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RESUMO

A inosina é um nucleosideo formado pela desaminac¢do da adenosina
pela a¢do da adenosina desaminase (ADA). A adenosina e a inosina
possuem grande semelhanga quimica, tendo como diferenca um
grupamento amina. Entre outras fungdes fisioldgicas, a inosina apresenta
atividade anti-inflamatéria, neuroprotetora e cardiotonica. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o perfil antinociceptivo da inosina, avaliando
seus mecanismos de acdo e comparando seus efeitos aos causados pela
adenosina. Foram utilizados camundongos das linhagens C57black/6,
Swiss e ratos Wistar. A inosina e a adenosina (10 mg/kg, i.p.) reduziram
a nocicepcio induzida pela formalina, ambas com inibi¢cdes de 44%.
Quando coinjetada com a formalina, a inosina (20 ug/sitio) apresentou
efeito antinociceptivo na pata ipsilateral, mas nio na pata contralateral.
O DPCPX, um antagonista seletivo de receptores Al de adenosina
(A1R), quando injetado pela via i.t. (10 nmol/sitio) ou i.p. (0,1 mg/kg)
preveniu a antinocicep¢do induzida pela inosina (10 mg/kg, i.p.). Porém,
quando injetado localmente, o DPCPX (5ug/sitio) ndo preveniu o efeito
antinociceptivo local da inosina. A inosina administrada pelas vias i.t.
(10 pg/sitio) ou i.p. (10 mg/kg) ndo apresentou efeito antinociceptivo
em animais nocaute para A1R, contudo, localmente (20 pg/sitio, i.pl.) a
inosina exerceu atividade antinociceptiva. Animais tratados com
oligodeoxinucleotideo antisentido para o AlR (AS-ODN-AIR)
apresentaram reducdo da expressdo do A1R, e foram insensiveis ao
efeito antinociceptivo da inosina (10 mg/kg, i.p.). A inosina e a
adenosina deslocaram o ligante radioativo [3H]DPCPX no ensaio de
ligacdo especifica para o AIR, com CIS0 de 36 nM e 113 nM,
respectivamente. A toxina pertussis, o0 CaCl,, os bloqueadores de canais
de K" caribdotoxina, glibenclamida, tetraetilamonio e 4-aminopiridina
previniram o efeito antinociceptivo da inosina (10 mg/kg, i.p.) no teste
da formalina. A inosina (10 mg/kg, i.p.) também reduziu a hiperalgesia
induzida pelo PMA (0,1 nmol/pata) e pela bradicinina (3 nmol/pata),
ativadores direto e indireto da PKC, respectivamente, mas ndo reduziu a
hiperalgesia induzida pela PGE, (10 nmol/pata) e forskolina (1
pmol/pata), ambos ativadores indiretos da PKA. A inosina também
reduziu a hiperalgesia mecénica induzida pelo CFA e pela ligacdo
parcial do nervo cidtico, além de reduzir os niveis de TNF-a na pata
induzido pela injecdo intraplantar de CFA. A inosina (10 mg/kg, i.p.)
reduziu a dor espontanea induzida pela injecdo intratecal de TNF-a (0,1
pg/sitio) e substincia P (50 nmol/sitio), mas ndo a dor induzida pela IL-



1B (1 pg/sitio). A administracdo de deoxicoformicina (DCF, inibidor da
adenosina desaminase, 50 mg/kg, i.p.) reduziu a antinocicepgdo induzida
pela inosina no teste da formalina. As doses sub-ativas de forodesinea
(FDS, inibidor da purina nucleosideo fosforilase, 0,1 mg/kg, i.p) e
inosina (3 mg/kg, i.p.) quando associadas induziram antinocicep¢do no
teste da formalina. A inosina e a adenosina apresentaram -efeito
antinociceptivo até 2 horas apds o tratamento no teste da formalina.
Trinta minutos apds a admnistracdo de adenosina (10 mg/kg, i.p.) ou
inosina (10 mg/kg, i.p.), foi encontrado no plasma sanguineo de
camundongos apenas niveis elevados de inosina. Estes resultados
demonstram que os AIR centrais estdo envolvidos na antinocicep¢do da
inosina, e que este envolvimento se da pela ativagdo direta do receptor,
sendo a inosina um ligante endégeno do AIR. A ativacdo dos canais de
K", redugdo dos niveis intracelulares de Ca”™ e a inibicio da PKC sdo
eventos que parecem estar envolvidos neste efeito. Ainda, a inosina
reduz a hiperalgesia através da reducdo dos niveis de TNF-a.
Finalmente, a inosina e€ a adenosina além de serem moléculas muito
parecidas quimicamente, também possuem efeitos muito similares,
sendo a inosina, um provavel modulador endégeno da dor.

Palavras-chave: nucleosideos, dor, dor cronica, nocicep¢ao, inosina,
adenosina, adenosina desaminase



ABSTRACT

Inosine is formed from adenosine breakdown aftemdeation by
adenosine deaminase (ADA) action. Adenosine andineohave
several structural and chemical similarities, beimg amine group
the only difference. Among other physiological ftions, inosine
has anti-inflammatory, neuroprotective and cardimeffects. The
objective of this study was to evaluate the anicentive profile of
inosine, to investigate its mechanisms of actioth #nevaluate and
compare its effects with those caused by adenosgingnals used
were C57black/6 and swiss mice and Wistar ratssihao and
adenosine (10 mg/kg, ip) reduced nociception indume formalin,
both which 44% of inhibition. When co-administersith formalin,
inosine (20ug / site) induced antinociceptive effect in thelgisral,
but not in the contralateral paw. DPCPX, an ant&jai adenosine
Al receptor (A1R), when injected via i.t. (10 nmaite) or i.p. (0.1
mg / kg) blocked the antinociceptive effect of imes(10 mg / kg,
ip). However, when injected peripherally, DPCPX.dfitio) did
not prevent the local antinociception induced bgsine. Using
knockout animals for ALR, inosine by i.t. (10 mgite) or i.p. (10
mg / kg) routes showed no antinociceptive effeaiwiver, when
injected locally (20ug / site, i.pl.) inosine induced antinociceptive
activity. Animals treated with antisense oligodeoxgleotide (AS-
ODN) for A1R showed a reduction of AL1R expressi@nd
abolished the inosine (10 mg / kg, ip) antinocig@ptBoth inosine
and adenosine displaced the radioactive ligand himm s$pecific
binding assay for the A1R, with maximum inhibiti@i 71 and
60%, respectively. Pertussis toxin, CaCl2, bloclk#r&+ channels
such as caribdotoxin, glibenclamide, tetraethylamionm and 4-
aminopyridine prevented the inosine antinociceptibrosine (10
mg / kg, ip) also decreased hyperalgesia inducedNag (0.1 nmol
/ paw), and bradykinin (3 nmol / paw), direct amdlifect PKC
activators, respectively. However, inosine did nptrevent
hyperalgesia induced by PGE2 (10 nmol / paw) angkfdin (1
mmol / paw), both indirect PKA activators. Inosiso reduced the
mechanical hyperalgesia induced by CFA and paliggition of
sciatic nerve. In addition, inosine reduced TNFevels in the paw
after intraplantar injection of CFA. Inosine (10 mdg ip) also



reduced spontaneous pain induced by intratheaadtion of TNF-_
(0.1 pg / site) and

Substance P (50 nmol / site), but did not redueeptkin induced by
IL-1_ (1 pg/ site). Administration of deoxycoforem (DCF, 50 mg
/ kg ip) reduced inosine antinociception in the nfatin test.
Subactive doses of FDS (0.1 mg / kg, ip) and irm$8ymg / kg, ip)
when associated induced antinociception in the #&immtest.
Inosine and adenosine presented antinociceptieetaip to 2 hours
after treatment in the formalin test. Thirty minuteafter
administration of adenosine (10 mg / kg, ip) orsine (10 mg / kg,
ip), only inosine elevated plasma levels were fouHRdese results
demonstrate that the central A1R are involved itinaniception
induced by inosine, and this involvement occursliogct activation
of the receptor, being inosine an endogenous ligahdl1R. In
addition, after activation of A1R, activation of K¢hannels,
reduction of intracellular Ca2+ levels and inhibiti of PKC are
events that are involved in this effect. Furtherpsine reduces
chronic hyperalgesia by reducing levels of TNF-_inalty,
adenosine and inosine are very similar moleculasatso have very
similar effects. Then, we suggest that inosine nseadogenous
modulator of pain.

