou baixa intensidade (Julius e Basbaum, 2001).

Estimulos nociceptivos resultam na liberacdo local de diversos mediadores
quimicos, que medeiam, facilitam ou ainda atenuam a transmissdo da informacao
ao sistema nervoso central. Apds a lesdo tecidual, esses mediadores podem ser
liberados pelos neurdnios sensoriais e simpaticos e por células ndo neuronais
como plaquetas, células sangliineas, mastocitos, células endoteliais, fibroblastos
e células de Schwann, sem considerar um quadro crénico, quando também
participam da transmissdo nociceptiva mediadores liberados a partir de células
inflamatdrias (Besson, 1997). Neurotransmissores e neuromoduladores como a
substancia P (SP), trifosfato de adenosina (ATP), 6xido nitrico (NO),
prostaglandinas (PGs), neuropeptideo Y, colecistocinina, neurotrofinas (fatores
de crescimento neural), bombesina, peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), opidides, adenosina, somatostatina, acetilcolina, protons, adenosina,
bradicinina, histamina, serotonina, glutamato e outros aminoacidos excitatérios
(AAEs) podem ser liberados de diversas fontes ap6s um estimulo capaz de gerar
lesdo tecidual (figura 1) (Guirimand e Le Bars, 1996; Besson, 1997; Coggeshall e

Carlton, 1997; Besson, 1999; Millan, 1999; Raja et al., 1999).
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Figura 1 — Sumario esquematico mostrando alguns neurotransmissores e seus
receptores presentes em terminais periféricos de fibras nervosas nociceptivas
aferentes. Os  terminais periféricos cutaneos  foram aumentados
desproporcionalmente. Evidéncias da presenca de ligantes/receptores nos
terminais periféricos foram obtidas a partir de estudos anatémicos,
eletrofisiolégicos e farmacoldgicos. Os ligantes podem ser classificados de
acordo com a sua origem em a) de fontes ndo neuronais (exemplos: células da
pele, vasos ou inflamatérias) e b) de terminais nervosos. Os receptores nos
terminais nervosos periféricos podem ser ativados por ligantes de fontes néo
neuronais ou por fibras vizinhas, de maneira autocrina (1) ou paracrina (2). SP =
substadncia P; PGs = prostaglandinas; NPY = neuropeptideo Y; NTFs =
neurotrofinas; CCK = colecistocinina, CGRP = peptideo relacionado ao gene da
calcitonina; AAEs = aminoacidos excitatérios; ATP = trifosfato de adenosina; NO
= Oxido nitrico; GABA = acido g-aminobutirico; ACh = acetilcolina; PGE; =
prostaglandina E2; BK = bradicinina; 5HT = serotonina; H = histamina. Adaptado a
partir de Raja, et al., 1999.



Os mediadores quimicos liberados ap6s diversos tipos de estimulos
nociceptivos fazem com que a informacdo sensorial seja levada, através das
fibras aferentes, ao sistema nervoso central para que este a processe e responda
adequadamente em cada situacdo. Inicialmente, os impulsos nociceptivos séo
recebidos pela medula espinhal, mais precisamente pelo seu corno dorsal, que €
a area priméria de recebimento da maioria das informacBes somatosensoriais
(Coggeshall e Carlton, 1997). O corno dorsal da medula espinhal é uma estrutura
dividida em Iaminas, com base na sua citoarquitetura, sendo que cada lamina se
caracteriza por receber tipos diferentes de informagdes (figura 2). Nociceptores
aferentes primarios C e Ad tém suas terminacOes principalmente nas laminas
superficiais, mas também em laminas mais profundas do corno dorsal da medula
espinhal, onde liberam diversos neurotransmissores. Varios estudos mostram que
a maioria das fibras associadas com a transmissdo nociceptiva terminam na
lamina | (zona marginal) e Il (substancia gelatinosa). Alguns estimulos
somatosensoriais provenientes da pele, musculos ou visceras também sdo
capazes de chegar a medula espinhal através do corno ventral (Besson e
Chaouch, 1987). Muitos neurdnios do corno dorsal se projetam para o talamo
através de distintas vias como as classicas - trato espinotalamico, os diferentes
componentes do trato espinoreticular-, o trato espinocervicotalamico, as fibras
pos-sindpticas da coluna dorsal e o trato nociceptivo visceral que se dirige a
coluna posterior (Besson, 1999). A partir de diferentes nlcleos do talamo, os
sinais sdo transmitidos para diversas dareas do coOrtex sensorial somatico,
substancia cinzenta periaquedutal, hipotalamo, amigdala e cerebelo, onde a

informacdo do presente contexto é integrada com experiéncias do passado e



processada para produzir a percepcdo da dor e/ou provocar a resposta que é

enviada a medula espinhal (Guyton, 1992; Craig e Dostrovsky, 1999).

Aferentes primarios Medula espinhal

Fibrasd

2=

Fibras C
[Aminas I, II, V 3

Fibras b > Corno ventral
", 1v, v

Figura 2 — Diagrama esquematico mostrando a localizacdo das laminas do corno
dorsal da medula espinhal que recebem as informacfes sensoriais oriundas dos
terminais periféricos de fibras nervosas nociceptivas aferentes. Adaptado a partir
de Craig e Dostrovsky et al. 1999 e Doubel et al. 1999.

As cininas, bradicinina (BK) e calidina (CAL), sdo peptideos formados no
plasma e nos tecidos a partir da clivagem proteolitica dos cininogénios de alto e
baixo peso molecular, através da a¢do de serina proteases chamadas calicreinas.
Os metabolitos ativos das cininas, des-Arg?-BK e des-Arg10-CAL, sdo produto da
acdo da cininase 1 (carboxipeptidase) sobre a BK e CAL, respectivamente.
Atuando nos receptores Bi e B2, acoplados a proteina G, as cininas estdo
implicadas em condi¢cdes fisiopatologicas, especialmente nos processos
inflamatorios e na indug¢do da nocicepgao (Calixto et al., 2000). Com excecdes

entre tecidos e espécies, 0s receptores B ndo sdo expressos em condicOes



normais, enquanto que oS receptores Bz sdo constitutivos e amplamente
presentes em tecidos centrais e periféricos e parecem estar implicados na
maioria das acOes fisiologicas das cininas. Enquanto a BK e a CAL sdo os
agonistas preferenciais dos receptores Bz, os metabdlitos ativos, des-Arg%-BK e
des-Arg10-CAL, tém maior afinidade pelo receptor B: (Couture e Lindsey, 2000).
Os receptores B1 sdo considerados relevantes no estagio crénico da inflamacgéo e
na hiperalgesia* (Campos et al., 1998; Calixto et al., 2000) e estdo envolvidos
nas respostas nociceptivas de origem inflamatéria e neurogénica (Corréa e
Calixto, 1993; Pesquero et al., 2000; Ferreira et al., 2001). Os receptores B1 e B>
foram identificados em terminacdes periféricas, na medula espinhal e nos
ganglios da raiz dorsal de roedores (Steranka et al., 1988; Couture e Lindsey,
2000; Levy e Zochodne, 2000; Ma et al., 2000; Wotherspoon e Winter, 2000). Os
receptores cininérgicos, assim como diversos outros encontrados em terminacdes
periféricas tais como NK1 e glutamatérgicos metabotropicos, sdo acoplados a
proteina G. A ativacdo da proteina G promove aumento do nivel intracelular de
AMPc, um importante regulador dos nociceptores. A ativacdo da proteina Gy ativa
a enzima fosfolipase C (PLC), que gera inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 induz um aumento da concentracdo de célcio
intracelular e o DAG ativa a proteina quinase C (PKC). A PKC, por sua vez,
também promove o aumento da concentracdo de calcio intracelular e ativa a
fosfolipase Az (PLA:2) citosdlica, enzima fundamental para a producdo de

derivados do acido araquidénico.

4 A hiperalgesia ¢é definida como um desvio para a esquerda da funcdo estimulo-resposta que
relaciona a magnitude da dor a intensidade do estimulo, ou seja, ha uma diminiucdo do limiar
para provocar respostas indicativas de nocicepcdo em animais (Levine et al., 1993; Raja et al.,
1999).
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As prostaglandinas, produzidas tanto por células ndo neuronais quanto por
neurbnios aferentes primarios, sdao substdncias geradas a partir do acido
araquidonico liberado dos fosfolipideos de membrana pela a¢do da enzima PLA».
Uma vez formado, o &cido araquidénico é convertido nos prostandides:
prostaglandinas e tromboxanos pela via da ciclooxigenase, leucotrienos e acidos
hidroxieicosatetraendicos pela via da lipoxigenase ou epodxidos lipidicos e didis
através da via da epoxigenase (Cashman, 1996; Appleton, 1997). Existem,
atualmente, trés tipos de ciclooxigenases (COX) clonadas e caracterizadas: 0s
tipos 1 e 3, que sdo expressas constitutivamente, e a do tipo 2, que € expressa
constitutivamente apenas em alguns tecidos e pode ter sua expressdo aumentada
em algumas condicfes. A COX-1 era considerada, até o dltimo ano, a Unica
isoforma constitutiva da enzima e estd presente em praticamente todos 0s tipos
de células, originando prostaglandinas que exercem seus efeitos principalmente
em condicdes fisiologicas. Dentre os processos fisiolégicos mais importantes
controlados pelos produtos da ciclooxigenase-1 estdo: citoprotecdo
gastrointestinal, homeostase vascular e funcdo renal (Needlemann e Isakson,
1997). A COX-2 é a isoforma induzida da enzima, ou seja, somente estd presente
em condicfes normais em alguns tecidos como testiculos, cérebro e pulmdes
(Simmons et al.,, 1991). Contudo, sua expressdo pode ser drasticamente
aumentada apds a exposicdo de células como fibroblastos, células de musculo
liso ou endotélio a fatores de crescimento, ésteres de forbol, citocinas e
endotoxinas bacterianas. Recentemente, Chandrasekharan e colaboradores
(2002) descreveram a ciclooxigenase do tipo 3 (COX-3), uma enzima derivada da
COX-1, que compartilha diversas caracteristicas estruturais e todas as

caracteristicas cataliticas com as COX do tipo 1 e 2. Assim como as outras duas,
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a terceira isoforma descoberta da enzima sintetiza prostaglandinas e desempenha
um papel importante na dor e febre, mas parece néo ter participacdo na génese
da dor inflamatéria. A COX-3 é sensivel a drogas antiinflamatorias néo
esteroidais (DAINES) que tém pouca ou nenhuma atividade sobre as COX do tipo
1 e 2, como por exempo o acetaminofen (paracetamol), dipirona, diclofenaco,
aspirina e ibuprofen (Chandrasekharan et al., 2002). Subcelularmente, a enzima
induzida (COX-2) é encontrada principalmente no nucleo, havendo somente uma
pequena quantidade presente no citoplasma; as enzimas constitutivas séo
encontradas principalmente associadas ao reticulo endoplasméatico (COX-1) e
ligadas a membrana plasmatica (COX-3) (Miyamoto et al., 1976; Smith et al.,
1994; Chandrasekharan et al., 2002).

Os produtos das ciclooxigenases, principalmente as prostaglandinas
(PGE2, PGD2, PGl2, PGF24), provocam comportamento nocifensivo® e alodinia®
quando administradas espinhalmente, e quando geradas ap6s o estimulo
nociceptivo tém a propriedade de aumentar a sensibilidade dos nociceptores’ a
dor causada por substancias como histamina ou bradicinina (Minami et al., 1994;
Ferreira, 1972). Sua produc¢do aumenta principalmente em estados inflamatdérios,
quando ha aumento da expressdo de COX-2. As prostaglandinas causam
dilatacdo do mduasculo liso vascular, colaborando, dessa forma, para a
vasodilatacdo e a formacdo do eritema (rubor) caracteristicos destes estados
patolégicos. A vasodilatacdo aumenta o fluxo sangiineo através dos tecidos
inflamados e consequentemente o extravasamento de fluidos (edema) provocado

por outros agentes que aumentam a permeabilidade vascular, como a bradicinina

5 Resposta motora a estimulagdo nociceptiva.
6 Dor em resposta a um estimulo ndo nociceptivo.
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e a histamina (Solomon et al., 1968; Williams e Peck, 1977; Vane e Botting,
1995). Dentre as prostaglandinas, a PGE2 se destaca por ser uma das principais
prostaglandinas prd-nociceptivas liberadas perifericamente (Vanegas e Schaible,
2001). Os receptores para PGE2 sdo acoplados a proteina G, sendo que os EP:
estdo associados ao aumento da concentracdo de calcio, enquanto os subtipos
EP. e EP4 a ativacdo da adenilato ciclase e os EPs a inibicdo ou ativagdo da
adenilato ciclase, gera¢do de fosfoinositdis e aumento da concentracdo
intracelular de calcio, dependendo do tecido onde estdo expressos e da
quantidade de agonista disponivel (Vanegas e Schaible, 2001). Receptores do
tipo EP1, EP3 e EP4 j& foram caracterizados em neurdnios sensoriais aferentes
(Millan, 1999), enquanto que o0s receptores EP2 estdo presentes em neurdnios
pds-sindpticos do corno dorsal e ventral da medula espinhal (Vanegas e Schaible,
2001). Ja foi demonstrado que a PGE: é liberada espinhalmente nos primeiros
minutos apds a injecdo intraplantar de formalina em ratos, o que mostra que,
além de sensibilizar neurdnios, este prostandide também pode participar do
estabelecimento da dor aguda (Malmberg e Yaksh, 1995b). Nesse mesmo estudo,
foi ainda demonstrado que, ao mesmo tempo em que a PGE> é liberada (0-10 min
apés a injecdo de formalina), ocorre a liberagcdo de diversos aminoacidos
excitatorios como glutamato, aspartato, taurina e glicina e um indicador da
producdo de NO (citrulina) que sabidamente estdo envolvidos com a transmissdo
da nocicepcdo periférica.

Outro mediador liberado das fibras aferentes primarias e também capaz de

modular a nocicepcdo é o CGRP, um peptideo constituido de 37 aminoacidos que

existe em duas formas, o CGRP-a e o0 CGRP-b (Holzer, 1998; Millan, 1999). O

" Facilitar a transmissdo de informacdes dolorosas.
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CGRP exerce sua agdo pro-nociceptiva atuando em dois tipos de receptores,
CGRP1 e CGRP2, ambos acoplados positivamente a adenilato ciclase. O CGRP
esta entre os principais mediadores da inflamacdo neurogénica, € responsavel
pela vasodilatacdo observada apo6s estimulacdo sensorial e também é
considerado um neuropeptideo importante na formacdo de edema (Bileviciute et
al., 1998). Apos a estimulagdo de fibras nociceptivas aferentes primarias, ocorre
a liberacdo de CGRP, além de taquicininas, que colaboram para a resposta
nociceptiva e formacao de edema (Maggi, 1995).

Dois genes distintos de preprotaquicininas (PPT) controlam a sintese das
taquicininas: o gene PPT-A da origem a neurocinina A (NKA) e a SP, ao passo
que o gene PPT-B da origem a neurocinina B (NKB). A SP, NKA e NKB
apresentam certa seletividade de acdo em relagcdo aos receptores
taquicininérgicos NK1, NK2 e NK3, respectivamente, todos acoplados a proteina
G (Holzer, 1998). A SP e a NKA sdao expressas em neurbnios aferentes primarios
e liberadas por terminacOes centrais e periféricas dessas fibras ap6s estimulacdo
nociceptiva (Duggan et al., 1988; Urban et al., 1994; McCarson, 1999; Laird et
al., 2001). O receptor NK1 é essencial para o estabelecimento da dor induzida
por diversos mediadores, experimentos com animais que ndo expressam o0
receptor NK1 (nocautes para o receptor NK1) mostraram que a auséncia desse
receptor abole as respostas nociceptivas induzidas pela capsaicina e pela
segunda fase da dor causada por formalina (De Felipe et al., 1998). J& animais
com uma superexpressao de SP (transgénicos), agonista preferencial do receptor
NK1, apresentam respostas nociceptivas a estimulos mecanicos e térmicos
indcuos (alodinia) e nocicep¢cdo aumentada em resposta a estimulos mecanicos

(hiperalgesia mecanica). Antagonistas seletivos de receptores NK1 e NMDA
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bloqueiam a hiperalgesia e alodinia, sugerindo que estes receptores contribuem
para a alteracdo da transmissdo nociceptiva observada nesses animais (McLeod
et al.,, 1999). Além de participar da dor aguda, a SP (administrada
intratecalmente), atuando em receptores NK1, também potencializa a hiperalgesia
causada por doses sublimiares de formalina em ratos, efeito que é dependente do
aumento da producdo de segundos mensageiros como Oxido nitrico, acido
araquidonico e proteina quinase C (Coderre e Yashpal, 1994).