Keywords. nucleosides, pain, chronic pain, nociception,sine,
adenosine, adenosine deaminase
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1 INTRODUCAO
1.1 O SISTEMA PURINERGICO
O ATP e um breve histérico do sistema purinérgico na farmacologia

A histéria do sistema purinérgico na Farmacologia inicia em
1929, quando Drury e Szent-Gyorgi descrevem as potentes acdes das
purinas adenina e adenosina no cora¢do e em vasos sanguineos de
cdes (Drury e Szent-Gyorgyi, 1929). No entanto, a histéria deste
sistema na Farmacologia se tornou importante devido ao trifosfato de
adenosina (ATP). O ATP (figura 1) € um nucleotideo que, entre suas
principais fungdes, fornece energia para as células dos organismos
vivos (Jordan e Oster, 1948; Ghosh, 1963). Inclusive, erroneamente,
por décadas acreditou-se que esta fosse a tUnica funcdo do ATP
(Burnstock, 2009). No entanto, no decorrer do século passado foram
descobertas diversas novas fungdes bioldgicas do ATP, as quais
demonstraram, por exemplo, que o ATP exerce fun¢des no sistema
nervoso central (SNC) e periférico (SNP) (Burnstock, 2009). Hoje
sabe-se que o ATP pode ser liberado de varios tipos celulares, em
sinapses neuronais, sendo liberado como um neurotransmissor
(Burnstock, Krugel et al., 2011; Bodin e Burnstock, 2001).
Entretanto, o ATP pode também ser liberado sob condigdes
patolégicas apds danos celulares e de plaquetas, por exemplo, em
resposta a uma diminui¢do da pressdo parcial de oxigénio
(Burnstock, 2007a).
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Figura 1. Estrutura quimica do ATP

Em 1970, Burnstock apresentou evidéncias de que o ATP
atuaria como um neurotransmissor em neurdnios nao adrenérgicos e
ndo colinérgicos. Finalmente, em 1972, Burnstock propds a hipétese
da neurotransmissdo purinérgica. Em seguida, foi estabelecido que o
ATP atuava como um cotransmissor, juntamente com transmissores
cldssicos, tanto no sistema nervoso periférico como no sistema
nervoso central. Ainda, foi evidenciado que purinas também atuavam
como potentes mensageiros extracelulares em células ndo neuronais
(Kasakov e Burnstock, 1982; Sneddon e Burnstock, 1984; Sneddon e
Westfall, 1984; Burnstock e Knight, 2004). Em 1978, Burnstock
estabeleceu as bases para a distincdo de dois tipos diferentes de
receptores purinérgicos. Ele denominou os receptores sensiveis a
adenosina de P1 e os receptores sensiveis a ATP de P2 (Burnstock,
1978; Burnstock e Kennedy, 1985).

Os constituintes e o metabolismo do sistema purinérgico

Purinas extracelulares como a adenosina, o difosfato de
adenosina (ADP) e o ATP, ou pirimidinas como o difosfato de
uracila (UDP) e o trifosfato de uracila (UTP) sdo importantes
moléculas sinalizadoras que medeiam diversos efeitos bioldgicos via
receptores de superficie de membrana, chamados receptores para
purinas (Ralevic e Burnstock, 1998). Todas estas moléculas
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pertencem ao sistema purinérgico e possuem como principal
molécula precursora de vérios outros metabdlitos o ATP. No interior
da célula, o ATP pode ser convertido em monofosfato de adenosina
(AMP) através de uma reagdo reversivel dependente de adenilil
quinase € ATPase (ver figura 2). O AMP pode ser convertido em
adenosina através da enzima intracelular 5-nucleotidase e a
adenosina, pode ser transportada para o meio extracelular através de
transportadores bidirecionais de nucleosideos, podendo ativar
receptores de adenosina em células adjacentes. O ATP pode também
sair para o meio extracelular, e ativar seus respectivos receptores do
tipo P2. Uma parte deste ATP pode originar adenosina por a¢ap da
ecto-nucleotidases. Existe uma familia de ecto-nucleotidases, sendo a
ecto-5-nucleotidase (NT5’E) a principal enzima responsdvel em
realizar estas reagdes sob condi¢des fisioldgicas (para revisdo ver
Sawynok e Liu, 2003).

A adenosina ou o AMP também podem ser sintetizados a
partir do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), que é produzido
intracelularmente a partir da ativacdo de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) de superficie celular, com posterior conversao
para AMP sob acdo da fosfodiesterase. Outra fonte de adenosina no
interior da célula é a S-adenosil- homocisteina, no entanto, esta via
ndo estd intimamente relacionada com o estado de energia da célula
(Rosenberg e Li, 1995; Brundege, Diao et al., 1997).

A conversdo da adenosina para inosina, pode ocorrer nos
meios intra e extracelular. Intracelularmente a inosina é formada pela
quebra da adenosina pela adenosina desaminase (ADA). No meio
extracelular, a ecto-adenosina desaminase € responsdvel pela
biossintese da inosina a partir da adenosina (Figura 2) (Sala-Newby,
Skladanowski et al., 1999; Sawynok e Liu, 2003).
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Figura 2. Metabolismo purinérgico. ATP, trifosfato de adenosina; AMP,
monofosfato de adenosina; AMPc, monofosfato de adenosina ciclico;
GPCR, receptores acoplados a proteinas G; G, proteina G; P1, receptores de
adenosina do tipo P1; Al, A2A, A2B e A3, receptores de adenosina; P2X e
P2Y, receptores purinérgicos do tipo P2. Adaptado de Sawynok e Liu,
2003.

Quando metabolizada, a inosina é convertida em hipoxantinas
pela acdo da purina nucleosideo fosforilase (PNP), que
posteriormente sdo convertidas em d4cido urico e perdéxido de
hidrogénio (H,O,) pela xantina oxidase (XO) (para revisdo ver
Hasko, Sitkovsky et al., 2004). Intracelularmente, a concentragdo de
ATP € 50 vezes mais elevada do que a de AMP, e pequenas
variagdes nas concentragdes de ATP podem resultar em um grande
aumento do AMP. Desta forma, este sistema representa um sensor
muito sensivel a qualquer aumento do estresse metabdlico (Latini e
Pedata, 2001).
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A adenosina

A adenosina é um nucleosideo derivado do ATP, formado a
partir do AMP pela acdo da enzima 5-nucleotidase (Sawynok, 1998;
Sawynok e Liu, 2003). A estrutura quimica da adenosina ¢é
constituida por uma molécula de adenina ligada a uma molécula de
ribose (figura 3). A férmula molecular deste nucleosideo é
CioH13N504.

NH,
M Y
4
HO <N |N,)
OH CH

Figura 3. Estrutura quimica da adenosina.

A adenosina é uma molécula com ac¢do neuromoduladora e
estd envolvida em muitas fungdes fisioldgicas no SNC e na periferia
(para revis@o ver Ribeiro, Sebastido et al., 2002). Entre as fun¢des
que a adenosina exerce estdo as de regulacdo do sono, da ansiedade,
da dor, da cogni¢do e da memdria. A adenosina apresenta efeitos
neuroprotetores sob certas condi¢des patoldgicas, como trauma,
isquemia, convulsdo, hemorragia e epilepsia (Dunwiddie e Masino,
2001; Mayne, Fotheringham et al., 2001). A regulacdo dos niveis
endogenos de adenosina se dd através da sua producdo, do seu
metabolismo e transporte (Dunwiddie e Masino, 2001; Fredholm, Ap
et al., 2001; Latini e Pedata, 2001).
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1.2 OS RECEPTORES PURINERGICOS

Como ja mencionado, os receptores purinérgicos sdo divididos
em dois grandes grupos, os receptores P1, que possuem como
principal agonista enddgeno a adenosina, e os receptores P2,
sensiveis principalmente ao ATP e a UTP. Os receptores do tipo P1,
também chamados de receptores para adenosina, sdo divididos em
quatro subtipos, Al, A2A, A2B e A3, e todos sdo acoplados a
proteinas G (Fredholm, Ap et al., 2011). Os receptores P2 dividem-se
em duas categorias, P2X e P2Y. Os receptores P2Y sdo acoplados a
proteinas G e os P2X sdo receptores ionotropicos (Burnstock e
Kennedy, 1985).

Os receptores P2

Os receptores P2 ndo serdo muito explorados no presente
trabalho, uma vez que o mesmo abordard as propriedades e o perfil
de substincias sobre o sistema adenosinérgico e sobre os receptores
do tipo P1. No entanto, serd apresentado de uma forma breve e
resumida algumas caracteristicas bdsicas destes receptores que sdo
ativados pelo ATP e que juntamente com os receptores Pl,
constituem os receptores do sistema purinérgico. A ativacdo pelo
ATP destes receptores que incluem as familias P2X e P2Y, de forma
geral, estimulam a excitabilidade celular, aumenta a liberagdao de
aminoécidos excitatérios e consequentemente facilita a transmissao e
as respostas a dor (Burnstock, Fredholm et al., 2011; Burnstock,
1981; Burnstock e Knight, 2004; Burnstock, 2007b). Em seguida,
serdo apresentadas algumas caracteristicas e classificacdes referentes
aos receptores P2X e P2Y.

Os Receptores P2X

Os receptores P2X compdem uma familia de canais i6nicos
operados por ligantes, seletivos a cdtions e que apresentam
permeabilidade praticamente igual para Na" e K*, mas também sdo
permedveis ao Ca* (Khakh, Burnstock et al., 2001; North, 2002). O
dominio extracelular contém sitios de ligacao para outros reguladores
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extracelulares além do ATP (Vial, Roberts et al., 2004), além de
sitios para agonistas, antagonistas e moduladores alostéricos (Khakh,
2001; Silberberg, Li et al., 2007). No espaco intracelular o ATP
estimula os receptores P2X, causando despolarizagdo celular,
abertura do poro do canal e fluxo idnico, com consequente acimulo
intracelular de Ca™, e assim, a iniciacdo das fungdes celulares. O
aumento dos niveis intracelulares de Ca** evoca uma liberacio de
transmissores de células gliais e neuronais do sistema nervoso central
e periférico, promove liberacdo de hormdnios de glandulas
enddcrinas, disparos na contracdo muscular, regula motilidade ciliar
de vias aéreas e ativa cascatas de sinalizacdo em uma variedade de
células (North, 2002).

Os Receptores P2Y

Os receptores P2Y compdem uma familia de receptores
metabotrépicos e sdo constituidos de sete dominios transmembranas.
Em contraste com os receptores P2X, os receptores P2Y sdo ativados
ndo apenas por ATP, mas também pelo seu metabdlito, o ADP, e por
outros nucleotideos tais como UTP e UDP (Abbracchio, Burnstock et
al., 2006). Os receptores P2Y podem ser divididos em dois grupos de
acordo com a proteina G a qual estdo acoplados. Os receptores
P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11 sdo acoplados a proteinas G4 €
os receptores P2Y12, P2Y13 e P2Y 14 sdo acoplados a proteinas G;
(Abbracchio, Burnstock et al., 2006). Assim, em resposta a ligacio
do nucleotideo, os receptores P2Y tanto podem ativar a via PLC/IP3
através da G,y para liberar Ca®* intracelular e ativar a PKC, ou
podem inibir a adenilil ciclase para reduzir os niveis de AMPc
através da G; (Abbracchio, Burnstock et al., 2006).

Os receptores Pl

Os receptores do tipo P1 ou os receptores para adenosina,
como anteriormente destacado, sdo todos receptores metabotrépicos
e subdividos em quatro tipos, Al, A2A, A2B e A3 e encontrados em
mamiferos. Esta classificacio e nomenclatura é baseada nas
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caracteristicas bioquimicas, moleculares e farmacoldgicas destes
receptores (Tabela 1) (Fredholm, Ap et al., 2011; Ralevic e
Burnstock, 1998; Ribeiro, Sebastido et al., 2002; Sawynok e Liu,
2003).

Tabela 1. Receptores de adenosina e suas principais vias de
transducdo intracelular.

Afinidade

Receptor | relativada | Proteina- Canais de | Canais de
adenosina G ca*? K+

(EC50;nm)

A, ~70 Gi/Go Reduz Inibe Ativa Inibe Ativa

Asn ~150 Gs/Golf Aumenta Ativa NE Inibe ou Ativa
ativa

A ~5100 Gs/Gg Aumenta Ativa Ativa NE NE

Ay ~ 6500 Gi/Go Reduz Inibe Ativa NE NE

Adaptado de Sawynok e Liu, 2003, Dunwiddie e Masino, 2001. *NE, ndo
produz efeito.

As primeiras evidéncias sobre a existéncia dos receptores de
adenosina foram publicadas em meados da década de 70. Nesta
época, demonstrou-se que a teofilina (substincia pertencente a
familia das metilxantinas, na qual se encontram também a cafeina e a
teobromina) possuia a capacidade de reduzir os efeitos da adenosina
em {leo isolado de coelho (Ally e Nakatsu, 1976). Dois anos apos,
van Calker e colaboradores evidenciaram que a adenosina poderia
diminuir ou aumentar o acimulo de AMPc em células do sistema

nervoso central. Apds essas evidéncias, este grupo de pesquisadores



29

sugeriu a existéncia de dois tipos de receptores de adenosina. Nestes
estudos, foi demonstrado que a adenosina e seus derivados poderiam
inibir a atividade da adenilil ciclase em cultura de células de cérebro
de camundongos por ativagdo de um dos tipos dos receptores P1. Por
outro lado, essas substancias também poderiam estimular a adenilil
ciclase ativando outro subtipo receptor P1 (Van Calker, Muller et al.,
1978; 1979).

Um ano mais tarde, Londos e colaboradores obtiveram
resultados muito semelhantes. No entanto, eles utilizaram
preparacdes de membrana de adipdcitos de ratos, hepatdcitos e
células tumorais de Leydig (Londos, Cooper et al., 1980). Os autores
denominaram esses receptores de Ri e Ra, porque um receptor era
capaz de inibir e outro capaz de ativar a adenilil ciclase,
respectivamente (Londos, Cooper et al., 1980; Ralevic e Burnstock,
1998). Mais tarde, Ri e Ra vieram a ser denominados Al e A2,
respectivamente. Alguns anos depois, os receptores A2 (A2R) foram
subdivididos em receptores A2A (A2AR) e receptores A2B (A2BR).
Esta divisdo foi originalmente proposta devido a descoberta de que a
estimulagdo da adenilil ciclase mediada pela adenosina em cérebro
de ratos envolvia sua ligacdo com sitios de alta afinidade em
membranas do nucleo estriado e de baixa afinidade em membranas
de todo o encéfalo(Daly, Butts-Lamb et al., 1983). No inicio dos
anos 90 foi identificado o quarto receptor para adenosina, que foi
nomeado receptor A3 (A3R). Este receptor quando ativado reduz a
producdo de AMPc através do acoplamento a proteinas Gy, (Zhou, Li
et al., 1992).

A distribuicdo dos receptores Pl

Os receptores para adenosina P1 estdo presentes em vérias
espécies animais e em vdarios tecidos. No entanto, a distribuicdo
destes receptores ¢ bastante irregular entre as espécies e
principalmente entre os tecidos (Fredholm, Ap et al.,, 2011). O
receptor Al (A1R) é um receptor ubiquo, sendo que, no sistema

nervoso central estd distribuido no cerebelo, cortex cerebral,
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hipocampo, tdlamo, medula espinhal (substincia gelatinosa), tronco
encefilico, bulbo olfatério e outras regides. Perifericamente, a
distribuicdo dos AI1R é menos abundante que centralmente. Contudo,
hd uma considerdvel densidade de AIR em fibras aferentes
sensoriais primdrias, principalmente em fibras C, as principais em
detectar o estimulo nociceptivo (Dixon, Gubitz et al., 1996;
Carruthers, Sellers et al., 2001; Sawynok e Liu, 2003; Schulte e
Fredholm, 2003). O receptor A2A de adenosina (A2AR) também ¢é
encontrado no sistema nervoso periférico e central, mas sobretudo,
no nudcleo acumbens, putamen, timo, mdusculo liso vascular,
endotélio, plaquetas e neurdnios sensoriais primdrios (Dixon, Gubitz
et al., 1996; Ralevic e Burnstock, 1998; Carruthers, Sellers et al.,
2001). O A2BR ¢ encontrado também no sistema nervoso periférico
e central. Entretanto, a densidade deste receptor é muito baixa e ele é
expresso consideravelmente apenas no intestino e na bexiga. Os A3R
sdo amplamente distribuidos em diversos mamiferos, porém, até o
momento poucos estudos atribuem funcdes fisiolgicas para este
receptor (Salvatore, Jacobson et al., 1993; Dixon, Gubitz et al., 1996;
Ralevic e Burnstock, 1998).

A sinalizacdo dos receptores Pl

Todos os receptores P1 sdo acoplados a proteinas G. No
entanto, sabe-se que existem vdrias proteinas G que podem ativar
diferentes vias de sinalizacdo. Desta forma, os quatro receptores para
adenosina podem ativar ou inibir vdrias vias de sinalizagdo
intracelular, o que resulta, consequentemente, em muitas agdes
fisiol6gicas (Ralevic e Burnstock, 1998; Jacobson e Gao, 2006).

O AI1R € acoplado a familia das proteinas Gy, sensiveis a
toxina pertussis. Muitos dos efeitos bioldgicos causados pela
ativacdo do A1R se dio devido a inibicao da formagdo do segundo
mensageiro AMPc (Burnstock, Fredholm et al., 2011; Sawynok,
1998). As subunidades beta e gamma da proteina G acoplada ao
AIR, quando ativadas, induzem ativacdo da fosfolipase C (PLC)
(figura 4). A ativacdo da PLC quebra o fosfatidil 4,5 bifosfato (PIP2)
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em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), induzindo
assim um aumento dos niveis intracelulares de Ca®*. Em seguida, o
aumento da concentragdo intracelular de Ca®" facilita a ativacdo de
algumas enzimas como PKC, fosfolipase D (PLD), fosfolipase A2
(PLA2) entre outras. Outra sinaliza¢do que pode ocorrer via ativacao
do AIR € a ativagdo de canais de K" (Megson, Dickenson et al.,
1995; Ralevic e Burnstock, 1998). A ativagdo do AIR também pode
induzir 2 redugdo da entrada de Ca®* e reducdo da liberagdo do
CGRP (Dolphin, Forda et al., 1986; Macdonald, Skerritt et al., 1986;
Carruthers, Sellers et al., 2001), além causar ativacdo das vias
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK), mais especificamente ERKI1/ERK2 e MEK,
proporcionando mudangas na expressdo génica (Boison, Chen et al.,
2010; Schulte e Fredholm, 2003).

I
| Inibicdo

l Ativacdo

Figura 4. Principais vias de sinalizac@o intracelular desencadeadas apds
ativacdo do A1R. Baseado em Jacobson e Gao, 2006.

O A2AR ¢ acoplado a proteinas Gy (na sua maioria) ou a
proteinas G (principalmente no nicleo estriado). O principal evento
intracelular ap6s a ligacdo do agonista neste receptor € a ativagdo da
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adenilil ciclase e consequentemente o aumento da produgdo de
AMPc, que pode induzir a ativacdo da proteina quinase A (PKA).
Entdo, a PKA se torna capaz de ativar PKC, canais de Ca+2, canais de
K", elemento responsivo ligador de AMPc (CREB), MAPK, PLC
entre outros (Fredholm, Cunha et al., 2003; Burnstock, 2008; Cunha,
Ferre et al., 2008).

As proteinas G, e G, sdo as principais responsdveis por
desencadear a transducdo intracelular do A2BR e possuem como
primeiros alvos a adenilil ciclase e a PLC. Em humanos, o A2BR
ativado pode aumentar o nivel de Ca®* intracelular por intermédio do
1P3 (Feoktistov e Biaggioni, 2011; Peakman e Hill, 1994; Jacobson e
Gao, 2006).