Glutamato e aspartato sdo os aminoacidos excitatérios mais importantes e
amplamente distribuidos no sistema nervoso central, onde participam de diversos
eventos fisioldgicos e patoldgicos, como aprendizado, desenvolvimento de
conexdes sinapticas normais no cérebro, epilepsia, lesdo cerebral causada por
isquemia e outros (Coderre, 1993; Dingledine e McBain, 1994; Lipton e
Rosenberg, 1994; Thomas, 1995; Dickenson 1997; Hudspith, 1997). As funcdes
dos aminoacidos excitatdrios foram bem descritas inicialmente no sistema
nervoso central, mas estes neurotransmissores tambem exercem um papel
importante na sinalizacdo de tecidos como o0ssos, pele, astrdcitos, coracéao,
pancreas e medula 6ssea (Skerry e Genever, 2001). O glutamato preenche alguns
dos pré-requisitos classicos para a classificacdo como neurotransmissor: 1) é
armazenado em vesiculas na célula pré-sinaptica, 2) é liberado apés estimulo, 3)
¢ liberado por exocitose, 4) se difunde na fenda sindptica para ligar-se a
receptores p6s-sinapticos (que iniciam uma série de eventos intracelulares) e 5) é
recaptado, através de transportadores especificos, pelo terminal pré-sinaptico e
células ndo-neuronais. Além de ser um neurotransmissor importante, o glutamato
estd envolvido em muitas outras fungcfes como sintese de acidos graxos,

regulacdo do nivel de amdnia, controle do balan¢o osmotico e i6nico, faz parte da
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constituicdo de proteinas e € precursor para a sintese do GABA (principal
neurotransmissor inibitério) e outros intermediérios do ciclo de Krebs (Dingledine
e McBain, 1994). Sua sintese é realizada pela a¢do enzimatica da glutaminase,
convertendo glutamina em glutamato no compartimento mitocondrial, ou através
de transaminacdo. Apds a sintese, o glutamato é armazenado em vesiculas em
alta concentracdo (cerca de 20 mM). Para evitar a exposicdo das células aos
seus efeitos toxicos, existem mecanismos especificos de captagao/recaptacdo do
glutamato pela terminacdo pré-sinaptica, por células que estdo em volta do
terminal periférico e pelas células da glia e de Schwann, depois que este é
liberado na fenda sinaptica, onde chega a atingir uma concentracdo de 5 mM
(Lipton e Rosenberg, 1994). O glutamato captado pela célula da glia ou de
Schwann é convertido em glutamina, que por sua vez é transportada de volta para
o terminal nervoso, onde é novamente convertida em glutamato para reabastecer
0s estoques vesiculares do neurotransmissor (Dingledine e McBain, 1994). O
sistema transportador de glutamina entre glia e neurbnios no sistema nervoso
periférico € similar ao existente no sistema nervoso central (proteina SN1 na glia
e SAT/ATA nos neurdnios) (Miller et al., 2002). Quando comparado a qualquer
neurotransmissor, a sintese e metabolismo do glutamato (e aspartato) sdo os
processos mais dependentes da interacdo entre terminais nervosos, células da
glia (sistema nervoso central) e de Schwann que existem (sistema nervoso
periférico).

Até os anos 80 acreditava-se que as acdes do glutamato eram mediadas
exclusivamente pelos receptores ionotropicos, mas na metade daquela década
comecaram a surgir evidéncias de que alguns dos receptores glutamatérgicos

promoviam a ativacdo de segundos mensageiros através de proteinas Gs, e 0S
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receptores metabotropicos foram caracterizados (Conn e Pin, 1997). Estudos
recentes de farmacologia funcional, eletrofisiologia, biologia molecular e
bioguimica permitiram a caracterizacdo de dois grandes grupos bem distintos de
receptores glutamatérgicos, chamados “ionotropicos” (iGIuRs) e “metabotropicos”
(mGIuRs). Todos os iGluRs sdo canais i6nicos catidnicos® ativados por ligante e
compostos por combinagdes homo e/ou heteroméricas de diferentes subunidades
integradas (Skerry e Genever, 2001). Essa classe de receptores é subdividida
ainda em N-metil-D-aspartato (NMDA) e ndo-NMDA, sendo que o0s receptores do
tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato (AMPA) e cainato (KA) fazem
parte desta Ultima subdivisdo (Mayer et al., 1990; Gasic e Hollmann, 1992;
Hollmann e Heinemann, 1994; Nakanishi e Masu, 1994). Quatro subunidades do
receptor AMPA (GIuR1-4 ou GIuRA-D) e cinco subunidades do receptor KA
(GIuR5-7 ou KA1l e KA2) ja foram identificadas. Os receptores NMDA sdo
formados através da associa¢do entre a subunidade essencial NMDA NR1 com
uma das outras quatro subunidades NMDA NR2 (A, B, C ou D). Existe ainda a
subunidade NMDA R3, expressa principalmente durante o desenvolvimento do
cérebro. Uma vez ativados, os iGluRs permitem o influxo de sodio (Na*), efluxo
de potassio (K*), promovem a despolarizacdo da membrana plasmatica e/ou o
influxo de calcio (Cat**), dependendo da subunidade que compbe o canal
(Hansson et al., 2000). Os receptores AMPA e KA conduzem principalmente o0s
jons Na* e K*, e os receptores NMDA sdo permeaveis principalmente ao Ca?*,
com menor conduténcia ao Na*. A ativacdo de receptores AMPA resulta em uma
despolarizacdo e dessensibilizacdo rapida, enquanto que a ativacdo dos

receptores KA produz uma resposta de longa duracdo e que ndo sofre

8 Permitem a passagem de diversos tipos de fons carregados positivamente.
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dessensibilizacdo. A ordem de poténcia dos agonistas para ativar o receptor
AMPA é: AMPA > quisqualato > glutamato > cainato, sendo que aspartato e
NMDA sdo praticamente inativos nesse receptor. Para o KA, a ordem de poténcia
dos agonistas para ativacdo dos receptores é: cainato 3 domoato > quisqualato >
glutamato > AMPA (Nakanishi e Masu, 1994). O NMDA é o receptor ionotropico
mais finamente regulado, sua ativacdo depende de cinco fatores diferentes, que
consistem de dois sitios de reconhecimento de agonistas diferentes (glutamato e
glicina), um sitio regulatério de poliaminas, que promove a ativacdo, e dois sitios
separados de reconhecimento para os ions zinco (Zn2*) e magnesio (Mg2*), que
inibem o fluxo idnico (Dingledine e McBain, 1994). O sitio da glicina associado ao
receptor NMDA é insensivel a estricnina, ao contrario dos outros receptores
glicininégicos inibitorios, e requer concentracfes de glicina cerca de 10 vezes
menores para sua ativacdo. A glicina é um co-agonista necessario para a
ativacao do receptor NMDA e o Mg?2* exerce uma especie de bloqueio do canal,
que é removido ap6s uma despolarizacdo prévia da membrana plasmética. Do
mesmo modo que a glicina, concentracfes de Mg2* bem menores do que as
encontradas no liquido extracelular sdo suficientes para bloquear as respostas
induzidas pelo receptor NMDA. A ordem de poténcia dos agonistas para ativar o
receptor NMDA é: NMDA (30 vezes mais potente) > glutamato > L-homocisteato >
aspartato > cisteinasulfinato > quinolinato. Os aminoacidos excitatérios também
sdo capazes de estimular receptores metabotropicos (receptores acoplados a
proteina G) e induzir a formag¢do de segundos mensageiros como IP3, DAG e
nucleotideos ciclicos (Nakanishi e Masu, 1994; Dickenson, 1995; Hudspith, 1997).
Os mGIuR, por sua vez, foram subdivididos de acordo com os sistemas efetores

intracelulares, nos grupos I, Il e IlIl. O grupo | compreende 0s receptores
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chamados mGIuR1 e mGIluR5, positivamente acoplados a fosfolipase C e a
diversos canais de potassio através da proteina Go ou Gq. Sua ativacdo promove
a hidrdlise de fosfoinositideos e a despolarizacdo da membrana plasmatica. O
grupo Il compreende os receptores chamados mGIuR2 e mGIuR3, e o grupo Il
compreende os receptores chamados mGIluR4, mGIluR6, mGIluR7 e mGIuR8, todos
associados a canais ionicos e inibicdo da adenilato ciclase. A ordem de poténcia
dos agonistas para ativar os receptores metabotropicos é: quisqualato >
glutamato > ibotenato (Conn e Pin, 1997).

Diversos estudos tém demonstrado que 0s receptores para aminoacidos
excitatorios estdo criticamente envolvidos na transmissdo nociceptiva aferente
primaria, tanto no desenvolvimento quanto na manutencdo da resposta
nociceptiva (Aanonsen e Wilcox, 1987; 1990; Mao et al.,, 1992; Coggeshall e
Carlton, 1997; Ferreira et al., 1999). Resultados de estudos anatébmicos mostram
que pelo menos 20% das fibras sensoriais ndo mielinizadas da pele glabra de
ratos tém populacbes de receptores NMDA, KA e AMPA e que o glutamato

também tem a capacidade de excitar e sensibilizar fibras aferentes Ad e C, mas

ndao Ab (Carlton et al., 1995; Du et al.,, 2001). Em humanos, os receptores
ionotropicos também ja foram localizados na pele com pélos e em células de
Schwann (NMDA e KA) (Kinkelin et al., 2000). Além disso, receptores
glutamatérgicos metabotrdpicos do grupo I, Il e Ill ja foram localizados em 20-
32% dos axbnios mielinizados e ndo-mielinizados de neurdnios aferentes
primarios, e é provavel que estejam presentes em subpopulacbes de fibras Ad e
C que inervam a pele (Du et al., 2001, Zhou et al., 2001; Neugebauer, 2002). Os
trés grupos de receptores glutamatérgicos (NMDA, ndo-NMDA e metabotropicos)

ja foram localizados e caracterizados nos géanglios da raiz dorsal (Sato et al.,
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1993) e também na pata traseira de ratos (Carlton et al., 1995). Curiosamente,
apesar dos receptores AMPA, KA e NMDA serem expressos em axo0nios
sensoriais de fibras mielinizadas de nervos plantares, o glutamato ndo € capaz de
excitar as fibras aferentes do tipo Ab. Acredita-se que este efeito decorra do fato
desses receptores ndo serem funcionais fisiologicamente, mas tornarem-se
funcionais em estados patolégicos ou que as correntes geradas nos estudos
eletrofisioldgicos in vitro ndo tenham sido capazes de induzir potenciais de acéo
nessas fibras mielinizadas mais espessas (Du et al., 2001).

Existem diversas evidéncias sugerindo que os aminoacidos excitatorios
sdo liberados na medula espinhal ou na pele em resposta a estimulos nocivos
como o0s causados pela injecdo intraplantar de formalina e outros agentes
inflamatdrios (Sluka e Westlund, 1992; 1993; Malmberg e Yaksh, 1995a; 1995b;
Omote et al., 1998; Lawand et al., 2000; para revisdo veja Carlton, 2001),
capsaicina (Jackson et al., 1993; Sakurada et al.,, 1996; Teoh et al., 1996),
zimosan (Vetter et al., 2001) ou substancia P (Juranek e Lembeck, 1997). Além
de serem liberados ap06s estimulos nociceptivos, 0os aminoacidos excitatorios
também sdo capazes de induzir nocicep¢do, hiperalgesia e alodinia. Agonistas
seletivos dos diferentes iGIuRs ou glutamato, administrados subcutaneamente na
pata traseira de ratos, produzem respostas nociceptivas caracterizadas por
alodinia e hiperalgesia mecanica e térmica em ratos, efeito reduzido pelo
tratamento com antagonistas seletivos dos iGluRs, indicando que o glutamato
provavelmente tem um papel importante tanto na transmissdo central quanto

periférica da resposta nociceptiva (Carlton et al., 1995; Jackson et al., 1995;
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Zhou et al., 1996). Lawand e colaboradores (1997) observaram que combinacdes®
de amino&cidos excitatérios, glutamato, aspartato e arginina, quando
administrados na cavidade articular do joelho sdo capazes de causar hiperalgesia
térmica e mecénica na pata de ratos. Por causar aumento da atividade nos
musculos da mandibula quando aplicado na juncdo temporomandibular, Fiorentino
e colaboradores (1999) sugeriram que o glutamato também pode causar
nocicepcdo, quando aplicado nesse tecido. Walker e colaboradores (2001b)
estabeleceram até uma ordem de poténcia para a inducdo de hiperalgesia
mecanica por agonistas seletivos de receptores ionotropicos e metabotrépicos na
pata traseira de ratos: L-glutamato > (RS)-2-cloro-5-hidroxifenilglicina (CHPG) =
3,5-dihidroxifenilglicina (DHPG) > NMDA = AMPA > LY314582 > &cido L-(+)-2-
amino-4-fosfonobutirico (L-AP4) (agonistas enddgeno, mGlu I, mGIuR5, NMDA,
AMPA, mGlu II, mGlu Ill, respectivamente). No entanto, 0s agonistas seletivos de
receptores mGlu Il (LY314582) e mGlu Ill (L-AP4) ndo causaram hiperalgesia,
mesmo nas maiores doses utilizadas no ensaio (Walker et al., 2001b). Tem sido
descrito também que o glutamato e o NMDA, administrados intratecalmente (i.t.),
causam nocicepcdo e respostas hiperalgésicas em ratos e camundongos
(Aanonsen e Wilcox, 1987; Liu, 1997; Beirith et al., 1998; Ferreira et al., 1999). O
agonista seletivo de receptores KA e AMPA, &acido cainico, administrado por via
intraperitoneal ou subcutanea em camundongos, induz hiperalgesia térmica e
mecanica (Giovenko et al., 1999). A ativacdo de receptores glutamatérgicos,
especialmente os NMDA, pode estimular a atividade de enzimas e a producdo de
diversos segundos mensageiros intracelulares como o oOxido nitrico (NO) que

produz hiperalgesia (Meller et al., 1996; Meller e Gebhart, 1993). Tais

9 Mas ndo injecOes individuais de glutamato, aspartato e arginina isoladamente.
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descobertas, além de outras evidéncias, sugerem que todos o0s subtipos de
receptores glutamatérgicos, principalmente os encontrados em fibras sensoriais
do tipo C, desempenham um papel importante na transmissdo da dor (para
revisdo veja Haley e Wilcox, 1992; Zhou et al., 1996; Dickenson, 1997; Carlton,
2001).

A injecdo intraplantar ou intratecal de agonistas seletivos de mGIuR |
causa sensibilizagdo a estimulos térmicos e mecanicos, efeitos que sdo reduzidos
com uso de antagonistas seletivos desses receptores (Dolan e Nolan, 2000; Zhou
et al., 2001). A dor inflamatéria causada por carragenina, adjuvante completo de
Freund (CFA) ou formalina (segunda fase), também € significativamente reduzida
pelo tratamento com antagonistas de mGIuR | e a participacdo desses receptores
é essencial para o estabelecimento e manutencdo da hipersensibilidade (Bhave et
al., 2001). Por outro lado, a administracdo de agonistas de mGIuR Il causa
antinocicepcédo, provavelmente devido ao mecanismo de acéo intracelular destes
receptores estar associado a diminui¢do da liberacdo espinhal de glutamato e a
inibicdo da formacdo de AMPc (Dolan e Nolan, 2000). Os mGIuR | aumentam as
respostas nociceptivas mediadas pelos iGIuR, tanto comportamentais quanto a
transmissdo de impulsos entre neurdnios do corno dorsal da medula espinhal.
Através da regulacdo da atividade de diversas quinases (PKA, PKC, ERK/MAP10)
e tirosina quinases da familia Src, os mGIluRs | podem mediar a fosforilacdo dos
receptores NMDA, AMPA e KA (Neugebauer, 2002). A ativacdo dessas quinases

(ERK1 e ERK2) pelos mGlu | também é um passo fundamental para o

10 As ERK/MAP sédo as quinases ativadas por sinal extracelular (ERK)/proteinas quinases
ativadas por mitégeno, uma familia de enzimas que modula a transcricdo de diversas proteinas
e esta envolvida na sinalizagéo nociceptiva (Karim et al., 2001b).
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estabelecimento da dor inflamatéria mediada pela ativagdo dos receptores
mGIuR1 e mGIuR5 em camundongos (Karim et al., 2001b).

Apds a estimulacdo elétrica ou quimica (com capsaicina) do nervo cidtico,
ocorre a liberacdo de aminoacidos excitatérios na pata de ratos, que podem
modular a excitabilidade e a sensibilizacdo dos nociceptores (DeGrot et al.,
2000). De acordo com esses dados que mostram que 0S receptores
glutamatérgicos podem participar da transmissdo nociceptiva em estados
inflamatorios, outros estudos mostram que, sob essas condi¢cGes, existe um
aumento na expressdo de receptores glutamatérgicos (Carlton e Coggeshall,
1999). Depois de 48 h do tratamento com adjuvante completo de Freund (CFA),
por exemplo, a proporcdo de axdnios ndo-mielinizados onde os receptores NMDA,
AMPA e KA sédo encontrados é de 61%, 43% e 48%, respectivamente, em relacdo
aos 48%, 22% e 27%, respectivamente, encontrados nos mesmos axonios em
patas ndo inflamadas. O mesmo efeito ocorre em axdonios mielinizados, que séo
positivamente marcados para receptores NMDA, AMPA e KA em 61%, 61% e 43%,
respectivamente, em relagdo aos 43%, 42% e 28% em tecidos ndo inflamados
(Carlton e Coggeshall, 1999). Além disso, a hiperalgesia mecanica induzida pelo
CFA na pata de rato parece ser mediada por receptores NMDA (Leem et al.,
2001).