Finalmente, o A3R, assim como o AIR, é chamado de
receptor inibitdrio, pois também € acoplado as proteinas Gj,, mas
também pode ser encontrado acoplado as proteinas Gg;. A principal
sinalizacdo do A3R € a inibi¢do da adenilil ciclase e ativagdo da
PLC, IP3, DAG, PKC e PLD. Além disso, assim como outros
receptores adenosinérgicos, o A3R pode ativar a via das MAPK,
principalmente ERK1/2 (Armstrong e Ganote, 1994; Abbracchio,
Brambilla et al., 1995; Palmer, Gettys et al., 1995; Shneyvays,
Zinman et al., 2004).

1.3 OS RECEPTORES P1 PARA ADENOSINA E DOR

Os receptores para adenosina estdo altamente implicados na
modulacdo da nocicep¢do, principalmente os AIR e A2AR
(Sawynok, 1998; 2007). Sao centenas de estudos que demonstram,
avaliam e buscam entender como estes receptores atuam impedindo
ou facilitando a detec¢do, transmissdo e percep¢do dolorosa. Desta
forma, discutiremos o envolvimento de cada um desses receptores na
dor e na nocicepgao.

Efeitos mediados pelo AIR
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Dentre os receptores adenosinérgicos descritos, o AIR € o
principal responsdvel por induzir analgesia (para revisdo ver
Burnstock, Fredholm et al., 2011; Sawynok e Liu, 2003). Estd bem
estabelecido que o AlR € amplamente distribuido na medula
espinhal dorsal, principalmente na lamina II (substincia gelatinosa)
(Horiuchi, Ogata et al., 2010; Choca, Green et al., 1988). Neste local,
muitos neurdnios aferentes sensoriais fazem conexdes com neurdnios
de segunda ordem. Além do mais, o AIR estd localizado em
projecdes neurais da via descendente dentro do corno dorsal da
medula espinhal (Choca, Green et al., 1988). H4 vdrios trabalhos
demonstrando a importancia do A1R no controle da dor aguda
(Nascimento, Figueredo et al., 2010; Song, Hahm et al.,, 2011;
Sawynok, 1998; Jacobson e Gao, 2006). A administracdo de vdrios
agonistas AIR pode produzir analgesia em uma série de modelos
animais (Gong, Li et al., 2010; Nascimento, Figueredo et al., 2010;
Song, Hahm et al. 2011; Schmidt, Bohmer et al., 2009).
Provavelmente, estes efeitos sdo causados em grande parte pela
ativacdo de receptores espinhais, mas também por receptores
periféricos e supraespinhais. Além disso, animais que nio expressam
o AIR (animais nocaute) demonstram um limiar de dor reduzido em
testes de hiperalgesia (Wu, Hao et al., 2005) e um bloqueio do efeito
antinociceptivo induzido por inje¢des intratecais de adenosina
(Johansson, Halldner et al., 2001).

Os AIR também foram encontrados no corpo celular de
neurdnios aferentes primarios (Lima, Souza et al., 2010; Taiwo e
Levine, 1990; Karlsten, Gordh et al., 1992). Recentemente,
demonstrou-se que a ativacdo do AIR periférico induz analgesia
através da ativacdo da via intracelular dependente do
NO/cGMP/PKG/Kap (Lima, Souza et al.,, 2010). Além disso,
estudos mostraram que agonistas A1R reduziram a hiperalgesia
térmica, mas ndo a hiperalgesia mecanica induzida por lesdo no
nervo cidtico (Cairns, 2009). Sabe-se que a hiperalgesia térmica é
mediada principalmente por fibras C e a hiperalgesia mecanica por
sua vez depende em sua maior parte por fibras A, o que sugere a
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presenca destes receptores nas fibras C, mas ndo nas fibras do tipo A
(Cairns, 2009).

Com relacdo a dor cronica, também h4 uma vasta literatura
demonstrando que agonistas do AIR reduzem a nocicep¢do em
varios modelos animais, como neuropatias periféricas e dor induzida
por artrite (para revisdo ver Hasko et al., 2008). Além disso, alguns
estudos clinicos que utilizaram agonistas A1R também mostraram
resultados promissores (Horiuchi, Ogata et al., 2010; Song, Hahm et
al. 2011; Curros-Criado e Herrero, 2005; Hwang, Hwang et al.,
2005). Outros mecanismos também contribuem para o efeito
analgésico da ativacdo do A1R em modelos de dor cronica, como por
exemplo, a inibi¢do da liberagdo de glutamato.

Efeitos mediados pelo A2AR

Taiwo e Levine (1990) demonstraram que a ativagido dos A1R
e A2AR resulta em efeitos distintos em modelos animais de
nocicepg¢ao periférica. De forma geral, eles demonstraram que o A1R
mediava analgesia enquanto o A2AR facilitava a transmissdo
nociceptiva na periferia. Posteriormente, outros autores também
demonstraram que o A2AR ativado perifericamente induz
nocicep¢ao (Li, Hao et al., 2010; Taiwo e Levine, 1990; Doak e
Sawynok, 1995). Entretanto, em nivel central a fungdo do A2AR na
dor ainda nd3o estd totalmente elucidada. Alguns autores
demonstraram que o A2AR ativado reduz a nocicep¢do em vdrios
modelos animais (By, Condo et al., 2011; Borghi, Przewlocka et al.,
2002; Yoon, Bae et al., 2005). Por outro lado, outros estudos
mostram que a ativacdo espinhal deste receptor induz nocicepg¢do
(Bastia, Varani et al.,, 2002; Hussey, Clarke et al., 2007). Esses
resultados controversos podem estar associados a transducdo
intracelular do A2AR. A ativagd@o deste receptor induz um aumento
da producio de AMPc (que pode induzir dor) e também a abertura de
canais de K" (que pode reduzir a dor) (Sawynok, 1998; Regaya,
Pham et al., 2004; Jacobson e Gao, 2006).
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Estudos utilizando animais nocaute para o A2AR
demonstraram que estes animais apresentavam menor sensibilidade a
dor, sugerindo que o A2AR ¢é um facilitador da transmissdo da dor
aguda (Hussey, Clarke et al., 2007) e cronica (Bura, Nadal et al.,
2008). Além disso, em animais nocaute para A2AR submetidos a
modelos de dor cronica, foi observado uma menor ativagdo de
microglia e astrécitos quando comparado com animais selvagens
(Bura, Nadal et al., 2008). Sabe-se ainda que o A2AR localizado em
células gliais € responsdvel pela liberacio de mediadores
inflamatérios que participam da inducdo e manuten¢do da dor
cronica (Boison, Chen et al., 2010). Logo, o bloqueio do A2AR pode
ser uma abordagem interessante para futuros tratamentos de dores
neuropdticas e cronicas. No entanto, também em estudos de dor
neuropdtica existem resultados distintos acerca do envolvimento do
A2AR. Um trabalho recente mostrou que uma unica injecdo
intratecal de agonista A2AR foi capaz de induzir antinocicepgao
durante vdrios dias em ratos submetidos a um modelo de dor
neuropatica (Loram, Harrison et al., 2009). Este conjunto de dados
indica que o A2AR pode ter um papel relevante na modulagdo da
nocicep¢do. Entretanto, estudos adicionais s3o necessdrios para
explicar precisamente como este receptor atua em determinadas
situacdes e tipos de dor, uma vez que ele também pode ser util em
futuras abordagens clinicas.

Efeitos mediados pelo A2BR na dor

Poucos estudos tém avaliado a fun¢gdo do A2BR na dor, no
entanto, a maioria destes sugere que o A2BR facilita a transmissdo
nociceptiva, pois antagonistas para este receptor reduzem a dor em
diferentes modelos animais (Abo-Salem, Hayallah et al., 2004;
Godfrey, Yan et al., 2006; Bilkei-Gorzo, Abo-Salem et al., 2008).

Efeitos mediados pelo A3R na dor
Similarmente ao A2BR, o A3R ndo parece ser um alvo
interessante para o controle da dor. Este receptor estd mais implicado
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em condicdes patoldgicas tais como doengas isquémicas e
inflamacgao (Borea, Gessi et al., 2009). Relacionado a dor, ha raros
estudos avaliando o papel do A3R. Sawynok e colaboradores
demonstraram que a ativacdo do A3R causa dor e edema de pata
através da liberacdo de histamina e serotonina. Em alguns modelos
de dor, os animais nocaute para o A3R apresentaram um limiar de
dor elevado em comparag@o com animais selvagens. No entanto, em
outros modelos de dor, o mesmo animal nocaute nao demonstrou
diferenca significativa em relacdo aos selvagens (Wu, Hao et al.,
2002; Fedorova, Jacobson et al., 2003).

1.4 ADENOSINA E DOR

Estudos pré-clinicos e clinicos

Virios estudos pré-clinicos t€m demonstrado que a adenosina
e seus andlogos produzem acdes antinociceptivas em modelos
animais de dor nociceptiva e dor inflamatdria e que sdo capazes de
prevenir/reverter a dor neuropitica em modelos de lesdo nervosa
(Poon e Sawynok, 1998; Reeve, Dickenson et al., 1998; Sawynok,
1998; Rane, Karlsten et al., 1999; Bastia, Varani et al., 2002;
Nascimento, Figueredo et al., 2010). Por sua vez, estudos clinicos
corroboram os dados de ensaios pré-clinicos ao mostrar que em
pacientes com dor neuropdtica, a adenosina aliviou a dor espontanea,
a alodinia tétil e térmica, bem como a hiperalgesia térmica (Qu,
Cooney et al., 1997; Lynch, Clark et al., 2003). Outro estudo
interessante demonstrou que pacientes que sofriam de dor
neuropdtica apresentavam niveis sanguineos reduzidos de adenosina
(Guieu, Couraud et al., 1996; Guieu, Peragut et al., 1996). Além
disso, a infusdo intravenosa de adenosina durante cirurgia tordcica
reduziu a dor pds-operatdria (Sollevi, Belfrage et al., 1995; Lynch,
Clark et al., 2003). A administracdo espinhal de adenosina e de
andlogos de adenosina em humanos também apresentou efeitos
analgésicos. Um estudo clinico de fase I em voluntdrios sauddveis
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demonstrou que 1 mg de adenosina administrada pela via intratecal
ndo apresentou efeitos colaterais e causou significante reducdo da
dor inflamatéria induzida por 6leo de mostarda, da dor isquémica
induzida por torniquete e reduziu a drea de alodinia secundéria apds
inflamacdo da pele (Rane, Segerdahl et al., 1998). A reducdo de
algumas caracteristicas da dor neuropdtica e da dor pds-operatdria
apresentada pela adenosina e seus andlogos em humanos, ocorre
provavelmente como resultado de sua acdo sobre os A1R (Lynch,
Clark et al., 2003).

Farmacocinética da adenosina

Clinicamente, a adenosina € utilizada ha décadas como
antiarritmico para tratar a taquicardia supraventricular paroxistica,
por diminuir a formagdo de impulsos no nodo sinoatrial (Muller e
Jacobson, 2011). Estudos farmacocinéticos da adenosina em
humanos demonstram que a meia-vida da adenosina na circulacdo
sanguinea e em outros fluidos é em torno de apenas 10 s, fato que
ocorre devido as enzimas responsdveis pela sua degradacdo serem
encontradas em altas concentracdes principalmente em hemdcias e
em células endoteliais (Moser, Schrader et al., 1989; Hasko, Linden
et al., 2008). Em ratos, € possivel que a meia-vida da adenosina seja
um pouco mais longa (Tsai, Lin et al., 2010). Além disso,
principalmente por acdo da enzima adenosina quinase (AK), que
parece ter uma afinidade maior pela adenosina do que a ADA, essa
rdpida sintese também se torna uma barreira metabdlica para a
adenosina atingir o sistema nervoso central (Pardridge, Yoshikawa et
al., 1994; Sawynok, 1998). Outrossim, no inicio deste ano foi
demonstrado que o AMP, que é o precursor da adenosina mas que
também pode ser formado apds a fosforilacdo da adenosina pela AK,
também € agonista do AIR (Rittiner, Korboukh et al., 2012) .
Também ¢é importante relatar o fato de ndo existir estudos avaliando
o decurso temporal da farmacocinética da inosina ou da adenosina
em roedores. Assim, levando-se em conta que a adenosina exdgena
apresenta efeitos bioldgicos tanto em animais como em humanos
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(Doak e Sawynok, 1995; Guieu, Couraud et al., 1996; Guieu, Peragut
et al.,, 1996; Sawynok, 1998; Lynch, Clark et al., 2003), pode-se
cogitar que parte dos efeitos atribuidos a adenosina sejam causados
pela inosina ou pelo AMP devido as acdes da ADA e AK,
respectivamente.

1.5 OUTRAS ABORDAGENS PARA O CONTROLE DA DOR
ENVOLVENDO O SISTEMA ADENOSINERGICO

Manipulacdo dos receptores de adenosina via modulagdo

enzimdtica

Keil e DeLander (1992) demonstraram que a administragdo
de inibidor da AK poderia apresentar atividade antinociceptiva. A
enzima no caso inibida, foi a AK, que conforme pode ser visto na
figura 2, € responsdvel pela fosforilagdo da adenosina em AMP. A
partir deste estudo, vdrios outros surgiram demonstrando que a
inibicdo desta enzima poderia promover ou favorecer a
antinocicepcao causada pela adenosina, em virtude do aumento dos
niveis extracelulares deste nucleosideo. Mais tarde, outra abordagem
semelhante foi utilizada, desta vez, inibindo a enzima ADA, que
desamina a adenosina, transformando-a em inosina. No entanto, em
relacdo aos inibidores da ADA, os resultados ndo sdo muito claros.
Alguns estudos demonstram que inibidores da ADA sdo capazes de
induzir antinocicepc¢io per se, enquanto outros estudos demonstram
que ndo (Keil e Delander, 1992; 1994; Poon e Sawynok, 1999).

De posse da informagdo de que, em alguns modelos animais, a
inibicdo da ADA nio induz antinocicepcdo, aventamos a hipétese de
que a quebra da adenosina em inosina poderia ser um facilitador da
analgesia em animais.

Analgesia induzida pelo fornecimento de produtos purinérgicos
A enzima NT5’E localiza-se na membrana celular e catalisa a
conversdo extracelular de AMP para adenosina em vérios tecidos,
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inclusive no ganglio da raiz dorsal (GRD) e substincia gelatinosa
(lamina II) (Zylka, 2011). O efeito analgésico do AMP, combinado
com inibidor de AK é reduzido pela metade em animais nocaute
NTS5E, e totalmente bloqueado em animais nocaute para o AIR
(Sowa, Taylor-Blake et al., 2010). Esses dados podem sugerir que a
conversdo do AMP em adenosina facilita a antinocicepc¢do. Esses
dados inspiraram outro estudo no qual avaliou-se se a administragdo
de NT5’E poderia induzir um efeito antinociceptivo prolongado. A
administracdo de NTSE apresentou efeito antinociceptivo que
persistiu até 2 dias em modelos de dor inflamatéria e neuropatica.
Efeito que foi dependente do A1R (Sowa, Voss et al.,, 2010).
Portanto, o suprimento de enzimas que geram adenosina € uma nova
e interessante abordagem que pode ser testada para tratar a dor.

Envolvimento dos receptores de adenosina na analgesia induzida
pela acupuntura

Em um elegante estudo publicado em 2010, Goldman e
colaboradores mostraram que a analgesia induzida pela acupuntura
depende da liberacdo local de purinas, tais como ATP, ADP, AMP e
adenosina (figura 5). Ademais, demonstrou-se que agonistas A1R
replicam o efeito da acupuntura e que em animais nocaute AIR, a
acupuntura ndo apresentou efeito antinociceptivo. Por fim,
demonstrou-se que a inibicdo da ADA prolongou a analgesia
induzida pela acupuntura em camundongos (Goldman, Chen et al.,
2010). Direcionando estes resultados para a pratica clinica da
acupuntura, € indispensdvel mencionar que a cafeina, droga mais
usada em todo o mundo e encontrada em bebidas como chas, café,
chimarrdo, bebidas achocolatadas, energéticos e outras, é um
antagonista nfo seletivo dos receptores de adenosina.



40

Neurdnio nociceptor

AR
L PAP? ¢

ATP —» ADP —» AMP ——— Adenosina —3» Inosina

KdCF
T i

ATP

Célula Muscular Adenosina

Figura 5. Esquema de mecanismo proposto para o envolvimento do sistema
purinérgico na analgesia induzida por acupuntura por Goldman e
colaboradores. ATP, adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato; AMP,
adenosina monofosfato; PAP, fosfatase 4cida prostiatica; DCF,
deoxicoformicina (inibidor da adenosina desaminase); A1R, receptor Al de
adenosina (Zylka, 2010).

Isto posto, pacientes em tratamento com acupuntura deveriam
evitar bebidas com cafeina, pois estas bebidas podem reduzir o efeito
analgésico da acupuntura. Interessante destacar que na China e
outros paises asidticos, onde a acupuntura € utilizada largamente e
com maior eficdcia do que no mundo ocidental, a ingestdo média de
cafeina por pessoa € varias vezes menor do que a média de consumo
nos paises do ocidente (Fredholm, Battig et al., 1999). Isto pode ser
uma das causas da efetividade analgésica maior da acupuntura nestes
povos, adicionado logicamente as questdes culturais.

1.6 A INOSINA

A inosina € um nucleosideo que possui em sua estrutura uma
hipoxantina ligada a um anel de ribose (figura 6). Como mencionado
anteriormente, é o primeiro metabdlito da adenosina, sendo formada
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pela acdo da ADA. A quebra da inosina pela PNP origina
hipoxantinas. O peso molecular da inosina é 268,23 g/mol e sua
féormula molecular é C;oH,N4Os.
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Figura 6. Estrutura quimica da inosina

Breve historico da inosina

Durante muitos anos apds a descoberta da inosina, este
metabdlito purinérgico foi considerado uma molécula desprovida de
funcdes ou efeitos bioldgicos. Os primeiros estudos envolvendo a
inosina avaliavam principalmente a participacdo deste nucleosideo
em processos metabdlicos. Estes primeiros trabalhos se interessavam
em descobrir como a inosina juntamente com a adenosina e fosfatos
estava envolvida, por exemplo, no metabolismo muscular
(Kleinzeller, 1942), reacdes com miosina (Spicer e Bowen, 1951) e
em outras reacdes em tecidos animais (Krebs e Hems, 1953).