Diversos sistemas, como o cardiovascular, o genitourinario, o respiratorio
e 0 nervoso, sdo modulados fisiologicamente pela a¢cdo do NO, mas um aumento
exagerado da sua producdo normalmente estd associado a alteracdes
patofisiolégicas. O NO € sintetizado pelas enzimas chamadas oOxido nitrico
sintases (NOS), sendo que trés isoformas foram identificadas até o momento e

receberam uma nomenclatura de acordo com o tecido no qual foram descritas
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inicialmente: 1) NOS endotelial (NOSe), 2) NOS neuronal (NOSn) e 3) NOS
induzida (NOSi) (Vallance e Leiper, 2002). A NOSe sintetiza o NO que é
importante para manter os vasos relaxados, inibir a agregacdo de plaquetas e
leucocitos e suprimir a replicacdo de células do musculo liso. O NO sintetizado
pela NOSn em nervos periféricos também € importante para o relaxamento do
muasculo liso vascular e ndo vascular, causando efeitos como relaxamento de
esfincteres, do intestino, da bexiga, da uretra, do corpo cavernoso, permitindo a
erecdo, além de alterar a responsividade das vias aéreas. A NOSi normalmente
nao é expressa em células em condicfes normais, mas é rapidamente induzida
em diversos tecidos ap6s estimulacdo com endotoxinas bacterianas ou citocinas
pro-inflamatdrias (Meller e Gebhart, 1993). Porém, alguns tecidos podem
expressé-la de forma constitutiva e depender de suas ag¢des fisiolégicas, como 0s
osteoclastos, para reabsorcdo 0ssea, e o intestino, para cicatrizacdo da mucosa.
A quantidade de NO produzida pela NOSi é maior do que a quantidade de NO
produzida pelas isoformas constitutivas da enzima, e depende do tipo de célula e
tecido onde esta sendo expressa (Vallance e Leiper, 2002). Depois de
sintetizado, o NO ativa a forma soluvel da guanilato ciclase (GC), tida como seu
receptor fisioldgico, que por sua vez converte a guanosina-5'-trifosfato em
guanosina-3’-5’-monofosfato ciclico (GMPc). O GMPc, como segundo mensageiro,
pode ativar proteinas quinases, canais ionicos e fosfodiesterases. A GC existe
sob diversas formas, constituidas de uma subunidade a (ai, a2 ou asz) e uma
subunidade b (b1, b2 ou bs), que j& foram identificadas em diversos tecidos
murinos, humanos e bovinos (Tao e Johns, 2002).

Uma caracteristica marcante do NO € sua dualidade, ou seja, sua

capacidade de apresentar efeitos antagénicos em estados patolégicos diversos.
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Apesar do NO produzido pela NOSi ser importante para a cicatrizacdo da pele e
ser considerado, por diversos pesquisadores, fundamental no processo de
resolucdo da inflamacdo (Vallance e Leiper, 2002), a inducdo da NOSi é
observada em modelos de dor inflamatéria e ndo inflamatéria e inibidores da
NOSn sdo indicados como analgésicos. Entretanto, a inibicdo completa da sintese
de NO pode resultar em efeitos prejudiciais ao organismo, como aumento da
suscetibilidade a infecgbes, diminuicdo da cicatrizagcdo, potencializagdo do dano
tecidual em alguns casos (NO sintetizado pela NOSi), alteracdo da funcao
genitourinaria, gastrointestinal, cerebral e dos esfincteres (NO sintetizado pela
NOSn). Por ser uma molécula gasosa pequena, muito reativa e que passa através
de membranas celulares facilmente, o NO é considerado um “transmissor
retrogrado”, isto €, a ativacdo de algum receptor (NMDA, por exemplo) no
neurénio pos-sinaptico induz a producdo de NO, que se difunde rapidamente e
entra no neurdnio pré-sinédptico, para modular sua atividade. O NO pode ser
liberado apds a estimulacdo direta de fibras aferentes primarias de pequeno
diametro, contribuindo para sua excitabilidade apés o estimulo nociceptivo, além
de sensibilizar nociceptores (Moore et al., 1991; Haley et al., 1992; Babbedge et
al., 1993; Meller e Gebhart, 1993; Yamamoto et al., 1993). Também tem sido
sugerido o uso de inibidores da sintese de NO em casos nos quais a dor ou
hiperalgesia sdo mediadas por receptores NMDA, ja que o NO é um dos principais
mediadores produzidos apds o aumento da concentracdo de calcio intracelular
causada pela ativacdo desse receptor (Malmberg e Yaksh, 1993; Rivot et al.,
1999). Em géanglios da raiz dorsal, neurotransmissores como a SP e o CGRP
coexistem com a NADPH diaforase, enzima que produz o co-fator NADPH,

necessario para a atividade e que reflete a localizacdo das NOSs em diversos
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tecidos, indicando sua importancia no processamento de informacgbes sensoriais
(Malmberg e Yaksh, 1993; Meller e Gebhart, 1993). O NO também esta envolvido
na hiperalgesia ou alodinia induzida por outros mediadores que promovem 0
aumento da concentracdo de AMPc e ativacdo da proteina quinase A (PKA) como
PGE2, agonistas de receptores de adenosina Az e de serotonina 5HTia (Minami et
al. 1995; Aley et al. 1998). Contribuindo para a controvérsia sobre a dualidade de
efeitos do NO, nos experimentos realizados por Granados-Soto e colaboradores
(1997), a ativagdo da via L-arginina/oxido nitrico induz antinocicep¢do no modelo
da formalina em ratos. Segundo o autor, esse efeito seria resultante de
diferencas na intensidade dos estimulos nociceptivos - Malmberg e Yaksh em
1993 utilizaram formalina 5% e Granados-Soto e colaboradores em 1997
utilizaram formalina 5% - e diferentes tipos de neurbnios sensoriais envolvidos
nas respostas. Em estudos com concentracdes diferentes de formalina, como
2,5% ou 4% (Roche et al., 1996; Tao e Johns, 2002, respectivamente), inibidores
da sintese de NO (L-NAME e 7-nitroindazol) também exibiram atividade
antinociceptiva significativa. A injecdo de formalina é capaz, ainda, de provocar
um aumento da expressdo de NOSn e guanilato ciclase na medula espinhal de
ratos, mostrando que o NO também é importante para o estabelecimento da
hiperalgesia prolongada que segue a estimulacdo nociceptiva periférica (Lam et
al., 1996; Tao e Johns, 2002). Duarte e colaboradores (1990) também obtiveram
evidéncias de que o nitroprussiato, um doador de NO, possui propriedades
antinociceptivas na hiperalgesia mecanica induzida por carragenina ou PGE2 em
ratos, mostrando o envolvimento do NO na antinocicepcao periférica. No mesmo
modelo de dor, a L-arginina, substrato que as NOS utilizam para a producéo de

NO, causou antinocicepcdo na hiperalgesia induzida por carragenina.
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Desde a descoberta de que o0s aminoacidos excitatorios participam
ativamente como neurotransmissores no sistema nervoso central, periférico e em
tecidos ndo neuronais, muita atencdo tem sido dada para a caracterizacdo dos
sistemas que podem ser modulados por esses neurotransmissores. Em diferentes
estados e escalas, todos os receptores glutamatérgicos, metabotropico, NMDA,
KA e AMPA participam da indugdo, modulagdo ou manutencdo da dor (Boxall et
al., 1998; Carlton e Coggeshall, 1999; Ferreira et al., 1999). Diversas evidéncias
sugerem que antagonistas de receptores NMDA, ndo-NMDA e metabotrépicos sdo
capazes de eliminar a propagacdo da resposta nociceptiva e antagonizar 0s
estimulos dolorosos provocados pela injecdo de glutamato ou agonistas seletivos
dos iGluRs e mGluRs (Cahusac et al., 1984; Aanonsen e Wilcox, 1987; Haley e
Wilcox, 1992; Ren et al., 1992; Fundytus et al., 2002). Com base nos estudos que
mostram a expressao periférica dos receptores glutamatérgicos e na dor que sua
ativacdo é capaz de induzir, o presente trabalho se propde a caracterizar as
respostas nociceptiva e edematogénica induzidas pelo glutamato, quando

administrado através da via intraplantar, em camundongos.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1) Caracterizar, com o emprego de antagonistas seletivos, 0s subtipos de
receptores envolvidos na nocicepcdo e no edema de pata causados pela
injecdo intraplantar de glutamato em camundongos.

2) Caracterizar, com o emprego de antagonistas seletivos, a participagdo de
diversos sistemas na nocicepcdo e edema de pata induzidos por glutamato.

3) Analisar, com o auxilio de técnicas de biologia molecular e ensaios
bioguimicos, alguns dos mecanismos através dos quais o glutamato induz
nocicepcdo e formacdo de edema quando injetado na pata traseira de

camundongos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos suicos
machos, pesando entre 25 e 35 g, criados no Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada (23 = 2 °C), ciclo 12 h claro/12 h escuro, tratados com
dgua e racdo ad libitum e permaneceram no laboratério durante um periodo de
adaptacdo de pelo menos 1 h antes dos testes farmacologicos, realizados

geralmente entre 8 e 17 h, a temperatura de 22 + 2 °C.
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3.2 Nocicepcao e edema induzidos pela injecao intraplantar de

glutamato

Um volume de 20 m de glutamato (0,3 - 60,0 mmol/pata) ou solugdo
tampéo fosfato (PBS, composi¢cdo mmol/l: NaCl 137, KCI| 2,7 e tampé&o fosfato 10,
pH 7.4) foi injetado por via i.pl. e os camundongos foram observados no periodo
de 0 a 40 min. Os 40 min foram divididos em periodos de 5 min para facilitar a
visualizacdo da duracdo e de um possivel pico de nocicepcdo durante a
observacao. Apdés a injecdo i.pl. de glutamato, os animais foram colocados
imediata e individualmente sob campanulas transparentes (funis de vidro com 20
cm de diametro), que serviram como céamaras de observacdo. O tempo
despendido pelos animais para lamber ou morder a pata injetada foi registrado
com o auxilio de um cronémetro e considerado como indicativo de nocicepcao.

Para investigar se a nocicep¢do causada por glutamato (0,1 - 30,0
nmol/pata) estava associada a formacdo de edema, ap6s a observacdo do
comportamento nociceptivo, 0s animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, tiveram as patas cortadas na junc¢do tibio-tarsal e pesadas em balanca.
O edema de pata foi medido pela comparacdo entre a diferenca de peso da pata
tratada com glutamato e da pata controle (ndo tratada).

A solucdo de glutamato que é administrada nos animais na maioria dos
experimentos, por ser preparada com acido glutdmico, tem pH baixo, em torno de
2.2. Procurando caracterizar a influéncia do pH na nocicepcdo induzida pelo

glutamato, grupos de animais foram tratados com veiculo (PBS), glutamato (30
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mmol/i.pl.) e uma solucdo acida (pH 2.0). A nocicepcdo e edema de pata
induzidos pelo glutamato foram avaliados conforme o procedimento descrito
acima.

A fim de observar o aumento da permeabilidade vascular, um grupo de
animais foi tratado com azul de Evans (0,5 %) por via endovenosa e 1 h depois
recebeu a injecdo i.pl. de glutamato (30 nmol/pata). Decorridos 15 min da injecéo
de glutamato, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, a regido
plantar das patas foi removida, cortada em quatro partes e colocada em solucéo
de formamida, onde permaneceu durante 24 h em banho-maria a 50 °C, para
extracdo do corante. A quantidade de azul de Evans foi medida através da
comparacgao entre a absorbancia obtida das amostras e a absorbancia obtida da
curva padrdo, todas lidas em espectrofotometro a 620 nm.

Com o intuito de verificar a influéncia do processo de captagdo de
glutamato sobre a nocicep¢do e edema de pata induzidos por este
neurotransmissor, outro grupo de animais foi pré-tratado com um inibidor do
transporte de amino&cidos excitatorios, Chicago sky blue 6B (100,0 ng/kg, i.p.),
30 min antes da injecdo de glutamato (Roseth et al.,, 1995). A nocicepcdo e
edema de pata induzidos pelo glutamato foram avaliados como descrito

anteriormente.
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3.3 Influéncia de diversos sistemas sobre a nocicepcédo e edema

de pata induzidos por glutamato

Para investigar alguns dos mecanismos através dos quais o glutamato
induz nocicepcdo e formacdo de edema, grupos de animais foram tratados com
diferentes drogas atraves de diversas vias de administracdo. A escolha das doses
de cada droga baseou-se em dados anteriores da literatura ou em experimentos

preliminares realizados em nosso laboratorio (dados ndo apresentados).

Participacao dos receptores glutamatérgicos

Com o objetivo de avaliar o envolvimento de receptores NMDA na
nocicepcdo e edema de pata induzidos pela injecdo i.pl. de glutamato, um grupo
de animais foi tratado com o antagonista seletivo destes receptores, MK 801, por
via i.pl. (0,01-1,0 mmol/pata) em co-administracdo com glutamato (30,0
mmol/pata, i.pl.). Animais do grupo controle receberam um volume similar de
veiculo i.pl. (20 m/pata).

Para investigar o envolvimento de outros receptores glutamatérgicos na

nocicepcdo e edema de pata induzidos por glutamato, outros grupos de animais

foram tratados com antagonista competitivo dos receptores KA, NBQX (3,6-36,0
mmol/i.pl.), antagonista seletivo de receptores AMPA, SYM 2206 (60-180
nmol/i.pl.), antagonista seletivo dos receptores metabotropicos, E4CPG (1,0-10,0

mmol/pata i.pl.) ou antagonista seletivo de sitio da glicina associado ao receptor

NMDA, felbamato (0,1-,8 mmol/i.pl.). Animais controle receberam o mesmo volume
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de veiculo i.pl. (20 m/pata). A nocicepcdo e edema de pata induzidos pelo

glutamato foram avaliados de acordo com a descri¢do anterior.

Participacao da via L-arginina / 6xido nitrico

Com o objetivo de verificar o possivel envolvimento da via 6xido nitrico/L-
arginina na nocicepcdo e no edema de pata induzidos por glutamato, um inibidor
da oxido nitrico sintase (NOS), L-N"-nitro-arginina (L-NOARG), foi administrado
aos animais através das vias i.pl. (0,5-1,4 nmol/pata, co-injecdo) ou i.p. (0,1-1,1
mmol/kg, 30 min antes) antes ou em associacdo com glutamato (30,0 nmol/pata,
i.pl.). Animais do grupo controle receberam um volume similar de veiculo i.p. (10
ml/kg) ou i.pl. (20 mi/pata). Outros grupos de animais foram pré-tratados com L-
ou D-arginina (3,4 mmol/kg, i.p.), 20 min antes de serem tratados com L-NOARG
(0,3 mmol/kg, i.p.) e a nocicepcdo e o edema de pata foram avaliados como
previamente descrito. Grupos controle receberam veiculo, L-NOARG (0,3
mmol/kg, i.p.), L- ou D-arginina (3,4 mmol/kg, i.p.) (Beirith et al., 1998; Ferreira
et al., 1999). Em outros grupos de animais, foi co-administrado S-nitroso-N-acetil-
D,L-penicilamina (SNAP, um doador de NO, 0,01-1,0 mmol/pata) com doses
sublimiares de glutamato (0,01 ou 10,0 nmol/pata, i.pl.) para avaliar um possivel
efeito sinergistico entre NO e glutamato na nocicep¢do ou edema provocados
pela injecdo de glutamato (Ferreira et al., 1999). Animais controle receberam uma
injecao i.pl. de um volume similar de veiculo, glutamato (0,01 ou 10,0 nmol/pata)
ou SNAP (0,01-1,0 nmol/pata), administrados isoladamente.

Em um grupo separado de animais, as patas tratadas com PBS ou

glutamato foram cortadas na juncdo tibio-tarsal e o exsudato foi coletado por
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centrifugacdo 15 min apo6s a injecdo i.pl. de 20 m de veiculo ou doses crescentes
de glutamato (0,3-60,0 mmol/pata). Inicialmente as amostras foram
desproteinizadas com sulfato de zinco (ZnSO4 10%) em geladeira (4 °C) durante
10 min. Foi adicionado NaOH 2,5 N, as amostras foram agitadas vigorosamente
(vortex) e centrifugadas durante 15 min na microcentrifuga. O sobrenadante foi
utilizado para a reacdo de conversdo de nitrato (NOs) em nitrito (NO2) pela
bactéria E. coli. Para tanto foram acrescentados a amostra fosfato de sodio (0,5
M), formiato de amdnio (2,4 M), E. coli e a reagdo foi incubada a 37 °C durante 2
h, sendo depois centrifugada a 10.000 g a 20 °C durante 5 min. O sobrenadante
foi transferido para a placa de 96 poc¢os e incubado com o reativo de Griess @-
naftil-etilenodiamina 0,1% m/v e acido sulfanilico em HKsPO4 5% v/v). Apds 10 min
o nivel de nitrito (NOx) foi monitorado espectrofotometricamente a 540 nm

(Granger et al. 1990).