Um interessante artigo sobre os efeitos bioldgicos da inosina
demonstrou que ela era capaz de corrigir a porfiria em um modelo
animal. Nesta publicagdo, os autores descrevem que a inosina foi
escolhida para tratar a porfiria porque mesmo em doses elevadas esta
molécula ndo apresentava efeitos toxicos (Lottsfeldt, Labbe et al.,
1961). Além disso, varios cientistas, a maioria da Itdlia, pesquisavam
nos anos 60 os efeitos da inosina principalmente nos sistemas
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cardiovascular e hepdtico (Carminati, 1963; Tincani e Traldi, 1963;
Corsini, Grazia et al., 1964).

As fungoes fisiologicas da inosina

Um trabalho que teve grande importincia pela época em que
foi publicado e pela funcdo atribuida a inosina, foi o trabalho de
Aviado que demonstrou nos anos 70 que a inosina exercia agdes
cardiotOnicas e vasodilatacdo coronariana. Ainda, este mesmo
pesquisador demonstrou que a inosina aumentava a contratilidade
ventricular, diminuia a resisténcia vascular coronariana e em altas
doses induzia uma leve queda da pressdo arterial (Juhasz-Nagy e
Aviado, 1977; Aviado, 1978). Depois de décadas sem que houvesse
publicacdes importantes sobre efeitos bioldgicos da inosina,
surgiram, principalmente a partir dos anos 2000, vérias publicacdes
que demonstravam que a inosina possui diversas fungdes
fisiolégicas.

A inosina promove o crescimento axonal no SNC em
experimentos in vitro por meio da inducdo de proteinas, como a
proteina associada ao crescimento 43 (GAP-43). Ademais, a inosina
foi capaz de induzir crescimento axonal em ratos submetidos a uma
transec¢do do trato corticoespinhal. Os mesmos autores
demonstraram ainda, que em animais que sofreram infarto cerebral, a
inosina estimulou neurénios do lado ndo lesionado do cérebro a
enviarem projecOes para dreas lesionadas (Benowitz, Goldberg et al.,
1999; Benowitz, Goldberg et al., 2002; Chen, Goldberg et al., 2002).
A inosina também induziu regeneracao de neurdnios ganglionares da
retina de ratos que haviam sido axotomizados (Wu, You et al., 2003).
Todos estes dados sugerem que a inosina possui potencial para ser
utilizada em futuros estudos como uma nova abordagem para tratar
lesdes nervosas tanto no SNC como no SNP.

A inosina na inflamacdo
Apesar dos efeitos sobre o sistema cardiovascular e
crescimento axonal, sdo os efeitos anti-inflamatérios da inosina os
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mais estudados. A inosina tem apresentado efeitos anti-inflamatérios
em varios modelos in vivo e in vitro de inflamac¢do. A inosina
protege contra pancreatite aguda reduzindo a acdo de mediadores
inflamatdrios e os distirbios na microcirculacdo, além de induzir a
recuperacdo de aspectos histolégicos do pancreas (Yamagiwa,
Shimosegawa et al., 2004; Schneider, Pietschmann et al., 2006).
Outrossim, a inosina apresenta também importantes efeitos anti-
inflamatérios em modelos animais de choque séptico ou endotéxico,
pois reduz os niveis de citocinas pré-inflamatérias, a inflamagdo
sistémica, os danos a 6rgdos e a disfungdo vascular (Garcia Soriano,
Liaudet et al., 2001; Liaudet, Mabley et al., 2001).

Além disso, estudos in vitro tém evidenciado que a inosina
inibe a producdo de citocinas pré-inflamatérias como fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B) e
interferon gama (IFN-y), e reduz a ativacido de neutréfilos humanos
(Hasko, Kuhel et al., 2000; Marton, Pacher et al., 2001; Gomez e
Sitkovsky, 2003). Estes efeitos parecem ser mediados pelos
receptores de adenosina (Hasko, Kuhel et al., 2000; Gomez e
Sitkovsky, 2003). A inosina também inibe a ativacdo plaquetdria e
apresenta efeito neuroprotetor (para revisdo ver Hasko, Sitkovsky et
al., 2004).

A inosina na dor

Em virtude da inosina apresentar efeitos neuroprotetores e
anti-inflamatérios, e sabendo-se que algumas substancias com esse
perfil de atividade serem eficazes em reduzir a dor, na década
passada nosso grupo de pesquisa interessou-se em avaliar o possivel
efeito antinociceptivo da inosina.

A inosina possui acdo antinociceptiva quando administrada
por diferentes vias (intraperitoneal, i.p.; oral p.o.; intratecal, i.t.; e
intracerebroventricular, i.c.v.) contra a dor induzida por injecdo
intraperitoneal de dcido acético 0,6%. A inosina também reduz a dor
inflamatdria observada na segunda fase do teste da formalina, fase
esta que envolve principalmente a ativacdo de fibras C e A9,
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liberagdo de mediadores pré-inflamatérios e sensibilizacdo central.
Por outro lado, a primeira fase da dor induzida pela formalina,
quando predomina a ativagdo direta de nociceptores, ndo ¢ afetada
pela inosina mesmo em doses elevadas (Nascimento, Figueredo et
al., 2010). Os efeitos da inosina neste modelo de dor estendem os
dados do modelo do &cido acético, pois o teste da formalina é um
modelo de nocicep¢io que apresenta menos menos resultados falso-
positivos, ao contrdrio do primeiro que € mais inespecifico e
utilizado principalmente como um modelo para triagem inicial de
drogas com potencial analgésico.

Em relacdo ao teste da formalina, sabe-se também que este
algégeno induz alteragdes e sensibilizacdo em nivel medular. Desta
forma, a acdo da inosina poderia ser explicada em parte devido a
existéncia dos receptores de adenosina na medula espinhal, como na
substincia gelatinosa, principalmente o A1R, que parece ser ativado
quando a inosina é administrada sistemicamente. No modelo de dor
aguda induzida por glutamato (principal aminodcido excitatdrio
envolvido na transmissdo da informa¢do nociceptiva) na pata de
camundongos, a inosina também reduziu de forma dependente da
dose o comportamento de dor (Nascimento, Figueredo et al., 2010).

Como j4 citado, a inosina possui efeitos anti-inflamatérios em
animais quando avaliada in vivo e ex vivo publicados por diferentes
grupos de pesquisadores. Além disso, estes efeitos corroboram com
0s nossos resultados que demonstram a atividade antinociceptiva
deste nucleosideo em modelos de dor aguda. Assim, nos
questionamos se ndo seria a inosina também capaz de induzir
antinocicepcdo em modelos de dor cronica inflamatéria ou
neuropdtica, modelos estes que dependem em parte do processo
inflamatdrio para sua indugdo e manutencdo da dor.

Sinalizacdo desencadeada pela inosina para induzir antinocicepgdo
Logicamente, em virtude dos dados envolvendo inosina e

dor serem muito recentes, sabe-se muito pouco sobre a sinalizagdo

intracelular implicada no seu efeito antinociceptivo. Nosso grupo
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demonstrou, em 2010, que antagonistas dos AIR e A2AR foram
capazes de bloquear a antinocicep¢do induzida pela inosina no
modelo do 4cido acético. Assim, acreditamos que o efeito mediado
pelo AIR seja principalmente devido a redugdo da produgdo de
AMPc, e que a principal contribui¢do do A2AR seja pela sua funcdo
anti-inflamatéria, visto que o dcido acético induz uma nocicepgao
visceral com perfil inflamatério (Nascimento, Figueredo et al.,
2010).

Assumindo que os efeitos antinociceptivos da inosina
dependem dos receptores de adenosina AIR e A2AR, podemos
considerar que as vias de sinalizagdo dos receptores de adenosina
estao fortemente implicadas em sua mediacdo. Assim, sabemos que o
AIR, que é acoplado a proteinas Gy, induz uma cascata de
sinaliza¢do que inibe a adenilil ciclase e ativa a PLC (Jacobson e
Gao, 2006) .

Quando ativado, o A1R ainda causa abertura de canais de K* e
inducdo das vias PI3K e MAPK (Sawynok, 1998; Schulte e
Fredholm, 2003; Jacobson e Gao, 2006). Outra resposta importante
da ativagdo do A1R ¢ a inibi¢ao da liberagdo de neurotransmissores
de terminacgdes sindpticas, uma agdo que tem sido ligada a redugdo
do influxo e da disponibilidade de Ca** (Wu e Saggau, 1997; Haas e
Selbach, 2000). Neste caso, a inibicdo da liberacdo de
neurotransmissores excitatorios, como o glutamato, seria maior que a
inibicdo da liberagdo de dacido -yaminobutirico (GABA), por
exemplo (Hollins e Stone, 1980). Esse ‘balanco’ favorece a inibigdo
da transmissdo nociceptiva, resultando também em mais um
mecanismo que pode induzir analgesia quando o A1R € ativado.

Os receptores de adenosina envolvidos no efeito da inosina

O AIR ¢ considerado o mais importante receptor do sistema
adenosinérgico no que se refere a dor (Sawynok, 1998; Burnstock,
2007). O A1R também parece ser o principal receptor envolvido no
efeito antinociceptivo da inosina, visto que os antagonistas seletivos
do AIR (DPCPX e 8-PT) revertem a analgesia induzida por este
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nucleosideo (Nascimento, Figueredo et al., 2010). Outros estudos
ttm mostrado que antagonistas dos receptores de adenosina
bloqueiam efeitos da inosina in vivo e in vitro (Hasko, Kuhel et al.,
2000) e que a inosina deixa de apresentar efeitos imunoprotetores
quando avaliada em animais nocaute para o A2AR e A3R (Gomez e
Sitkovsky, 2003).

Como ja mencionado anteriormente, o envolvimento do
receptor A2AR na dor ndo estd ainda totalmente elucidado. No
modelo de dor induzida pelo dcido acético, o antagonista do A2AR,
ZM?241385, bloqueou a agdo analgésica da inosina, demonstrando
que a ativacdo deste receptor pela inosina induz antinocicep¢do no
modelo de dor visceral (Nascimento, Figueredo et al., 2010). A
indu¢do de antinocicepc¢do através da ativacio do A2AR pode
decorrer: a) do perfil anti-inflamatério do A2AR e da inosina (Milne
e Palmer, 2011; Hasko, Kuhel et al., 2000; Hasko, Sitkovsky et al.,
2004) ou b) da ativagdo dos canais de K" (Regaya, Pham et al.,
2004). No entanto, como ji mencionado anteriormente, este perfil
funcional do A2AR ocorre apenas em alguns testes, o que gera
muitas discussdes acerca deste receptor, demonstrando claramente a
necessidade de mais estudos nesta area.

Hd receptor para a inosina?

Poucos estudos t€m avaliado se a inosina se liga a receptores
de adenosina. Jin e colaboradores demonstraram que em células
mastocitdrias a inosina se liga a receptores A3R de adenosina, mas
ndo em AIR ou A2AR, embora ambos sejam expressos por estas
células (Jin, Shepherd et al., 1997). Em 2001, o grupo do professor
Fredholm realizou a técnica de acimulo de AMPc utilizando
receptores humanos de adenosina expressos em ovdrios de hamster.
Foi observado que a inosina deveria se ligar fracamente aos
receptores AIR e A3R, mas ndo ao A2AR (Fredholm, Irenius et al.,
2001). Fredholm concluiu que a inosina ndo poderia ser considerado
um ligante natural dos receptores de adenosina, devido a baixa
especificidade da inosina em reduzir o acimulo de AMPc.
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Entretanto, além de raros, estes estudos utilizaram amostras que
pouco expressam o AR, por exemplo. Além disso, existem véarios
estudos in vivo, nos quais os efeitos da inosina sdo bloqueados por
antagonistas de adenosina ou animais nocaute para receptores de
adenosina (Nascimento, Figueredo et al., 2010; Hasko, Kuhel et al.,
2000; Gomez e Sitkovsky, 2003; Hasko, Sitkovsky et al., 2004), que
sugerem que a inosina poderia interagir diretamente com os
receptores de adenosina. Ainda, podemos observar a semelhanca
estrutural entre as moléculas da adenosina e da inosina, semelhanca
esta que poderia favorecer a ligacdo da segunda no mesmo sitio do
receptor onde a primeira se liga (Figura 7).

NH; o
NSy N NH
HO </N | ) Adenosina HO «Nf:
o} N — N
Desaminase .
OH OH OH OH
Adenosina Inosina

Figura 7. Conversdo da adenosina em inosina realizada pela ADA. As
estruturas quimicas destes dois nucleosideos sdo muito semelhantes.

Recentemente, descobriu-se que outra molécula do sistema
purinérgico € capaz de ativar o A1R. Demonstrou-se que o AMP,
molécula precursora da adenosina e a qual acreditava-se causar
efeitos bioldgicos através da ativacdo indireta do A1R (Street et al.,
2011), é um agonista total do A1R equivalente a adenosina (Rittiner,
Korboukh et al., 2012). Este estudo demonstra que andlogos da
adenosina de ocorréncia natural (além de substincias sintéticas)
também podem ativar diretamente receptores adenosinérgicos.
Ainda, este mesmo estudo demonstrou que a inosina foi capaz de
reduzir o acimulo de AMPc em células HEK transfectadas com
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AIlR. Assim, sugerimos que a inosina possa também ser um ligante
natural dos receptores de adenosina, atuando pelo menos como um
agonista parcial.

1.7 DOR

Sempre que ouvimos a palavra dor relacionamos com uma
sensacdo necessariamente mau e desagraddvel. No entanto, seria
praticamente impossivel nos mantermos vivos e sauddveis sem este
mecanismo sensorial. A dor € na verdade um interessante sistema de
alerta que nos protege de perigos reais ou iminentes de lesdes ao
acionar respostas de protecdo (Millan, 1999; Julius e Basbaum,
2001). A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
define a dor como ‘“uma experiéncia emocional e sensorial
desagraddvel associada a uma lesdo tecidual real ou potencial, ou
descrita em termos de tal lesdo” (para revisdo ver Loeser e Melzack,
1999). Desta forma, a dor aguda pode ser definida como uma
modalidade sensorial semelhante a visdo ou ao olfato, onde um
estimulo de certa qualidade ou intensidade é detectado por células
especializadas (para revisdo ver Julius e Basbaum, 2001). Quando
um estimulo térmico, mecdnico ou quimico ativa neurdnios
sensoriais primérios nociceptivos, inicia-se a transmissdo da
informacdo dolorosa. Os nociceptores conduzem informagdes
nociceptivas da pele, 6rgdos e tecidos internos para a medula
espinhal. Os neurdnios do GRD emitem projecdes axonais em duas
dire¢des, para a periferia e ao corno dorsal da medula espinhal (para
revisao ver Besson, 1999; Wall e Melzack, 1999).

O tempo e a origem da dor sdo os principais fatores
utilizados para classificd-la. Quanto a origem, a dor classifica-se em
nociceptiva (ativagdo excessiva de nociceptores), neurogénica
(tecido neuronal € lesionado e libera peptideos que induzem a dor),
neuropdtica (ocorre quando ha lesdo ou disfuncdo de um ou mais
nervos) ou psicogénica (ndo possui um fator somatico identificivel
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(para revis@o ver Millan, 1999). Quanto ao tempo, a dor aguda se da
pela ativag@o direta dos nociceptores (sensores especializados para a
deteccdo da dor) apds estimulos que podem causar lesdo ou apenas
estimulam o nociceptor sem consequéncias teciduais. A dor que
perdura para além de semanas, seja por meses ou anos, é classificada
como dor cronica. Este tipo de dor, pode inclusive persistir mesmo
apds a cura ou recuperagdo tecidual da lesdo que inicialmente a
induziu (para revisdo ver Loeser e Melzack, 1999; Millan, 1999).

Em muitos casos, dor induzida por lesdo tecidual ativa uma
série de eventos celulares e moleculares em cascata. Assim, ha
liberacdo de enzimas e proteinas que se sucedem ou induzem uma a
outra, originando um processo inflamatério. E normal nestas
situagdes, ocorrer uma sensibilizacdo dos nociceptores, ou seja, uma
reducdo do seu limiar de ativacdo, induzindo consequentemente uma
potencializagdo da transmiss@o nociceptiva. Assim, surge o termo
hiperalgesia. Na realidade, mesmo entre especialistas da drea, as
definicdes associadas aos termos hiperalgesia, alodinia e
hipernocicep¢do sempre causaram discussdes. Hiperalgesia seria
uma resposta exacerbada a um estimulo previamente nocivo,
enquanto que a alodinia seria uma resposta nociceptiva ou dolorosa a
um estimulo inécuo. Ou seja, neste caso o principal diferencial entre
hiperalgesia e alodinia seria o estimulo aplicado para a inducdo da
resposta, € ndo o processo de sensibilizacdo em si, 0 que gera muitos
desencontros de utilizagdo (para revisdo ver Woolf, 1995; Millan,
1999, Haddad, 2007). Por outro lado, alguns pesquisadores utilizam
o termo hipernocicep¢do para estudos envolvendo animais
justamente pelas discussdes dos termos hiperalgesia e alodinia que
sdo utilizados de formas diferentes em muitas publicacdes. Para estes
pesquisadores, o termo hipernocicep¢do seria empregado de uma
forma mais ampla, e significaria de forma geral uma sensibiliza¢do
dos nociceptores ou reducdo do limiar de dor (Lima, Souza et al.,
2010; Sachs, Cunha et al., 2004; Cunha, Verri et al., 2005).

Entdo, em 2008 a revista Pain publicou o protocolo de Kyoto
sobre a terminologia bésica da dor, elaborada pela IASP apés um
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encontro para defini¢des de termos empregados no campo da dor.
Deste modo, foi proposto que o termo hiperalgesia pudesse ser usado
como um termo “guarda-chuva” para abrigar todas as condi¢des nas
quais houvesse um aumento da sensibilidade a dor. De acordo com
esta nova proposta, a definicdo de hiperalgesia seria paralela a
definicdo de sensibiliza¢do (Loeser e Treede, 2008). Assim, alodinia
seria um caso especial de hiperalgesia, o qual foi introduzido para
descrever uma situagdo clinica que agora é chamada “alodinia t4til
dindmica”. Desta forma, considerando que o termo alodinia é
classificado atualmente como um tipo de hiperalgesia, e que este
trabalho apresentard apenas resultados obtidos com animais, o termo
hiperalgesia serd empregado para reportar sobre todos os
experimentos realizados em animais.