Participacao de cininas, taquicininas e do peptideo relacionado ao

gene da calcitonina (CGRP)

Tendo em vista o propdsito de avaliar o envolvimento dos receptores de
taquicininas na nocicepcdo e edema de pata induzidos por glutamato, 0os animais
receberam os antagonistas seletivos dos subtipos de receptores NK1, NK2 ou
NK3, respectivamente FK 888 (0,25-1,0 nmol/pata), SR 48968 (0,05-0,5
nmol/pata) ou SR 142801 (0,25-1,0 nmol/pata) (Santos e Calixto, 1997), em
combinacdo com glutamato (30,0 nmol/pata, i.pl.). Para a analise da participacdo
das cininas na nocicepcdo e edema de pata induzidos por glutamato, os animais

receberam através da via i.pl., o antagonista seletivo de receptores B: para as
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cininas, des-Arg®[Leu®]-BK (0,2-0,8 nmol/pata), ou o0 antagonista seletivo de
receptores Bz, HOE 140 (1,0-4,0 nmol/pata) (Corréa e Calixto, 1993),
administrados em associacdo com glutamato (30,0 nmmol/pata, i.pl.). Para avaliar
0 envolvimento do CGRP na nocicepcdo e no edema de pata induzidos por
glutamato, um grupo de animais foi tratado com um antagonista seletivo de
receptores para CGRP, o fragmento CGRPs-37 (1,0 nmol/pata), em associacéo
com glutamato (30,0 mmol/pata) (Ferreira et al., 2000). Os animais controle
receberam, atraves da mesma via, um volume similar (20 mi/pata) de glutamato

dissolvido em PBS.

3.4 Participacéao de fibras sensiveis a capsaicina

O possivel envolvimento de fibras sensoriais aferentes priméarias sensiveis
a capsaicina foi examinado através do tratamento de camundongos recém-
nascidos com capsaicina (50,0 mg/kg, s.c., no segundo dia de vida). O tratamento
foi realizado com o propdsito de induzir a degeneracdo irreversivel de neurdnios
ndo-mielinizados aferentes, especialmente fibras C (Holzer, 1991). Animais do
grupo controle receberam, através da mesma via de administracdo, um volume
similar do veiculo utilizado para dissolver a capsaicina (etanol 10%, tween 80
10% e PBS 80%). Dois meses apds o tratamento neonatal com capsaicina, 0s
animais receberam uma injecdo i.pl. de glutamato (30,0 nmol/pata) e as
respostas nociceptiva e edematogénica foram medidas como descrito

anteriormente.



34

3.5 Participacao da migracao celular

Com o objetivo de verificar a possivel migracdo celular para o local da
injecdo de glutamato, foi realizado um tratamento com fucoidina, um inibidor de
selectinas P e E (Teixeira e Hellewell, 1997). No processo de migracdo dos vasos
sanglineos para o sitio da lesdo, os leucocitos utilizam polissacarideos
chamados selectinas para se fixarem nas celulas endoteliais e iniciarem o
processo de rolagem sobre estas celulas, que culminara na sua saida das
vénulas pos-capilares para o tecido. Portanto, a fucoidina inibe indiretamente o
acimulo de células (principalmente neutro6filos) no sitio inflamatério, por inibir as
selectinas. Grupos de animais foram tratados com fucoidina (25 mg/kg, e.v.) ou
veiculo (PBS) durante trés dias (Zhang et al., 2001). No ultimo dia do tratamento
receberam a injecdo de glutamato (30,0 mmol/pata) ou veiculo (PBS), sendo
observadas as respostas nociceptiva e edematogénica.

Com a finalidade de avaliar indiretamente a migracao de neutrdéfilos, foi
avaliada a atividade da enzima mieloperoxidase 15 min a 24 h apés a injecdo de
glutamato (30,0 nmol/pata) ou veiculo (PBS) no tecido retirado da regido plantar
das patas tratadas. As amostras foram colocadas em tampdo fosfato (pH 5.4)
contendo brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB, 0,5%), homogeneizadas
durante 45 s em uma temperatura de 0 9C e centrifugadas a 11.200 g (4 °C)
durante 20 min. Uma aliquota (20 m) do sobrenadante dessa centrifugacao foi
acrescentada a 200 m de uma solucdo contendo 100 m de PBS 80 mM, 85 ni de
PBS 0,22 M (pH 5.4) e 15 ml de HO2 0,017% em uma placa de 96 pogos. A
reacdo foi iniciada com a adicdo de 20 m de tetrametilbenzidina (TMB, 18,4 mM,

em dimetilformamida aquosa 8%), incubada durante 3 min a 37 °C e, em seguida,
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colocada em gelo. O fim da reacdo foi determinado pelo acréscimo, ao meio de
reacdo, de acetato de sodio (NaOAc, 1,46 M, pH 3.0). O resultado da reacdo foi

observado em espectrofotometro a 620 nm (Recio et al., 2000).

3.6 Ativacao do fator nuclear kB

A fim de observar uma possivel ativacao do fator nuclear kB (NF-kB) apos
o tratamento i.pl. com glutamato, os animais foram sacrificados 15 min apds sua
injecdo e o tecido da regido plantar das patas foi removido para a preparacdo das
amostras utilizadas no ensaio de deslocamento em gel (EMSA) (D'Acquisto et al.,
2000). Imediatamente ap6s a remocdo, os tecidos foram congelados em
nitrogénio liquido e depois homogeneizados durante 30 s com um triturador de
tecidos em 0,6 ml de uma solucdo tampdo de lise hipotdnica gelada (HEPES 10
mM, MgCl2 1,5 mM, KCL 10 mM, PMSF 0,5 mM, inibidor de tripsina de feijdo 1,5
nmg/ml, pepstatina A 7 ng/ml, leupeptina 5 ng/ml, benzamidina 0,1 mM e DTT 0,5
mM). Os homogenatos das amostras de animais tratados com glutamato (30
nmmol/pata) ou veiculo foram mantidos em gelo durante 15 min e posteriormente
agitados durante 15 min na presenca de nonidet P-40 10%. A fracdo nuclear foi
precipitada por centrifugacdo a 1.500 g durante 15 min, o sobrenadante contendo
a fracdo citosoélica foi removido e armazenado a =70 °C. O precipitado nuclear foi
resuspendido em 0,6 ml de uma solugdo concentrada de tampdo de extracédo
(HEPES 20 mM, pH 7.9, NaCl 420 nM, MgCl2 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, glicerol 25%
v/v, PMSF 0,5 mM, inibidor de tripsina de feijdo 1,5 ng/ml, pepstatina A 7 ng/ml,
leupeptina 5 ng/ml, benzamidina 0,1 mM e DTT 0,5 mM) e incubado sob agitagéo

a4 °C durante 30 min. O extrato nuclear foi centrifugado durante 15 min a 13.000
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g e o sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -70 9C. A concentracdo de
proteinas foi determinada conforme as instrucdes do fabricante do kit de dosagem
de proteinas (BioRadO).

O ensaio de deslocamento em gel (EMSA) foi realizado com kit da
Promega, de acordo com as determinac¢des do fabricante. A sonda contendo o

oligonucleotideo NF-kB foi marcada (5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3)

(Promega) com [g-32P]ATP (DuPont, New England), na presenca de T4 quinase
(10 min, 37 °C). Os nucleotideos néo incorporados foram removidos em coluna de
Sephadex G-25 (Pharmacia). Um volume de 10 mi dos extratos nucleares foi
incubado em tampéo de ligagdo contendo: Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, MgCl2 1 mM,
NaCl 50 mM, DTT 0,5 mM, EDTA 0,5 mM, glicerol 4% e 1 ny de poli (dl:dC),
durante 20 min, em temperatura ambiente. Apés a adicdo de 25.000 cpm do
oligonucleotideo NF-kB marcado com fdsforo, as amostras foram incubadas
durante 30 min e colocadas em gel ndo-desnaturante (acrilamida:bisacrilamida
6%, em tampdao Tris-borato/EDTA), em 150 V, durante 20 min. O gel foi secado a
vacuo e exposto em autoradiografia (aproximadamente 16 h).

Para os estudos de competicdo, os fatores de transcricdo NF-kB ou TFIID
(5'-GCAGAGCATATAAGGTGAGGTAGGA-3’, fator ndo relacionado a familia NF-
kB, responsavel pelo recrutamento da RNA polimerase II) foram incubados com a
sonda marcada, a fim de detectar interagfes ndo especificas. Células HelLa foram

utilizadas como controle positivo.
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3.7 Modificagdes histologicas

A fim de avaliar alteracdes teciduais causadas pela injecdo intraplantar de
glutamato (30,0 mmol/pata) ou veiculo (PBS) em camundongos, a regido plantar
das patas foi removida 15 min apo6s a injecdo de glutamato e embebida em formol
20%, em frascos escuros, até o inicio do processamento histolégico. As amostras
foram submetidas a analise macroscopica preliminar para a sele¢do do material.
Em seguida foram identificadas e colocadas em cépsulas metalicas e, estas,
inseridas em cesta de metal do aparelho histotécnico. No aparelho, as amostras
foram sucessivamente imersas em 10 cubas com a finalidade de: 1) nas primeiras
4 contendo etanol absoluto, desidratar, 2) nas 4 cubas seguintes contendo xilol,
clarear e 3) nas 2 Ultimas cubas contendo parafina, endurecer. As amostras
permaneceram 1 h em cada etapa. As capsulas, contendo 0s segmentos
desidratados e parafinados, foram entdo retiradas do aparelho histotécnico e
cada fragmento foi envolto num quadrado metalico de Leockart e embebido em
parafina liquida. Os blocos foram deixados em geladeira para a completa
solidificacdo e posteriormente cortados em fatias de 3 mm de espessura, com 0
auxilio de um microtomo. As fatias foram entdo desparafinizadas em banho-maria
e 0 material histolégico foi delicadamente transferido para laminas de vidro. As
laminas foram secas em estufa (durante 5 a 10 min), coradas com hematoxilina-
eosina e montadas com entelan e laminula. Foram avaliados: edema intersticial,

infiltrac@o celular e congestdo vascular.
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3.8 Medida do desempenho motor

Com o intuito de verificar possiveis efeitos relaxantes musculares néo
especificos ou sedativos dos antagonistas utilizados sobre o sistema nervoso
central, os animais tiveram seu desempenho avaliado no teste do rota-rod
(Rosland et al., 1990). O aparelho de rota rod (Ugo Basile, Modelo 7600) consiste
em um cilindro com 2,5 cm de diametro, subdividido em seis compartimentos por
discos de 25 c¢m de diametro. O cilindro gira a uma velocidade constante de 22
rotacdes por minuto. Os camundongos foram selecionados com 24 h de
antecedéncia para eliminar aqueles que ndo permaneciam sobre a barra durante
dois periodos consecutivos de 60 s. No dia do experimento, os animais foram
tratados com a dose maxima dos antagonistas utilizada nas curvas dose-resposta
ou com o0s respectivos veiculos concomitantemente ou com o mesmo tempo de
antecedéncia antes de serem submetidos ao teste. O resultado foi expresso como

tempo (S) que 0s animais permaneceram sobre o rota-rod.

3.9 Anéalise estatistica

Os resultados estdo apresentados como a média = erro padrdo da media
(E.P.M., 95%), exceto os valores de DEso ou DlIso (por exemplo: a dose de
glutamato capaz de produzir 50% de resposta maxima ou a dose da droga capaz
de produzir ou reduzir a resposta, respectivamente, em 50% em relacdo ao valor
maximo do controle), que estdo apresentados como as medias geométricas
acompanhadas de seus respectivos limites de confianga de 95%. Os valores de
Dlso e DEso foram determinados através de interpolagdo grafica em papel

semilogaritmico de experimentos individuais. As percentagens de inibicdo
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representam a media das inibicdes obtidas para cada experimento individual. A
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos foi avaliada através de
andlise de variancia seguida pelo teste de multiplas comparacfes de Dunnett ou
pelo teste de Newmann Keuls, quando apropriado. Valores de P menores que

0,05 (*P<0,05 e **P<0,01) foram considerados como indicativos de significancia.

3.10 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: acido L-glutdmico, L-NY-nitro-
arginina (L-NOARG), L-arginina, D-arginina, des-Arg®-[Leu®]-BK, fucoidina,
capsaicina, peptideo relacionado ao gene da calcitonina fragmento 8-37 (CGRPs.
37) (Sigma Chemical Company, St. Louis, U.S.A.), 2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-
tetrahidrobenzo[f]quinoxalina-7-sulfonamida dissédio (NBQX), (RS)-a-etil-4-
carboxifenilglicina (E4CPG), éacido D-g-glutamilaminometanesulfénico (GAMS),
dizocilpina (MK 801), (Research Biochemicals International, Natick, MA, U.S.A.),
Chicago sky blue 6B e felbamato (Tocris, U.S.A.). O SNAP foi gentilmente
fornecido pelo Dr. Jamil Assreuy, Departamento de Farmacologia, UFSC. O
antagonista seletivo de receptores NK1, FK 888 (N2-[(4R)-4-hidroxi-1-(1-metil-1H-
indol-3-il)carbonil-L-prolil]-N-metil-N-fenil-metil-3-(2-naftil)-L-alaninamida) foi
gentilmente cedido pela Fujisawa Pharmaceutical Co. (Osaka, Japdo). Os
antagonistas seletivos de receptores NK2 (SR 48968, (S)-N-metil-(N[4-
acetilamino-4-fenilpiperidina)-2-(3,4-diclorofenil) butil] benzamida) e NK3 (SR
142801, (S)-(N)-(1-(3-(1-benzoil-3-(3,4-diclorofenil)piperideno-3-il)propil)-4-
fenilpipedidina-4-il)-N-metilacdetamida) foram gentilmente cedidos pela Sanofi

Recherché (Montpelier, Franca). O antagonista seletivo de receptores B, HOE
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140 ([D-Arg-(Hip3,Ti5,D-Tic7,0ic8]bradicinina) foi gentilmente cedido pela
Hoechst (Frankfurt, Alemanha). Todas as drogas, com exce¢do da capsaicina,

foram dissolvidas em solucdo tampdo fosfato (PBS) imediatamente antes do uso.

4. RESULTADOS

4.1 Nocicepcao e edema induzidos pela injecao intraplantar de

glutamato

A administracéo i.pl. de glutamato (0,3 - 60,0 nmol/20 ni) na pata traseira
de camundongos causou nocicepcdo dependente da dose, efeito que foi
caracterizado pela resposta comportamental de lamber o membro injetado (figura
3 A e B). A resposta nociceptiva induzida pela injecdo i.pl. de glutamato foi
evidente até 15 min ap6s a aplica¢do, diminuindo entre 15 e 30 min, sendo
praticamente ausente dos 30 a 40 min (figura 3 A). O valor da DEso (e limite de
confianca 95%) para estes efeitos (calculada entre 0 e 15 min) foi 2,6 (1,6 - 4,3)

nmol/pata (figura 3 B). A resposta nociceptiva maxima (tempo de lambida: 84,8 *

13,2 s) foi observada apds a aplicacdo da dose de 30,0 mmol/pata de glutamato
(figura 3 B). A figura 4 demonstra solucées com baixo pH ndo sdo capazes de
provocar respostas comportamentais espontédneas indicativas de dor, o que
poderia ser esperado para a solucdo de glutamato, que tem um pH em torno de
2.0. Além de causar nocicepc¢do, a injecdo i.pl. de glutamato também causou

aumento do volume da pata até 40 min apds a sua injecdo, efeito que também foi
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dependente da dose empregada. A formag¢do maxima de edema, assim como a
nocicepcdo, foi observada 15 min apdés a injecdo i.pl. de glutamato (resultados
ndo apresentados). O valor da DEso para este efeito foi 0,5 (0,4 - 0,7) mmol/pata
(cerca de 5 vezes menor que o valor da DEso para a nocicepgdo). A resposta
edematogénica maxima (77,8 £ 3,5 mg) também foi observada 15 min apés a
aplicacdo da dose de 10,0 nmol/pata de glutamato (figura 5). Como pode ser
observado na figura 6, hd& um aumento da concentracdo de azul de Evans nas
patas tratadas com glutamato (30,0 mmol/i.pl.), 0 que demonstra extravasamento
plasmatico nesse tecido. Com base nestes experimentos, o tempo de 0 a 15 min

foi adotado para a anélise do efeito das drogas sobre a nocicep¢do induzida pelo

glutamato.
——Veiculo
—s— Glutamato 0,3 mmol
—— Glutamato 1,0 mmol
A —&— Glutamato 10,0 mmol B
100- —— Glutamato 30,0 mmol 100+ * **
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o
9 754 754 x
g ] 1
o 501 50
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é_ 251 25 T
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Tempo (min) Glutamato (mmol/pata)

Figura 3 — Curva da resposta relacionada a dose de glutamato aplicada (0,3 -
60,0 mmol/pata) e ao tempo de resposta (A). Nocicep¢do relacionada a dose
isoladamente (B), causada pela injecdo de glutamato ou veiculo (20 ni/i.pl.), no
tempo de 15 min, representada pelo comportamento de lamber a pata. Cada ponto
representa a média + E.P.M. de 12 animais. Os asteriscos indicam o nivel de
significancia em compara¢cao com 0s grupos controle, **P<0,01.
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Figura 4 - Nocicepcdo induzida por glutamato (30 rmmol/i.pl., pH 2.0), veiculo
(PBS, 20 m/i.pl.) ou solucdo acida (pH 2.2), representada pelo comportamento de
lamber a pata. Cada ponto representa a média + E.P.M. de 12 animais. Os
asteriscos indicam o nivel de significancia em comparacdo com 0S Qrupos
controle, **P<0,01.
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Figura 5 — Edema de pata de camundongo causado injecdo i.pl. de glutamato (0,1
- 30,0 mmol/20 m) ou veiculo (PBS, 20 mi/i.pl.) ap6s 15 min. Cada ponto
representa a média + E.P.M. de 6 animais. Os asteriscos indicam o nivel de
significancia em comparagdo com 0s grupos controle, **P<0,01.
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Figura 6 — Extravasamento plasmatico avaliado pela medida da concentracdo de
azul de Evans nos tecidos ap6s a injecao i.pl. de glutamato (30,0 nmol/pata) ou

veiculo (PBS, 20 nmi/i.pl.), avaliado ap6s 15 min. Cada ponto representa a media
E.P.M. de 6-8 animais. Os asteriscos indicam o nivel de significaAncia em
comparagao com 0s grupos controle, *P<0,05 e **P<0,01, ##P<0,01, diferente do
tratamento com glutamato

No sistema nervoso central, células da glia tém a capacidade de captar o
glutamato para proteger os tecidos de seu efeito toxico. Portanto, também foi
investigado no presente estudo, a possibilidade do glutamato, quando injetado
diretamente na pata de camundongos, estar sendo removido por células de
Schwann, que correspondem as células da glia no sistema nervoso periférico
(Raine, 1994). Para testar esta hipotese, grupos de animais foram pré-tratados
com Chicago sky blue 6B (100 ng/kg, i.p., 30 min antes), uma droga que inibe a
captacdo de glutamato (Roseth et al. 1995). Os resultados da figura 7 A
demonstram que o Chicago sky blue 6B foi capaz de reduzir significativamente o
valor da DEso para a nocicepcdo induzida pelo glutamato. O mesmo tratamento

com Chicago sky blue 6B (100,0 ng/kg, i.p.) ndo causou reducdo do valor da DEso
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para o edema de pata induzido por glutamato, ao contrario, causou uma redu¢ao
significativa da formacdo de edema nas maiores doses de glutamato utilizadas (1

a 30 nmol/pata) (figura 7 B).
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Figura 7 - Efeito do pré-tratamento dos animais com Chicago sky blue 6B
(colunas listradas) em relacdo a nocicepcdo (A) e ao edema (B) induzidos pela
injecdo i.pl. de glutamato (0,3 - 30,0 mmol/20 m) em camundongos. O tempo total
que o animais permaneceram lambendo a pata traseira foi medido durante 15 min
apoés a injecdo intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a media *
E.P.M. de 8 animais. Os asteriscos indicam o nivel de significancia quando
comparados aos grupos controle, **P<0,01.
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4.2 Influéncia de diversos sistemas sobre a nocicepcao e edema

de pata induzidos por glutamato

Participacao dos receptores glutamatérgicos

O MK 801, quando administrado por via i.pl. (0,01-1,0 nmol/pata), causou
inibicdo dependente da dose quando avaliado na resposta nociceptiva sem afetar
significativamente o edema de pata induzido pelo glutamato (30,0 mmol/pata)
(figura 8 A e B). A inibicdo mé&xima e o valor da Dlso obtidos para esses efeitos
foram 85 + 3% e 56,7 (43,1 - 74,7) nmol/pata. A administracdo de NBQX (3,6-
36,0 mmol/pata), SYM 2206 (60-180 nmol/pata) (figura 9), E4ACPG (1,0 - 10,0
nmmol/pata) (figura 10) ou felbamato (0,1-0,8 nmol/i.pl.) (figura 11), inibiram
significativamente a nocicep¢do induzida pela injecdo i.pl. de glutamato (30,0
nmol/pata). As inibicGes maximas para esses efeitos foram: 29 + 11%, 31 + 11%,
31+ 3% e 34 + 5%. Além de diminuir a nocicepc¢do, ao contrdrio do observado
para 0 E4CPG, SYM 2206 ou felbamato, o NBQX também foi capaz de reduzir em

17 £ 5 % o edema de pata induzido pela injecdo i.pl. de glutamato (figura 9 B).
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Figura 8 — Efeito do MK 801 administrado através da via i.pl. em relagdo a
nocicepcdo (A) e ao edema (B) induzidos por glutamato (30,0 nmmol/pata) em
camundongos. O tempo total despendido lambendo a pata traseira foi medido
durante 15 min apds a injecdo intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a
média + E.P.M. de 6-10 animais. Os asteriscos denotam o nivel de significancia
em comparagdo aos grupos controle, **P<0,01.
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Figura 9 - Efeito do NBQX ou SYM 2206 administrados intraplantarmente em
relacdo a nocicepcdo (A e C) e ao edema (B e D) induzidos pela injecao i.pl. de
glutamato (30,0 nmol/pata) em camundongos. O tempo total despendido
lambendo a pata traseira foi medido durante 15 min ap6s a injecéo intraplantar de
glutamato. Cada ponto representa a média + E.P.M. de 6-10 animais. Os

asteriscos denotam o nivel de significancia em comparacao aos grupos controle,
*P<0,05 e **P<0,01.
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Figura 10 - Efeito do E4CPG administrado intraplantarmente em relacdo a
nocicepcdo (A) e ao edema (B) induzidos pela inje¢do i.pl. de glutamato (30,0
nmmol/pata) em camundongos. O tempo total despendido lambendo a pata traseira
foi medido durante 15 min apds a injecdo intraplantar de glutamato. Cada ponto
representa a média £ E.P.M. de 6-10 animais. Os asteriscos denotam o nivel de

significancia em comparacao aos grupos controle, *P<0,05.
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Figura 11 - Efeito do felbamato, administrado intraplantarmente, em relacdo a
nocicepcdo (A) e ao edema (B) induzidos pela inje¢do i.pl. de glutamato (30,0
nmmol/pata) em camundongos. O tempo total despendido lambendo a pata traseira
foi medido durante 15 min apds a injecdo intraplantar de glutamato. Cada ponto
representa a média £ E.P.M. de 6-10 animais. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia em comparacao aos grupos controle, *P<0,05.
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Participacao da via L-arginina / 6xido nitrico

A participa¢do da via L-arginina/éxido nitrico na nocicepcdo e no edema de
pata induzidos pelo glutamato foi confirmada com o uso de um inibidor da
atividade da oxido nitrico sintase, L-NOARG, administrado aos animais através da
via i.pl. (0,5 - 1,4 nmol/pata) (figura 12) ou i.p. (0,1 - 1,1 mmol/kg) (figura 13). As
inibicbes maximas obtidas para esses efeitos foram 39 £ 9% e 86 + 4%,
respectivamente. O valor de Dlsp obtida para a administracédo i.p. foi 0,3 (0,2 -
0,4) mmol/kg. Quando administrada através da via i.p., ao contrario da via i.pl., a
L-NOARG também causou reducdo de 25 = 4% no edema de pata induzido pela
injecdo i.pl. de glutamato (figura 13 B). Os efeitos antinociceptivos e a inibi¢cdo
do edema causados pela L-NOARG (0,3 mmol/kg, i.p.) foram revertidos pelo pré-
tratamento dos animais com L- mas ndo D-arginina (3,4 mmol/kg, i.p.) (figura 14
A e B). A administracdo de ambas L- e D-arginina (3,4 mmol/kg, i.p.)
isoladamente ndo afetou significativamente a nocicep¢cdo e o edema de pata
induzidos pelo glutamato. Além disso, a co-administracdo i.pl. de SNAP (0,01 -
1,0 mmol/pata) potencializou significativamente a nocicep¢do e o edema
induzidos por doses submaximamente efetivas de glutamato (0,01 ou 10,0

nmmol/pata) (figuras 15 A e B, respectivamente).
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Figura 12 - Efeito da L-NOARG administrada através da via i.pl. em relacdo a
nocicepg¢do (A) e ao edema (B) induzidos pela inje¢do i.pl. de glutamato (30,0
nmmol/pata) em camundongos. O tempo total despendido lambendo a pata traseira
foi medido durante 15 min apds a injecdo intraplantar de glutamato. Cada ponto
representa a média £ E.P.M. de 6-10 animais. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia em comparacdo aos grupos controle, **P<0,01.
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Figura 13 - Efeito da L-NOARG administrada através da via i.p. em relagdo a
nocicepcdo (A) e ao edema (B) induzidos pela inje¢do i.pl. de glutamato (30,0
nmmol/pata) em camundongos. O tempo total despendido lambendo a pata traseira
foi medido durante 15 min apds a injecdo intraplantar de glutamato. Cada ponto
representa a média + E.P.M. de 6-10 animais. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia em comparagdo aos grupos controle, *P<0,01 e **P<0,01.
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Figura 14 - Efeito do pré-tratamento dos animais com L- ou D-arginina 20 min
antes da injecdo de L-NOARG em relacdo a nocicep¢do (painel A) e ao edema de
pata (painel B) induzidos pela injecdo i.pl. de glutamato (30,0 nmol/pata) em
camundongos. O tempo total despendido lambendo a pata traseira foi medido
durante 15 min ap0s a inje¢do intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a
média = E.P.M. de 6-10 animais. Os asteriscos denotam o nivel de significancia
em comparacdo aos grupos tratados com veiculo (controle), *P<0,05, **P<0,01.
diferente do veiculo e #P<0,05, ##P<0,01, diferente do tratamento com glutamato.
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Figura 15 - Efeito do SNAP, co-injetado intraplantarmente com uma dose
sublimiar de glutamato, sobre a nocicepcdo (A) e o edema de pata (B) induzidos
pela injecdo i.pl. de glutamato (0,01 - 10,0 mmol/pata) em camundongos. O tempo
total despendido lambendo a pata traseira foi medido durante 15 min apds a
injecao intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a média + E.P.M. de 6-
10 animais. Os asteriscos denotam o nivel de significAncia em comparacdo aos
grupos controle. *P<0,05, **P<0,01, diferente do veiculo e ##P<0,01, diferente do
tratamento com glutamato.
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Os dados da figura 16 demonstram que a injecdo i.pl. de glutamato (0,3 -
60,0 mmol/pata) causou aumento significativo e dependente da dose do nivel de

nitrito no exsudato coletado das pata.
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Figura 16 - Presenca de NOx (NO2) no meio de reagdo, monitorada

espectrofotometricamente através do reagente de Griess no exsudato das patas
dos animais tratados intraplantarmente com veiculo ou doses crescentes de
glutamato. Cada ponto representa a média + E.P.M. de 4-6 animais. Os
asteriscos denotam o nivel de significancia em compara¢do ao grupo tratado com

veiculo, *P<0,05 e **P<0,01.

Participacao de cininas, taquicininas e do CGRP

Quando administrados intraplantarmente, o SR 48968 (0,25-0,5 nmol/pata),
e em menor extensdo o FK 888 (0,5-1,0 nmol/pata), antagonistas de receptores
NK2 e NKi, respectivamente, causaram inibicdo significativa da nocicepgédo

causada pela injecédo i.pl. de glutamato (30,0 nmol/pata), sendo que as inibi¢des
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maximas obtidas foram: 83 + 6% e 37 +7%, respectivamente (figura 17). O valor
calculado da DIso para a inibicdo da nocicep¢do causada pelo SR 48968 foi de
0,17 (0,13-0,24) nmol/pata. Ao contrario, 0 antagonista seletivo de receptores
NK3, SR 14801 (0,25-1,0 nmol/pata) néo interferiu significativamente com a
nocicepcdo induzida pelo glutamato (figura 18). Somente o antagonista seletivo
de receptores NK2, SR 48968, causou inibicao significativa da formacdo de edema
de pata apos injecdo i.pl. de glutamato (36 + 10%) (figura 17 D). O antagonista
seletivo de receptores para o CGRP, CGRPs.37 (1,0 nmol/pata), co-injetado com
glutamato (30,0 nmol/pata), ndo afetou a nocicepcdo ou o edema induzidos pelo
glutamato (figura 18). Na mesma dose, a inje¢do i.pl. de CGRPg-37 inibiu 43 * 6%
0 edema induzido pelo agonista Bi, des-Arg?-BK em ratos previamente tratados

com LPS (resultados ndo apresentados).
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Figura 17 - Efeito do FK 888 ou SR 48968 co-injetados intraplantarmente em
associacdo com glutamato sobre a nocicepcdo (A e C) e o edema (B e D)
induzidos pela injecdo i.pl. de glutamato (30,0 nmol/pata) em camundongos. O
tempo total despendido lambendo a pata traseira foi medido durante 15 min apos
a injecdo intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a média £ E.P.M. de
6-10 animais. Os asteriscos denotam o nivel de significaAncia em comparag¢do aos
grupos controle, **P<0,01.
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Figura 18 - Efeito do SR 142801 ou CGRPs-37 co-injetados intraplantarmente em
associacdo com glutamato sobre a nocicepcdo (A e C) e o edema (B e D)
induzidos pela injecédo i.pl. de glutamato (30,0 nmol/pata) em camundongos. O
tempo total despendido lambendo a pata traseira foi medido durante 15 min apés
a injecdo intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a média £ E.P.M. de
6-10 animais. Os asteriscos denotam o nivel de significAncia em comparacdo aos
grupos controle, **P<0,01.

A injecdo local do antagonista seletivo de receptores Bi, des-Arg®-[Leud]-
BK (0,4-0,8 nmol/pata), mas ndo do antagonista seletivo de receptores Bz, HOE

140 (1,0-4,0 nmol/pata), quando co-administrado com glutamato (30,0 nmmol/pata),
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inibiu significativamente a nocicep¢do (inibicdo maxima de 53 + 6%), sem
contudo interferir com o edema de pata induzido pela injecdo i.pl. de glutamato
(figura 19). O valor calculado da Dlso para o efeito antinociceptivo da des-Arg®-

[Leu8]-BK foi 0,4 (0,3-0,6) nmol/pata.
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Figura 19 - Efeito da des-Arg®-[Leu]-BK ou HOE 140 co-injetados em associagao
com glutamato sobre a nocicepcdo (A e C) e o edema (B e D) induzidos pela
injecdo i.pl. de glutamato (30,0 mmol/pata) em camundongos. O tempo total
despendido lambendo a pata traseira foi medido durante 15 min ap6s a injecdo
intraplantar de glutamato. Cada ponto representa a media + E.P.M. de 6-10
animais. Os asteriscos denotam o nivel de significAncia em comparacdo aos
grupos controle, **P<0,01.
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4.3 Participacao de fibras C sensiveis a capsaicina

O tratamento neonatal dos animais com capsaicina (50,0 mg/kg, s.c.) inibiu
69 £ 9% da nocicepcdo e 30 £ 3% do edema de pata causados pela injecdo i.pl.
de glutamato (30,0 nmmol/pata) (figuras 20 A e B). O tratamento dos animais com
capsaicina também causou inibicdo 80 = 5% da nocicep¢do e 41 + 5% do edema
de pata induzidos pela injecdo i.pl. de capsaicina (1,6 ng/pata). O tratamento
neonatal com o veiculo utilizado para dissolver a capsaicina ndo causou efeito

significativo sobre a nocicepcdo e edema de pata induzidos por glutamato.
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Figura 20 - Efeito do tratamento neonatal com capsaicina (50,0 mg/kg, s.c.) ou
veiculo (PBS, 10 ml/kg) sobre a nocicepcdo (A) e o edema de pata (B) induzidos
pela injecdo i.pl. de glutamato (30,0 nmmol/pata) ou capsaicina (1,6 ng/pata).
Cada coluna representa a média = E.P.M. de 4-8 animais. Os asteriscos denotam
o nivel de significancia em comparacao aos grupos controle, **P<0,01.
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4.4  Participacao da migracao celular

O tratamento dos animais com fucoidina (25 mg/kg, e.v., uma vez ao dia,
durante trés dias) ndo causou alteracdo significativa da nocicepcdo ou edema de
pata induzidos por glutamato (30,0 nmol/pata) (figura 21 A e B).

Os resultados apresentados na figura 22 indicam que ndo houve alteracado
significativa da atividade da mieloperoxidase 15 min ap6s o tratamento com

glutamato (30,0 nmol/i.pl.), o aumento da sua atividade s6 aparece depois de 4 h

e perdura até 24 h.
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Figura 21 - Efeito do tratamento com fucoidina (25 mg/kg, e.v., uma vez ao dia,
durante trés dias) sobre a nocicep¢do (A) e o edema de pata (B) induzidos pela

injecdo i.pl. de glutamato (30,0 mmol/pata). Cada coluna representa a média +
E.P.M. de 6-8 animais.
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Figura 22 — Atividade da enzima mieloperoxidase, avaliada nos tempos de 15 min,
1h,2h,4h,6h, 12 he 24 h apés a injecdo i.pl. de glutamato (30,0 rmmol/pata).
Cada coluna representa a média £ E.P.M. de 3 animais e 0s experimentos foram
realizados em duplicata. Os asteriscos denotam o nivel de significAncia em
comparacao aos grupos controle, *P<0,05 e **P<0,01.

4.5 Ativacao do fator nuclear kB

O resultado do ensaio de deslocamento em gel (EMSA) demonstrou que a
injecdo i.pl. de glutamato (30 mmol/pata) ou veiculo (PBS), pelo menos apds 15
min, ndo promove a inducdo da ativagcdo do NF-kB na pata de camundongos

(figura 23).
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Figura 23 - Efeito do tratamento com glutamato (30,0 nmol/pata) ou veiculo (PBS)
sobre a inducdo do NF-kB na pata de camundongos. Os resultados estdo
expressos qualitativamente e ndo quantitativamente por serem oriundos de um
Unico experimento com duas amostras diferentes. 0. sonda; 1. pulmbes de
camundongos tratados com LPS; 2. patas tratadas com PBS; 3. patas tratadas

com glutamato (30 nmol/i.pl.).

4.6 Modificagdes histoldgicas

As alteracdes morfologicas observadas 15 min ap6s a injecdo intraplantar
de glutamato incluem congestdo vascular e edema dérmico moderado (figura 24

C), além de linfécitos esparsos (figura 24 D).
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PBS (10 x)

Glutamato (30mmol/pata) (40 x)

Figura 24 - Alteracfes morfologicas (teciduais) induzidas pela injec¢do
intraplantar de veiculo (PBS, A e B) ou glutamato (30,0 nmol/pata, C e D) ap6s
15 min, na pata de camundongos. ** = epitélio escamoso; seta fina e comprida =

vaso sangiineo; seta fina e curta = fibras do coldgeno; * = edema dérmico; seta
larga = congestdo vascular; ponta de seta = linfocitos esparsos.
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4.7 Medida do desempenho motor

Os antagonistas utilizados nos experimentos relatados nesta tese ndo
alteraram significativamente a resposta motora dos animais (resultados nao

apresentados).

5. DISCUSSAO

A dor fantasmall, tdo bem descrita no depoimento que antecipa a
introducdo, ndo foi abordada neste trabalho, embora os receptores NMDA estejam
intimamente envolvidos na hiperalgesia que se desenvolve no modelo de
amputacdo da cauda, em camundongos (Zhuo, 1998). A citacdo tem a finalidade
de nos lembrar do sofrimento que a dor impde e da importancia do
desenvolvimento de novos modelos de dor experimental com o objetivo de
desenvolver novas estratégias terapéuticas. Como diz sabiamente Jean-Marie
Besson (Franga, 1997), “os principais modelos de dor experimental utilizados
certamente ndo fornecem uma representacdo compreensiva de todas as
sindromes relacionadas a dor encontradas na pratica clinica, mas fornecem novos
dados relativos aos aspectos fisiologicos, comportamentais e farmacoldgicos da

dor”. Uma das principais vantagens do modelo descrito neste trabalho de
nocicepcdo e edema de pata causados pela injecdo intraplantar de glutamato e os
mecanismos periféricos que parecem mediar estas respostas, € a possibilidade

de buscar analgésicos que atuem localmente. A administracdo local de drogas
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analgésicas é uma via segura, pois evita efeitos sistémicos indesejaveis. O uso
sistémico de antagonistas de receptores glutamatérgicos, por exemplo, esta
associado ao prejuizo de aprendizado e memdria, a diminuicdo do ténus muscular
e a sedacdo (Cunningham et al., 1993). Esses efeitos variados mostram que 0s
aminoacidos excitatorios estdo distribuidos em muitas areas do cérebro e,
portanto, € fundamental a descoberta de drogas que atuem em subpopulacdes
especificas de receptores ou que ndo atravessem a barreira hemato-encefélica.
Indmeras evidéncias tém relacionado o sistema glutamatérgico, receptores
e neurotransmissores, com a patofisiologia da dor aguda e crbnica. Alguns
autores descrevem modelos de dor causada por aminoacidos excitatérios ou por
agonistas seletivos de seus receptores ionotrépicos e metabotrépicos, enquanto
varios outros sugerem o potencial terapéutico de antagonistas seletivos desses
receptores. Modelos de hiperalgesia térmica (Jackson et al., 1995) e mecénica
(Carlton et al., 1995; Zhou et al., 1996; Coggeshall et al., 1997; Lawand et al.,
1997; Leem et al., 2001), alodinia mecéanica (Carlton et al., 1995; Zhou et al.,
1996; Lawand et al., 1997) e nocicepcdo espontanea (Menéndez et al., 1997; Li e
Clark, 2002; Scheidt et al., 2002) causada por agonistas glutamatérgicos ja foram
descritos na literatura. Existem ainda as pesquisas destinadas a caracterizar a
presenca e a funcdo de aminodacidos excitatorios e a variacdo da expressdo e o
papel de seus receptores em modelos de dor aguda e cronica. No modelo classico
da dor induzida pela formalina, por exemplo, um estudo conduzido com ratos
anestesiados mostra que had um aumento importante da liberacdo de glutamato

(283%, com pico entre 40-45 min apos a injecdo) e aspartato (305%, com pico

110 conceito de dor fantasma é oriundo de relatos de pacientes que sofreram amputacgao e
continuaram a sentir dor e outras sensa¢des nos membros amputados (MacFarlane et al.,
1997).



65

entre 90 min apds a injecdo) na pata dos animais durante as duas fases deste
modelo, 0-10 min e 10-60 min ap6s a injecdo, consideradas dor aguda e
inflamatoria, respectivamente (Omote et al., 1998). Por outro lado, em estudo
utilizando o mesmo modelo, realizado com ratos conscientes, foi observado o
aumento da liberacdo de aminoacidos excitatérios como glutamato (92%) e
aspartato (119%), além de taurina (84%) e glicina (57%), na regido lombar da
medula espinhal, principalmente nos primeiros 10 min apés a injecdo de formalina
(Malmberg e Yaksh, 1995a; 1995b). De acordo com esses resultados, foi
demonstrado o aumento da liberagdo de glutamato (43%) no corno dorsal da
regido lombar (L4) da medula espinhal somente nos primeiros min ap6s a injecdo
de formalina (até 18 min), correspondentes a fase aguda da nocicepcdo. Aumento
semelhante da liberacdo de glutamato (45%) no mesmo tecido ocorre cerca de 18
min apds a injecdo intraplantar de zimosan (Vetter et al., 2001). Além disso, nos
primeiros 10 min ap6s a estimulagdo da juncdo temporomandibular de ratos
anestesiados com oOleo de mostarda, um modelo de inflamacdo aguda, também
ocorre um aumento da liberacdo de glutamato (> 35%) no nlcleo trigeminal
espinhal (Bereiter e Benetti, 1996). A estimulagdo elétrica ou a aplicacdo de
capsaicina aumenta a liberacdo de glutamato (> 100%) a partir do nervo ciatico
de ratos (De Groot et al., 2000). Da mesma forma, o aumento da liberagdo de
glutamato pode ser observado em fatias isoladas da medula espinhal obtidas de
ratos sensibilizados a estimulos frios, antes do sacrificio, e expostas a presenca
de capsaicina in vitro (Okano et al., 1997). Desse modo, parece evidente que 0s
aminoacidos excitatorios desempenham um papel fundamental na transmisséo

nociceptiva.
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Os resultados do corrente estudo indicam que a inje¢do intraplantar de
glutamato em camundongos causa comportamento caracteristico de nocicepc¢éao,
efeito de natureza claramente dependente da dose, que tem inicio rapido e curta
duracdo (cerca de 15 min). A nocicepcao observada ap6s a injecdo intraplantar
de glutamato foi caracterizada pelo comportamento dos animais de manter a pata
suspensa e proxima ao corpo, associado a reacdo de despender tempo lambendo,
agitando ou mordendo-a; sinais evidentes de desconforto. Em alguns estudos que
buscam caracterizar a relacdo entre o sistema glutamatérgico e a transmisséo
nociceptiva, o glutamato ou agonistas seletivos de receptores ionotrépicos ou
metabotropicos sdo administrados através da via intraplantar, mas, de maneira
geral, o efeito € observado como hiperalgesia ou alodinia, e ndo dor espontanea.
Em 1995, Carlton e colaboradores administraram doses crescentes de glutamato
na pata de ratos e mostraram que esse neurotransmissor, quando aplicado
exogenamente, causa alodinia e hiperalgesia mecanica. Porém, os autores
verificaram que, com as doses utilizadas naquele estudo (0,01 a 1,0 mM), o
glutamato ndo causou comportamento nociceptivo espontaneo, como é observado
apos a injecdo de capsaicina ou formalina. No ano seguinte (1996), Zhou e
colaboradores demonstraram que a injecdo intraplantar de NMDA, AMPA e KA
também é capaz de induzir alodinia e hiperalgesia mecénica em ratos, com doses
que variaram de 0,001 a 10 mM, efeito bloqueado com o uso de antagonistas
seletivos de cada receptor. De acordo com o descrito por Carlton e colaboradores
(1995), Zhou e colaboradores (1996) ndo mencionam qualquer alteracéo
comportamental causada pelas injecfes dos agonistas, mas em ambos o0s estudos
(supracitados) os animais foram anestesiados com halotano para a realizagdo dos

tratamentos e sé ficaram totalmente despertos apés 5 min, portanto é possivel
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que a observacdo da nocicepcdo espontanea tenha ficado comprometida. Até
mesmo 0 comportamento nociceptivo resultante da injecdo intraplantar de
formalina (considerado “exagerado” pelos autores) € sutil em ratos e exige um
observador atento (Carlton et al.,, 1995; Zhou et al., 1996). Jackson e
colaboradores (1995) verificaram que a administracdo intraplantar de glutamato
também causa hiperalgesia térmica, efeito que é reduzido pelo tratamento com
antagonistas  seletivos de receptores ionotrépicos. Apo6s administrar
concentracdes elevadas (0,03 a 100 nmmol, em 50 m) de glutamato na pata de
ratos com o objetivo de caracterizar a interacao entre receptores de adenosina e
glutamatérgicos, Liu e colaboradores (2002) observaram que 0S amino&cidos
excitatorios e outros agentes pro-nociceptivos (formalina, por exemplo) sdo
capazes de induzir a liberagdo periférica de adenosina que, segundo os autores,
atuando em receptores Aza, exerceria um feedback negativo sobre a transmisséo
de estimulos nociceptivos por fibras sensoriais aferentes sensiveis a capsaicina.
Curiosamente, os ratos utilizados no estudo de Liu e colaboradores foram
anestesiados para a realizacdo de microdialise e, portanto, os autores ndo
descrevem qualquer efeito comportamental causado pelo tratamento intraplantar
com glutamato, mas consideram-no um estimulo potencialmente nociceptivo, uma
vez que este aminoacido excitatério € liberado perifericamente ap6s a injecdo de
formalina (Omote et al., 1998; Liu et al., 2002). Existem diferencas importantes
entre estes estudos, especialmente em relacdo a dose de glutamato utilizada e ao
tecido utilizado, o que dificulta a comparagao.

Apbés a despolarizacdo da membrana pré-sinaptica e a liberacdo do
contetldo vesicular de glutamato, h& um aumento significativo da sua

concentragdo extracelular, chegando a ficar muito proxima daquela que causa
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morte neuronal. Por conseguinte, para prevenir a excitotoxicidade € importante
que a concentragdo extracelular de glutamato e sua compartimentalizagdo sejam
delicadamente controladas (Lipton e Rosenberg, 1994). Tal funcdo é executada
por transportadores de glutamato, presentes tanto nos neurdnios quanto nos
astrocitos e células de Schwann. Esses sistemas de captacdo e recaptacdo sdo
Uteis para manter a concentracdo de glutamato baixa na fenda sinaptica e capta-
lo para a reciclagem e posterior liberagdo. Em condicbes normais, o sistema
transportador de glutamato pode reduzir sua concentracdo extracelular para 0,6

mM, sendo que sua concentracdo maxima permitida nesse compartimento sem

risco de toxicidade neuronal é de 1 a 5 nM (Albers et al., 1994; Hansson et al.,
2000). Os transportadores tém alta afinidade para glutamato e aspartato e sdo
especificos para estes dois aminoacidos excitatorios. Cinco desses
transportadores ja foram identificados em humanos e denominados EAATs
(transportadores de aminoacidos excitatérios) 1 a 5, sendo que os EAATs 2 e 3
sdo o0s homélogos dos transportadores GLT-1 e EAACL, respectivamente,
identificados inicialmente em ratos (Skerry e Genever, 2001). Embora as doses
de glutamato utilizadas neste estudo sejam maiores do que as utilizadas em
alguns estudos anteriores (Carlton et al. 1995; Jackson et al. 1995), os
experimentos realizados na presenca de um inibidor da capta¢do de glutamato, o
composto Chicago sky blue 6B (100,0 ng/kg, i.p.), tornam evidente que grande
parte do glutamato administrada € removida, provavelmente pelas células de
Schwann e em menor escala pelo neurbnio sensorial, quando esse aminoacido é
injetado na pata de camundongos. Os sistemas transportadores também estdo
presentes na pele, mais especificamente em queratindcitos e fibroblastos

dermais, onde o glutamato participa da proliferacdo e sinalizacdo celular (Skerry
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e Genever, 2001); por conseguinte, essas celulas estariam colaborando para a
captacdo de glutamato apds sua injecdo na pata de camundongos. Principalmente
nas menores doses, 0,01 a 0,03 nmol/pata, a nocicepcdo causada pelo glutamato
é potencializada pelo tratamento com o inibidor do transporte de aminoacidos
excitatérios, mostrando que, na sua presenca, concentracdes cerca de seis vezes
menores de glutamato seriam necessarias para causar nocicepcao espontanea.
Diversas evidéncias sugerem que existe uma liberacdo excessiva de
aminoacidos excitatorios, principalmente glutamato, ap6s lesdes na medula
espinhal ou apo6s certos processos inflamatérios, sugerindo que estes
neurotransmissores desempenham um papel relevante na transmiss@o nociceptiva
(Westlund et al. 1992; Jackson et al. 1995; Zhou et al. 1996; McNearey et al.
2000). Recentemente, Lawand e colaboradores (2000) demonstraram que na
inflamac¢éo articular no joelho de ratos, causada por uma mistura de caolin e
carragenina, ocorre um aumento pronunciado e sustentado do nivel de glutamato,
chegando a cerca de 8 nmM, imediatamente apds a inducdo da inflamacdo. Tendo
em vista que drogas anestésicas locais como a lidocaina atenuam o aumento do
nivel de glutamato no sitio da inflamacdo, 0os mesmos autores concluiram que,
embora se saiba que o glutamato pode ser liberado de diferentes células, no seu
estudo, em particular, ele pode ser oriundo principalmente de neurbnios
sensoriais. Considerando os experimentos realizados com o inibidor da captacéo
do glutamato, que diminui cerca de seis vezes o valor da DEso para a nocicepgéo
induzida pelo glutamato, é razoavel predizer que as menores doses de glutamato
utilizadas no presente estudo podem ser atingidas em processos traumaticos.
Infelizmente, a maioria dos estudos que mostra o aumento da liberacdo de

aminoacidos excitatérios apés estimulos lesivos apresenta seus resultados em
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porcentagem e ndo em concentra¢do, o que torna dificil a comparacao dos dados
aqui relatados com a concentracdo de glutamato atingida nos estudos descritos
na literatura. Em tecidos cerebrais, sob condi¢cdes normais, a concentracdo de
glutamato intracelular (na realidade, intravesicular) é de 10 mM e a concentracao
extracelular é de 0,6 nmM. LesBes por excitotoxicidade em neurdnios hipocampais
e corticais comecam a ocorrer quando a concentracao extracelular de glutamato
atinge 2 a 5 mM (Lipton e Rosenberg, 1994). A energia utilizada pelos
transportadores de aminoacidos excitatérios (glutamato e aspartato) € obtida a
partir de uma bomba de sddio e potassio que utiliza a seguinte estequiometria
para manter a concentracdo extracelular de glutamato em 0,6 mM: 1 glutamato- +
2 Na* sdo captados pela célula (neurdnio ou glia), em troca de 1 K* e 1 HCO3" ou
OH-. Em caso de despolariza¢do ou condicfes andxicas, o gradiente de Na* e K*
pode ser reduzido e permitir um acimulo de cerca de 370 mM de glutamato,
concentracdo potencialmente toxica (Albers et al., 1994). A concentracdo de
glutamato utilizada neste estudo pode ser considerada alta, mas a extensdo da
possivel excitotoxicidade néo foi avaliada.

Diversos receptores relacionados com a transmissdo da dor!? sdo ativados
pela queda de pH, mas os canais i6nicos sensiveis a acidos (ASICs) sdo
diretamente ativados por prétons e estdo amplamente expressos em muitos
tecidos (Reeh e Kress, 2001). A aplicagdo de solucbes acidas, portanto, tornou-
se um modo de avaliar a nocicepcdo decorrente da ativacdo desses receptores.
No estudo realizado por Carpenter (2001), a aplicacdo de solugbes &cidas na
pata de ratos sob anestesia provocou a ativacdo das fibras aferentes nociceptivas

do tipo C e Ad e as tornou mais sensiveis a estimulos térmicos e mecanicos.
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Embora ndo se saiba a capacidade de tamponamento do tecido integro apos a
aplicacdo de substancias acidas, essas respostas dos nociceptores aumentaram
de acordo com a diminuicdo do pH (2.5 a 5.85) (Carpenter et al., 2001). Grande
parte dos estudos descreve a ativagdo dos nociceptores com solucdes de pH em
torno de 5.2 (Baumann et al., 1996; Bevan, 1999; Millan, 1999; Steen et al.,
2001), pois as descargas maximas dos nociceptores cutaneos sdo atingidas com
pH 5.2 e diminuem em pHs menores. Um possivel mecanismo para esse bloqueio
da geracdo de potenciais de acdo em pH abaixo de 5 é principalmente a inibicao,
dependente de pH, da condutancia de alguns canais ativados por voltagem, como
por exemplo a corrente de célcio ativada por alta voltagem e correntes de so6dio
sensiveis a tetrodotoxina (Reeh e Kress, 2001). Logo, a faixa adequada de pH
para ativar as terminag¢des nociceptivas estd em torno de 5.2 a 6.9. O glutamato é
um aminoacido carregado negativamente. Sendo assim, a solucdo com
concentracdo de 30 mmol, aplicada na pata dos camundongos na maioria dos
experimentos realizados neste trabalho, apresenta um pH baixo (em torno de 2).
Mesmo tendo sido preparada com tampdao fosfato (PBS, composicdo mmol/l: NaCl
137, KCI 2,7 e tampéo fosfato 10, pH 7.4) para que a resposta nociceptiva
comportamental ndo sofresse influéncia, ndo foi possivel manter o pH no nivel
fisiologico. Buscando descartar a hipotese de que 0S nociceptores seriam
ativados pelo pH da solucdo de glutamato, outro grupo de animais foi tratado
intraplantarmente com uma solucdo acida (pH 2.2) e, nestas condi¢es, ndo foi
observada nocicepgdo espontanea significativa (figura 4). Resultado semelhante
foi obtido por Hamamoto e colaboradores (1998), na tentativa de estabelecer uma

relacdo pH versus hiperalgesia mecéanica, aplicando solu¢cdes com diferentes pHs:

12Como o receptor vanildde do tipo 1 (VR1).
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7.4, 6.0, 5.0, 4.0 ou 3.0. A resposta verificada por Hamamoto e colaboradores
(1998) apo6s a aplicacdo das solugdes com pH 6.0 ou 5.0 ndo foi diferente da
resposta obtida com a aplicacdo da solucdo com pH 7.4 (fisiologico, utilizado
como controle), revelando que somente a faixa de pH entre 6.0 até 6.38 é capaz
de induzir hiperalgesia e, neste sentido, a faixa de pH tecidual relacionada a
nocicepc¢ao é limitada.

Além de causar nocicepcdo quando injetado pela via intraplantar, o
glutamato causou edema de pata, efeito também dependente da dose empregada
e que teve sua formacdo maxima aos 15 min apds a injecdo. A dose de glutamato
necessaria para induzir a formagdo maxima de edema é significativamente menor
(cerca de 5 vezes) quando comparada aquela necessaria para induzir nocicepcao.
Em estudos que demonstram a nocicepc¢do induzida por glutamato ndo existem
relatos de sua acdo edematogénica, apesar de, em alguns casos, as doses
utilizadas serem semelhantes. Quando injetado na articulagdo temporomandibular
de ratos em alta concentracdo (5 nmol em 20 m), o glutamato ndo foi capaz de
causar expansdo tecidual (medida indireta da formacdo de edema naquele
protocolo), ao contrdrio do 6leo de mostarda, utilizado como controle positivo
(Fiorentino et al., 1999). A combinacdo de aminoacidos excitatorios capaz de
induzir nocicepcdo quando aplicada na articulacdo do joelho de ratos da mesma
forma ndo provocou edema nessa regido, embora as doses utilizadas naquele
estudo tenham sido consideravelmente menores (cerca de 10 vezes) do que as
utilizadas no presente estudo (Lawand et al., 1997). Por outro lado, Zhou e
colaboradores (1996) e Coggeshall e colaboradores (1997) demonstraram que a
injecdo intraplantar de glutamato causa um leve intumescimento e rubor da pata

dos ratos, respectivamente, que desaparecem apds 2 a 3 min, apesar das doses
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utilizadas terem sido ainda menores do que as utilizadas na articulacdo do joelho,
por Lawand (1997). A inflamagdo, assim como a dor, € uma rea¢do de defesa do
hospedeiro contra irritacdo, lesdo ou infeccdo, e € caracterizada pelos sintomas
classicos: rubor, calor, tumor, dor e perda da fungdo. O rubor e o calor sédo
resultantes do aumento do fluxo sangiineo, a formacdo de edema é resultante do
aumento da permeabilidade vascular e a dor ocorre pela ativacdo e sensibilizacdo
das fibras nervosas aferentes primarias (Levine e Reichling, 1999). No processo
inflamatério, ocorre também a migracdo de células: os neutréfilos sdo as
principais células envolvidas na fase aguda e os mondcitos/macrofagos e alguns
tipos de linfécitos sdo as principais células recrutadas na fase tardia da
inflamacdo (Huerre e Gounon, 1996). O extravasamento plasmatico causado pela
injecdo intraplantar de glutamato ficou bastante evidente quando realizado na
presenca do azul de Evans, um indicador do aumento da permeabilidade vascular.
Curiosamente, pelo menos até 15 min ap6s o tratamento intraplantar com
glutamato, o edema ndo parece envolver a migracdo de células para a area
injetada, uma vez que o tratamento com fucoidina, um inibidor de selectinas P e
E, ndo foi capaz de alterar a formacdo de edema. As selectinas sdo
polissacarideos necessarios para a adesdo das celulas inflamatorias as células
endoteliais e, portanto, para a sua posterior migracdo para o sitio da lesdo
(Teixeira e Hellewell, 1997; Sousa et al., 2000). Outro indicio de que ndo ha
influéncia da migracdo de células da fase inicial do processo inflamatorio sobre a
nocicep¢do induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato, pelo menos em 15
min, foi o ensaio da atividade da enzima mieloperoxidase, que serve como
pardmetro para a avaliacdo indireta do recrutamento de neutrofilos (Schneider e

Issekutz, 1996). Ndo foi detectada alteracdo da atividade da mieloperoxidase 15
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min apds a injecdo intraplantar de glutamato. No entanto, 2 h ap6s o tratamento
com glutamato i.pl. ocorre um leve aumento da atividade da mieloperoxidase que
se torna significativo ap6s 4 h e permanece extremamente elevado até 24 h. Tal
efeito pode ser decorrente da migracdo e/ou ativacdo tardia das células para o
local da lesdo, o que ndo pode ser verificado concomitantemente a resposta
nociceptiva espontanea, que tem sua resposta maxima aos 15 min. Os cortes
histologicos das patas extraidas 15 min apds a injecdo de glutamato mostram que
ha congestdo vascular, formacdo de edema discreta a moderada e escassos
linfocitos. E provavel que somente algumas células do processo inflamatério
tenham migrado 15 min apds a inje¢do intraplantar de glutamato e, como mostra o
resultado da atividade da mieloperoxidase, aparentemente uma migra¢cao macicga
de células inicia em estagios mais tardios (4 h apds a injecdo de glutamato). A
formacdo de edema observada nos cortes histologicos esta de acordo com o
extravasamento plasmatico medido através da concentragdo do corante azul de
Evans extraido das patas.

Considerando que todos os subtipos de receptores glutamatérgicos,
ionotropicos e metabotropicos, sdo expressos no sistema nervoso central e
periferico (Coggeshall e Carlton, 1997; Liu et al., 1997; Kinkelin et al., 2000;
Bhave et al., 2001; Walker et al., 2001b) e que parecem estar envolvidos no
desenvolvimento e manutencdo da transmissdo da dor (Ferreira e Lorenzetti,
1994; Walker et al.,, 2001a; 2001b), outros grupos de experimentos foram
realizados com o objetivo de caracterizar esses receptores com o emprego de
antagonistas seletivos. A administracdo i.pl. de E4CPG, um antagonista seletivo
de receptores glutamatérgicos metabotrépicos, causou inibicdo da nocicepcdo

causada por glutamato, mostrando que esses subtipos de receptores estdo
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envolvidos na resposta nociceptiva induzida pelo glutamato. O tratamento dos
animais com MK 801, um antagonista ndo-competitivo seletivo para o receptor
NMDA, administrado através da via i.pl., causou inibicdo, dependentemente da
dose, da nocicepg¢do induzida por glutamato. Tal reacdo indica que a nocicep¢éo
induzida por glutamato, quando injetado na pata traseira de camundongos,
envolve a participacdo desses receptores. Outro dado interessante do presente
estudo foi a observacdo de que o tratamento dos animais, através da via i.pl.,
com diversos antagonistas seletivos de receptores ionotropicos ndo-NMDA como
NBQX (receptores KA), SYM 2206 (receptores AMPA) ou ainda com felbamato, um
antagonista que atua no sitio de ligacdo da glicina associado ao receptor NMDA
(Dickenson e Aydar, 1991), causou inibi¢do significativa da nocicep¢do induzida
pela injecdo de glutamato. Tais dados sugerem que a resposta nociceptiva
induzida pelo glutamato ocorre por sua interagdo com receptores metabotropicos,
bem como com os ionotropicos, NMDA e ndo-NMDA. No entanto, dentre todos o0s
antagonistas glutamatérgicos utilizados, somente o NBQX, antagonista seletivo
de receptores KA, foi capaz de reduzir significativamente o edema associado a
injecdo de glutamato, indicando que existem diferencas importantes em relacéo
ao receptor através do qual o glutamato produz nocicepcédo e formacdo de edema
de pata. O antagonismo ou bloqueio local de receptores glutamatérgicos tem sido
efetivo em diminuir diversos tipos de dor (Davidson et al., 1997; Taniguchi et al.,
1997; Pedersen et al., 1998; Davis e Inturrisi, 2001; Karim et al., 2001a; Leem et
al., 2001) e o presente estudo comprova que a nocicepc¢ao causada por glutamato
envolve sitios de acdo periféricos. Um dos fatores que pode contribuir para a
cooperacdo e participacdo de todos os subtipos de receptores glutamatérgicos na

diminuicdo da nocicep¢do causada pela injecdo i.pl. de glutamato pode advir do
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fato de que os receptores metabotrdpicos, principalmente os do grupo |, uma vez
ativados, promovem a ativagdo e sensibilizacdo dos receptores glutamatérgicos
ionotropicos (Neugebauer, 2002). Em motoneurdnios espinhais de ra, a interacdo
entre agonistas seletivos de receptores metabotrépicos do grupo | promove a
ativacdo da proteina Ggq, que por sua vez estimula a fosfolipase C a clivar
fosfolipideos de membrana, gerando IP3 e DAG. Uma vez formado, o IP3 aumenta
a concentragcdo de célcio (Ca?*) intracelular através da sua mobilizacdo a partir
de estoques internos ndo mitocondriais e do seu influxo do meio extracelular.
Esse aumento da concentracdo de Ca2* intracelular é fundamental para a
facilitacdo das respostas mediadas pelo receptor NMDA induzida pela ativacao de
receptores metabotrépicos do grupo I. Outro fator importante para a ativacdo dos
receptores NMDA mediada pelos receptores metabotrdpicos do grupo | parece ser
a proteina kinase C (Holohean et al.,, 1999). Curiosamente, 0Ss receptores
metabotropicos parecem estar envolvidos principalmente na sensibilizacdo dos
neurdnios e na dor crénica, ndo na dor aguda (Dogrul et al., 2000). Levando-se
em consideracdo os efeitos indesejaveis causados pela administracdao de
antagonistas seletivos de receptores NMDA, alguns autores propuseram a
combinacdo de antagonistas seletivos dos diferentes sitios de modulacdo® da
atividade desse receptor, em doses sublimiares, para obter efeito antinociceptivo
significativo e minimizar as disfun¢cdes motoras e comportamentais que estes
antagonistas promovem (Coderre e Empel, 1994).

Evidéncias anteriores indicam que a via do Oxido nitrico/GMPc

desempenha um papel critico nos mecanismos atraves dos quais o glutamato

13 Os sitios de modulagdo no receptor NMDA com maior possibilidade de intervencdo
farmacoldgica sdo: o sitio de reconhecimento do NMDA, os sitios modulatérios da glicina e de
poliaminas e o canal idnico associado ao receptor NMDA.
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medeia respostas nociceptivas quando estudados em diferentes modelos de
nocicepcdo (Malmberg e Yaksh, 1993; Meller et al., 1996; Ferreira et al., 1999).
Os resultados deste estudo confirmam e estendem essas observacdes,
demonstrando que a nocicepcdo e o edema de pata induzidos pelo glutamato,
quando injetado na pata de camundongos, sdo mediados, em grande parte, pela
liberacdo de NO. Essa observacdo provém dos dados obtidos com o inibidor da
6xido nitrico sintase, a L-NOARG que, quando administrada através das vias i.p.
ou i.pl, inibiu significativamente a nocicep¢do induzida pelo glutamato. Quando
administrada através da via i.p., a L-NOARG também foi capaz de inibir o edema
induzido pela injecdo intraplantar de glutamato. Além disso, a inibicdo da
nocicepcdo e do edema causada pela L-NOARG (i.p.) foi marcadamente revertida
pelo pré-tratamento dos animais com L-arginina mas ndo com D-arginina,
indicando uma acdo estereo-seletiva. Outra evidéncia sugerindo o envolvimento
do NO na nocicepcdo induzida por glutamato é oriunda do fato de que um doador
de NO, o SNAP, potencializou a nocicep¢do e 0 edema causados pela injecdo i.pl.
de doses sublimiares de glutamato. Finalmente, a injecdo i.pl. de glutamato
causou aumento, dependente da dose, da produgéo de nitrito no exsudato da pata
dos camundongos. Resultados semelhantes foram observados recentemente por
Lawand e colaboradores (2000), que demonstraram que o aumento do nivel de
glutamato na articulacdo da pata inflamada causada por uma mistura de caolin e
carragenina estava associada ao aumento paralelo dos niveis de citrulina e
arginina na articulacdo. Esses resultados, em conjunto, fornecem claras
evidéncias de que o NO é um dos mediadores que contribui para a inflamacéo

periférica e a nocicepcdo causadas pelo glutamato.
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Estudos recentes indicam que o NO participa do desenvolvimento de
edema, promovendo a dilatacdo de microvasos e aumento da permeabilidade
microvascular (Davies et al., 1995; Omote et al., 2000; 2001). No modelo da
carragenina, o NO participa tanto da fase inicial quanto tardia da resposta
edematogénica, e acredita-se que seja produzido principalmente pelas NOS
constitutiva e induzida, respectivamente, nestas duas fases (embora na fase
tardia as NOS constitutivas continuem gerando NO e participando do processo
inflamatorio). A liberacdo de NO e seus metabdlitos apés a injecdo de
carragenina, medida através de microdialise na pata de ratos, é inibida pela L-NG-
monometil arginina (L-NMMA), um inibidor ndo seletivo das isoformas de NOS, em
todas as fases do edema induzido pela carragenina (0 até 8 h) (Salvemini et al.,
1996; Omote et al.,, 2001). Além disso, com a neurotomia do nervo ciatico
ipsilateral observa-se o inicio da liberacdo pronunciada de NO somente 3 h apos
a injecdo de carragenina, sugerindo que, nesse caso, a indu¢do da NOSi em
outras ceélulas, como por exemplo macréfagos, ossos, osteoblastos e glia, seria
responsavel por esta producdo tardia de NO (Omote et al., 2001). A discreta
inibicdo do edema induzido pela inje¢do intraplantar de glutamato pela L-NOARG
também pode ser decorrente do fato de que a dose de glutamato utilizada nestes
experimentos (30 nmol/pata) foi selecionada para avaliacdo do efeito
antinociceptivo, ou seja, é 5 vezes maior do que a dose necessaria para induzir a
resposta edematogénica em camundongos. Um estudo particular, com doses
apropriadas de glutamato, seria mais adequado para definir a participacdo de
diversos mediadores na resposta edematogénica. E interessante observar que
ap6s o tratamento neonatal com capsaicina, que degenera fibras sensoriais

aferentes, houve significativa diminui¢cdo da formacdo de edema, o que pode ser
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um indicio da participacdo do NO, receptores NK1 e outros, presentes em
neurdnios aferentes neste efeito, embora a medida dos metabdlitos do NO néo
tenha sido realizada nestes experimentos. Como mostram Handy e Moore (1998),
a administragcdo de um inibidor da NOSn, 7-nitro indazol (7-NI) atenua a primeira
fase do edema mediado por carragenina, portanto é possivel que o NO detectado
apoés a injecdo intraplantar de glutamato também seja proveniente da NOS
constitutiva presente em células neuronais. Dentre os eventos desencadeados
pela ativacdo do receptor NMDA, estad a ativacdo das formas constitutivas da NOS
(Meller e Gebhart, 1993). O NO produzido se difunde do local onde é produzido
tanto para o neurdnio pré-sinaptico quanto para células adjacentes e, no caso dos
neurbnios, ativando a guanilato ciclase soluvel e facilitando a liberacdo de
aminoacidos excitatéros e taquicininas, atuando como um mensageiro retrogrado
e perpetuando o processo (Park et al., 2000).

Existem evidéncias indicando que o glutamato e alguns neuropeptideos,
especialmente a substancia P (SP), co-existem em fibras sensoriais periféricas de
grande e pequeno diametro (Biasi e Rustioni, 1988; Smullin et al., 1990; Urban e
Nagy, 1997) e podem ser liberados de fibras aferentes primarias (Biasi e
Rustioni, 1988; Teoh et al.,, 1996). Ademais, Carlton e colaboradores (1998)
observaram que a SP, injetada perifericamente, potencializa a nocicep¢éo
induzida pelo glutamato. Outras evidéncias igualmente sugerem que o glutamato
e a SP podem atuar sinergisticamente na transmissdo da dor (Rusin et al., 1993;
Teoh et al.,, 1996). Os resultados do presente trabalho demonstram que as
neurocininas, atuando em receptores NK2, e em menor extensdo em receptores
NK1, estdo envolvidas na nocicep¢cdo mediada pelo glutamato, enquanto somente

0 subtipo de receptores NK2 parece estar envolvido na formacdo de edema
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induzida pelo glutamato. Ao contrario, o SR 142801, um antagonista seletivo de
receptores NK3, falhou em interferir tanto na nocicepc¢do quanto na formacédo do
edema induzidos pelo glutamato, sugerindo que estas respostas ndo envolvem a
ativagcao do receptor NK3. O RNAm do receptor NK3 é indetectdvel em neurdnios
sensoriais aferentes primarios, mesmo ap6s a injecdo intraplantar de formalina,
mostrando que o papel desses receptores na nocicep¢ao pode ser muito diferente
dos outros receptores para taquicininas (McCarson, 1999). Tais descobertas
sugerem que existem algumas diferencas importantes nas a¢des das neurocininas
liberadas de fibras sensoriais sensiveis a capsaicina, apds injecao i.pl. de
glutamato em camundongos, quando comparado a outros modelos de nocicep¢éo
e inflamacdo. Estudos prévios mostram que os receptores NK1, NK2 e NK3 estédo
envolvidos em dois modelos de nocicep¢gdo mediados em parte pela liberagdo de
glutamato, formalina e capsaicina (Santos e Calixto, 1997). No estudo realizado
por Santos e Calixto (1997), os antagonistas NK1 foram efetivos em inibir
principalmente a primeira fase da nocicepc¢do induzida pela formalina, periodo no
qual ocorre a maior liberacdo periférica de aminoacidos excitatérios (Omote et
al., 1998). A nocicepcdo causada por doses sublimiares de formalina foi
potencializada pela co-administracdo de SP e glutamato em ratos, efeito revertido
pelo pre-tratamento dos animais com inibidores da sintese de NO, da producéo
de metabolitos do 4&cido araquidénico e da proteina quinase C. O efeito
antinociceptivo dos trés inibidores foi observado na fase tardia do modelo,
sugerindo que estes segundos mensageiros estdo criticamente envolvidos na
transmissdo nociceptiva tardia causada pela formalina (Coderre e Yashpal, 1994).

Em 1988, Biasi e Rustioni demonstraram que a SP e o glutamato coexistem

em terminais aferentes periféricos (fiboras C e Ad) e nas laminas superficiais da
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medula espinhal e sugeriram que esses dois neuromediadores poderiam ser co-
liberados dos mesmos terminais. Essa hipotese foi confirmada posteriormente por
estudos que demonstraram a liberacdo de SP, NKA e aminoacidos excitatérios de
fioras aferentes ndo mielinizadas ap6s estimulacdo nociceptiva e que estes
mediadores podem, além de excitar membranas pds-sinapticas, modular a funcdo
pre-sinaptica (Juranek e Lembeck, 1997; Liu et al., 1997; Urban e Nagy, 1997). O
tratamento com antagonistas de receptores NK1 também causa diminuicdo da
resposta nociceptiva provocada pela injecdo de NMDA, apresentando mais uma
evidéncia de que os amino&cidos excitatérios interagem com as taquicininas para
causar nocicepg¢ao (Liu et al., 1997).

Os resultados deste trabalho sugerem que o neuropeptideo CGRP, que co-
existe com a SP em terminais sensoriais e participa de maneira importante da
resposta inflamatoria, incluindo a formacdo de edema, extravasamento de
proteinas plasmaticas e vasodilatacdo (Brain et al., 1985; Brain e Williams,
1989), parece ndo exercer papel relevante na nocicep¢do e no edema de pata
mediados pelo glutamato. Esta conclusdo esta baseada nos resultados indicando
que o antagonista seletivo de receptores de CGRP, o fragmento CGRPg-37,
administrado em uma dose que inibe o edema de pata induzido pelo agonista B,
des-Arg?-BK (Ferreira et al., 2000), falhou em interferir nas respostas mediadas
por glutamato.

O antagonista seletivo de receptores B: para as cininas, a des-Arg®[Leu?]-
BK, causou inibicdo dependente da dose, da nocicepcdo causada por glutamato
quando co-injetado com este na pata de camundongos, indicando que o receptor
B: participa da nocicepc¢do induzida por glutamato. Ao contrario, os receptores B2

para as cininas parece ndo estar envolvido na nocicep¢do e no edema de pata
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induzidos por glutamato, uma vez que o antagonista seletivo destes receptores, 0
HOE 140, em dose que inibe a nocicepcdo espontanea induzida pela bradicinina
(dados ndo publicados), ndo foi capaz de interferir com as respostas nociceptiva
e edematogénica induzidas pelo glutamato. Os resultados do presente estudo
demonstram, pela primeira vez, que pelo menos em camundongos o receptor B:
para as cininas tem uma importante contribuicdo na nocicepcdo mediada pelo
glutamato. Posto que ambos os tipos de receptores glutamatérgicos, ionotrépicos
e metabotropicos, foram encontrados em determinados processos inflamatorios e
durante a hiperalgesia persistente (Carlton e Coggeshall, 1999; Coggeshall e
Carlton, 1999; Stanfa e Dickenson, 1999; DeGroot et al., 2000; Mills e
Hulsebosch, 2002), é possivel postular que antagonistas seletivos dos receptores
B: podem ter valor terapéutico no controle das desordens nociceptivas e
inflamatorias envolvendo o glutamato. A bradicinina e outros mediadores induzem
um aumento da liberacdo de glutamato a partir de neurbénios do ganglio da raiz
dorsal e células de Schwann de ratos in vitro e, portanto, podem modular a acdo
de mediadores pro-nociceptivos (Parpura et al., 1995; Rydh-Rinder et al., 2001).
Camundongos, espécie na qual os receptores B: sdo expressos constitutivamente
e perdem a capacidade de expressa-los através de manipulacdo genética
(nocaute para o receptor Bi), sdo hipoalgésicos na primeira fase do teste da
formalina e no teste da capsaicina, reforcando a hipotese de que este receptor
participa da nocicepcdo neurogénica (Pesquero et al., 2000).

Para avaliar o papel desempenhado pela liberacdo de neuropeptideos das
fibras sensoriais na nocicep¢do e no edema de pata induzidos por glutamato, um
grupo de camundongos foi tratado durante o periodo neonatal com capsaicina,

com uma dose da neurotoxina que depleta irreversivelmente fibras aferentes
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primarias nao mielinizadas (Holzer, 1991). O tratamento neonatal com capsaicina
inibiu significativamente tanto a nocicep¢do como o edema de pata induzidos pelo
glutamato. Este resultado reforga o conceito que os neuropeptideos liberados de
fibras aferentes sensoriais sensiveis a capsaicina, principalmente as do tipo C,
desempenham papel critico na nocicepcdo e no edema resultantes da injecdo i.pl.
de glutamato em camundongos. De acordo com esses dados, foi relatado que o
tratamento neonatal de ratos com capsaicina bloqueia 50% da resposta
nociceptiva induzida pela injecao i.t. de NMDA (Lovinger e Weight, 1988). Dentre
0s neurotransmissores depletados ap6s o tratamento neonatal com capsaicina, 0S
principais envolvidos com a transmissdo da dor sdo: SP, NKA e CGRP (Holzer,
1991). A diminuicdo da sintese de mediadores induzida pelo tratamento com
doses altas de capsaicina (> que 50 mg/kg) varia conforme o tecido e a espécie,
mas normalmente € irreversivel.

O fator nuclear kB (NFKB) é um fator de transcricdo que normalmente esta
seqlestrado no citoplasma pela sua proteina inibitdria, o IkB. Sinais que ativam o
NFkB causam a degradacédo do IkB, permitindo que o NFKB seja transportado até
0 nucleo da célula, ligue a regiGes especificas do DNA e ative a expressao de
alguns genes. Ja foi demonstrado que o tratamento de neurdnios com glutamato
ou cainato e a ativacdao de receptores glutamatérgicos ionotrépicos resulta na
migracdo do NFkB para o nucleo e consequente aumento da expressdo de
algumas proteinas como: superoxido dismutase de manganés, calbindina, fatore
de crescimento derivado do cérebro (BDNF), proteinas da familia Bcl-2, fator de
necrose tumoral a (TNF-a), proteinas inibidoras de apoptose, NOSi e outras

(Madrigal et al., 2001; Wellmann et al., 2001; Wood, 2001; Hardingham e Bading,
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2003). A injecdo i.pl. de glutamato, pelo menos no periodo analisado, parece nédo
induzir a expressdo rapida de genes regulados pelo NFkB, o que foi demonstrado
pela impossibilidade de identifica-lo no ndcleo das células isoladas da pata de
camundongos 15 min apds a injecdo de glutamato.

De acordo com dados descritos na literatura, a hipétese de uma interacdo
entre cininas, taquicininas e aminoacidos excitatorios poderia ser responsavel,
em parte, pela nocicepcdo observada neste modelo (figura 25). Os receptores de
taquicininas (NK1 e NK2), cininas (B1) e glutamatérgicos metabotrépicos do grupo
[, positivamente acoplados a proteina G, ativam a fosfolipase C que gera IP3 e
DAG. O DAG, por sua vez, ativa a proteina quinase C (PKC), que é translocada
do citoplasma até a membrana plasmatica e fosforila proteinas presentes tanto no
citoplasma quanto na membrana. Uma das proteinas fosforiladas pela PKC é o
receptor NMDA, cuja fosforilacdo altera a cinética da ligacdo do magnésio (Mg?2+),
liberado do seu sitio com potencial de membrana proximo ao repouso, 0 que ndo
ocorre em condi¢cdes normais. O aumento do influxo de Ca?2* através do receptor
NMDA facilita a ativacdo posterior da PKC. A elevacdo da concentracdo de Ca?*
intracelular estimula a NOS a produzir NO, que se se difunde para neurdnios
adjacentes e para o proprio neurbnio pré-sinaptico, induzindo a producdo de
mediadores pro-nociceptivos. Outro mecanismo responsavel pelo aumento das
respostas do receptor NMDA ap6s a ativacdo dos receptores metabotrépicos é a
ativacdo da adenilato ciclase e de outras quinases dependentes da producao de
AMPc. Através dos mesmos sinais de transdugdo, os receptores metabotrépicos
do grupo | induzem, indiretamente, a fosforilacdo dos receptores NMDA, AMPA e

KA, através da PKC, PKA e ERK/MAP quinases. Por outro lado, a ativacao de
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receptores glutamatérgicos metabotropicos dos grupos Il e Ill, acoplados a
proteina Gi, e em alguns casos do grupo I, inibe a atividade do receptor NMDA.

Analisados em conjunto, os resultados do presente estudo fornecem
evidéncias consistentes indicando que a injecdo intraplantar de glutamato em
camundongos resulta em nocicepcdo significativa, com rapido inicio e curta
duragdo, associada a formacdo de edema de pata. Ambos os efeitos foram
claramente proporcionais a dose de glutamato empregada. A resposta nociceptiva
induzida pelo glutamato parece envolver sitios de acdo periféricos, sendo
mediada principalmente por receptores NMDA, ndo NMDA, pelo sitio modulatério
da glicina e pela liberacdo de NO. A ativacdo do receptor B: (mas ndo do receptor
B2) para as cininas e a liberacdo de neurocininas e consequente ativacdo dos
receptores NK2, e em menor extensao os receptores NK1, também contribuem de
maneira importante na génese da resposta nociceptiva mediada por glutamato. Ja
o edema de pata associado a resposta nociceptiva causada pelo glutamato
parece ser mediado principalmente pela ativacdo de receptores glutamatérgicos
nao-NMDA, receptores NK2 e pela liberacdo de NO. As fibras sensiveis a
capsaicina parecem participar de maneira importante de ambas as respostas
induzidas pelo glutamato, exercendo um papel mais pronunciado no controle da
resposta nociceptiva do que na formacéao de edema.

A participacdo do sistema glutamatérgico na transmissdo nociceptiva
periférica estd bem caracterizada. Todos os subtipos de receptores (ionotrépicos
e metabotropicos) ja foram identificados em terminais sensoriais e a participacado
dos amino&cidos excitatorios mais abundantes, glutamato e aspartato, na génese
de diversos tipos de dor, j& foi determinada. A alternativa de tratar diversos tipos

de dor localmente pode eliminar uma série de feitos indesejaveis causados pelos
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antagonistas glutamatérgicos administrados sistemicamente. A associa¢do de
doses sublimiares de antagonistas glutamatérgicos ou o desenvolvimento de
antagonistas que ndo atravessam a barreira hemato-encefalica sdo opcoes
vidveis para a terapia periférica da dor, dissociando-a dos efeitos adversos
causados pela diminuicdo da transmissdo glutamatérgica central. A possibilidade
de fornecer uma ferramenta simples e rapida para o estudo e o desenvolvimento
de terapias adequadas para as condi¢cdes patoldégicas em que 0s aminodacidos
excitatorios estdo envolvidos é que torna este estudo importante do ponto de

vista terapéutico.

6. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente estudo indicam que:

1) a injegdo intraplantar de glutamato em camundongos resulta em nocicepgdo
significativa, com rapido inicio e curta duracdo, associada a formacédo de
edema de pata. Ambos os efeitos foram claramente proporcionais a dose de
glutamato empregada.

2) a resposta nociceptiva induzida pelo glutamato parece envolver sitios de acéo
periféricos, sendo mediada principalmente por receptores NMDA, ndo NMDA,
pelo sitio modulatério da glicina e pela liberagcdo de NO.

3) a ativacdo do receptor B (mas ndo do receptor B) para as cininas e a
liberacdo de neurocininas e conseqiente ativacdo dos receptores NK2, e em
menor extensdo o0s receptores NK1, também contribuem de maneira

importante na génese da resposta nociceptiva mediada por glutamato.
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0 edema de pata associado a resposta nociceptiva causada pelo glutamato
parece ser mediado principalmente pela ativacdo de receptores
glutamatérgicos ndo-NMDA, receptores NK2 e pela liberagdo de NO.

As fibras sensiveis a capsaicina parecem participar de maneira importante de
ambas as respostas induzidas pelo glutamato, exercendo um papel mais
pronunciado no controle da resposta nociceptiva do que na formacdo de

edema.
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SUMMARY

This study characterizes the receptor subtypes and investigates some of
the mechanisms by which glutamate, injected intraplantarly (i.pl.) into the mouse
paw, produces nociception and paw oedema. I.pl. injection of glutamate induced a
rapid onset, dose-related pain response, apparently pH independent, associated
with oedema formation, associated with plasma-protein extravasation. Pre-
treatment with Chicago sky blue 6B, an inhibitor of glutamate uptake, caused a
significant (about six fold) reduction of the mean EDso value for glutamate-
induced nociception, but not paw oedema. NMDA receptor antagonist MK 801,
given by i.pl. route, produced graded inhibition of glutamate-induced nociception.
Kainate and AMPA receptor antagonists, NBQX and SYM 6602, metabotropic
antagonist E4CPG, and also the antagonist that acts at the NMDA receptor-
associated glycine binding site felbamate, i.pl., significantly inhibited the
nociception induced by the i.pl. glutamate injection. The tachykinin NK2 (SR
48968), and to a lesser extent the NK1 (FK 888), selective receptor antagonists
(i.pl.) caused a significant reduction in glutamate-induced nociception. In
contrast, the selective NKs (SR 142801) or the calcitonin gene-related peptide
(CGRPs-37) selective receptor antagonists failed to significantly affect glutamate-
induced nociception or oedema formation. SR 48968, but not FK 888, significantly
inhibited glutamate-induced paw oedema formation. The selective Bi receptor
antagonists des-Arg®-[Leu8]-BK, but not the B2 receptor antagonist HOE 140
(i.pl.), together with glutamate, also inhibited nociception in a graded manner
without affecting the glutamate-induced paw oedema. L-N"-nitro-arginine (L-
NOARG, intraperitoneal [i.p.] or i.pl.) reduced the nociception and paw oedema
caused by glutamate, an effect that was reversed by L-arginine but not by D-
arginine.  S-nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamine, i.pl., greatly  potentiated
glutamate-induced nociception and oedema. In addition, the i.pl. injection of
glutamate also increased, in a graded manner, the nitrite levels in the hindpaw
exudate. Neonatal-capsaicin treatment inhibited glutamate-induced nociception
and to a lesser extent glutamate-mediated oedema formation. The nociception or

oedema induced by i.pl. injection of glutamate were not altered by the animal
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treatment with fucoidin, a selectin-inhibitor. In the time point studied (15 min), the
I.pl. injection of glutamate did not produced a increase of myeloperoxidase
activity or activation of the nuclear factor kB. Histological analysis of the tissue
collected from the paw treated i.pl with vehicle or glutamate demonstrated that
have little infiltration of cells, moderate oedema and vascular congestion.
Collectively, the current results indicate that the nociception caused by i.pl.
injection of glutamate in mice is clearly mediated by ionotropic and metabotropic
glutamate receptors activation, by a mechanism which largely depends on the L-
arginine-nitric oxide pathway, capsaicin-sensitive fibres and by release of
neurokinins from sensory neurones that activate NK2 receptors and to a lesser
extent NK1 receptors, besides kinins acting at Bi receptors. In contrast,
glutamate-induced paw oedema seems to be primarily mediated via activation of
NK2 receptors, KA receptors, nitric oxide and stimulation of capsaicin-sensitive C-
fibores. CGRP receptors do not seem to be involved in either of the glutamate

responses.
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Somos todos malucos,
quem n&o quer ver malucos

deve quebrar os espelhos.

Voltaire