A dor em animais

A expressdo dor é vélida apenas quando nos referimos a
humanos, pois, pela sua definicdo, a dor é uma experiéncia que
envolve componentes neurais, fisiolégicos, comportamentais e
psicoldgicos. Obviamente, a dor que um animal é capaz de sentir
pode envolver também muitos aspectos, porém, até o momento
somos capazes de mensurar com relativa precisdo ou exatiddo apenas
0s seus aspectos neurais e fisiolégicos. Dessa forma, para distinguir
os aspectos envolvidos em estudos com animais, surgiu o termo
nocicep¢do. Nocicepcdo deriva do latim, nocere, que significa ferir.
A nocicep¢do define-se entdo, como a parte fisiolégica da dor,
desprezando-se os aspectos emocionais e/ou psicoldgicos. Assim, a
nocicep¢do torna-se passivel de mensuracdo, e em consequéncia
disso os modelos animais para investigacdo da dor, sdo na verdade,
modelos animais de nocicepc¢ao (para revisdo ver Lamotte, Shimada
et al., 2011; Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001; Le Bars, Gozariu
et al., 2001).
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Os sensores da dor

A ideia de deteccdo e transmissdo da dor € muito antiga.
René Descartes, que viveu a maior parte de sua vida no século XVII,
escreveu sobre seu conceito da via da dor (Figura 8): “Se por
exemplo, seu pé estd perto de um fogo em chamas, pequenas
particulas do fogo se movem em uma grande velocidade para a sua
pele. Essas particulas possuem o poder de se colocarem em marcha e
comegarem a percorrer a sua pele, como se fossem puxadas por um
delicado fio, que estd anexado a pele. Neste instantes, poros da pele
vao se abrindo e este delicado fio pode transmitir as particulas de
fogo, que continuam percorrendo sua pele, sobem pelo seu tronco, e
finalmente as particulas de fogo puxam uma corda que faz bater o
sino da dor na sua cabega” (traducio livre).

Figura 8. Teoria de René Descartes sobre a via da dor (detecgdo,
transmissdo e percepcao). Figura extraida de Wall e Melzack (1965).

Assim, hd quase quatrocentos anos Descartes propds um
circuito da dor completo da forma em que era possivel estudi-lo na
época. No entanto, o conceito de nociceptor surgiu apenas no inicio
do século XX, ainda muito antes do advento da tecnologia
biomolecular e de técnicas eletrofisioldgicas apuradas. Em 1908, o
fisiologista Sherrington propds a existéncia do nociceptor, um
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neurdnio sensorial primdrio que seria ativado por um estimulo capaz
de causar dano tecidual (para revisao ver McMahon e Koltzenburg,
1990; Julius e Basbaum, 2001). De acordo com o modelo de
Sherrington, nociceptores teriam limiares ou sensibilidades
caracteristicas que os distinguiriam de outras fibras nervosas
sensoriais. Posteriormente, estudos eletrofisioldgicos mostraram de
fato a existéncia de neurdnios sensoriais primdrios que podem ser
excitados por calor nocivo, intensa pressdo ou irritantes quimicos,
mas nao por estimulos indcuos, tais como um contato morno ou um
leve toque (Greer e Hoyt, 1990; Julius e Basbaum, 2001).

Classificagcdo dos nociceptores
Os nociceptores sdo classificados de acordo com suas
caracteristicas anatdmicas, de velocidade de condug¢do, didmetro e
grau de mieliniza¢do. A maioria dos nociceptores sdo formados por
fibras de pequeno diametro. Neste grupo, encontram-se as fibras do
tipo C e do tipo Ad que sdo responsdveis pela transmissdo da
informag@o nociceptiva sob condigdes fisiologicas. As fibras Ad sdo
pouco mielinizadas e podem ser divididas em duas classes principais,
que se distinguem pela temperatura de ativagdo (para revisdo ver
Millan, 1999;Wall e Melzack, 1999; Julius e Basbaum, 2001;
Jacobson e Gao, 2006).
As fibras C, que em sua maioria sdo também conhecidas como
fibras polimodais por transmitirem estimulos mecanicos, térmicos e
quimicos, conduzem a uma velocidade muito mais lenta em relagdo
as outras fibras nociceptivas, em virtude de nao possuirem bainha de
mielina (Pleuvry e Lauretti, 1996; para revisdo ver Millan, 1999;
Julius e Basbaum, 2001). Estas fibras sao classificadas em dois
grandes grupos. O das fibras chamadas peptidérgicas, que expressam
o peptideo neurotransmissor substancia P (SP), o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e receptores de tirosina
quinase A (TrKA) que possuem alta afinidade ao fator de
crescimento do nervo (NGF); e o das fibras C que expressam o
receptor P2X3, um subtipo de receptor i6nico para ATP. Além disso,
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envia suas terminagdes nervosas quase que exclusivamente para a
lamina II, que juntamente com a lamina I, constituem a regido
chamada substancia gelatinosa (para revisdo ver Besson, 1999; Hunt
e Mantyh, 2001; Julius e Basbaum, 2001).

Vias da nocicep¢do
Como ja visto, Descartes foi o primeiro a propor uma via de
nocicepg¢do, a qual podemos dizer que apenas foi melhor “dissecada”
com o passar dos séculos devido ao advento de tecnologias e a
contribuicdo de outros pesquisadores. Assim, sabemos hoje que
primeiramente os impulsos nociceptivos chegam através dos
aferentes primdrios ao corno dorsal da medula espinhal nas
respectivas laminas onde realizam conexdes sindpticas com outros
nociceptores de segunda ordem, com excecdo dos aferentes
primdrios localizados na cabega e pescogo. Para simplificar e tornar
mais diddtica a compreensdo dessas conexdes e terminacdes dos
neurdnios no corno dorsal da medula espinhal, este foi dividido em
laminas de I a VI. Foi considerada a 1amina I a mais superficial e a
lamina VI a mais profunda. As fibras A, responsdveis por sensagdes
mecdnicas e de propriocep¢ao, terminam em laminas mais profundas,
como III, IV, V e VL. As fibras Ad que respondem a estimulos
nocivos terminam nas laminas de I a V, enquanto que as fibras Ad
sensiveis mecanicamente realizam conexdes nas laminas II e ITI. As
fibras C, que sdo os principais nociceptores, terminam nas laminas I
e II (para revisdo ver Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001). Apds
isso, a informac¢@o nociceptiva se projeta do corno dorsal para o
tdlamo através de neurdnios de segunda ordem, que constituem as
vias ascendentes. Os neurdnios sensoriais secundérios recebem seus
sinais pela liberacdo de glutamato e SP dos aferentes primdrios.
Além disso, este processo excitatério também depende de canais de
Ca® e Na', sendo os canais de Ca®* os principais reguladores da
liberacdo de neurotransmissores.
As vias ascendentes da dor mais importantes sdo a
espinotaldmica, a trigeminal, a espinoparabraquial e a via
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espinomesencefélica. Dentre elas, a via espinotalamica € a mais
estudada. Os neurdnios de segunda ordem desta via, apds a sinapse
com os neurdnios de primeira ordem no corno dorsal emitem suas
projecoes diretamente ao tilamo e cortex somatosensorial, onde a
informacao é processada. Por outro lado, existem vias descendentes
da dor, que atuam no controle da percepcdo da dor. Uma das
principais vias descendentes inibitéria ocorre quando a substincia
cinzenta periaquedutal (PAG), é estimulada. A estimulacdo elétrica
da PAG, por exemplo, causa uma analgesia intensa, que se dd pela
transmissao sindptica no nuicleo da rafe, através do neurotransmissor
serotonina e dos interneurdnios que inibem a transmissdo da via
espinotalamica. O hipotdlamo e a amigdala também sdo estruturas
que participam da modulacdo descendente inibitéria, além de
sistemas de neurotransmissores, como o opidide, gabaérgico,
glutamatérgico, canabindides, noradrenérgico, purinérgico, entre
outros (para revisdo ver Millan, 1999, Hunt e Mantyh, 2001).

Mediadores da nocicepgdo

O estimulo que é capaz de ativar os nociceptores, seja ele
térmico, mecénico ou de origem quimica, pode também ser o fator
desencadeante da producdo e liberagdo de vdrios moduladores da
transmissdo nociceptiva. Apds a lesdo tecidual, esses mediadores
podem ser liberados por neurdnios sensoriais e por células ndo
neuronais como plaquetas, células sanguineas, mastdcitos, células
endoteliais, fibroblastos, células de Schwann e até mesmo pelas
proprias células inflamatérias (Argoff, 2011; Kawabata, 2011;
Schaible, Ebersberger et al., 2011; Besson, 1999).

O aminoédcido excitatério glutamato €é o principal
neurotransmissor presente em todos os nociceptores. O glutamato
atua principalmente em receptores ionotrépicos, do tipo NMDA,
AMPA e cainato, mas também em receptores metabotrdpicos.
Entretanto, muitas outras substincias enddgenas sdo capazes de
sensibilizar os nociceptores apds lesdes teciduais, como CGRP, SP,
ATP,  prostaglandinas,  neuropeptideo Y,  neurotrofinas,
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somatostatina, prétons, histamina, serotonina e muitos outros
(Besson, 1999; Loeser e Melzack, 1999; Hunt e Mantyh, 2001; Julius
e Basbaum, 2001; Kidd, Photiou et al., 2004) Assim, as fibras sdo
ativadas por canais i0nicos e receptores especificos que
desencadeiam muitas vezes uma cascata de sinalizacdo através de
segundos mensageiros e outros sinalizadores intracelulares. Esta
sinaliza¢do intracelular ativada sucessivas vezes pode ocasionar
alteracdes na transcricdo génica, induzindo assim alteracdes na
estrutura e funcdo destes neurOnios sensoriais. Estas alteracdes
resultam em aumento ou diminui¢@o da expressao de canais i0nicos e
receptores, na producdo de mediadores quimicos e ativacdo de
enzimas (Kidd, Photiou et al., 2004; Shibasaki, 2004; Knyihar e
Csillik, 2006).

Algumas substancias causam ativagdo direta dos nociceptores,
como bradicinina e capsaicina, causando assim uma dor aguda.
Outros mediadores inflamatérios como prostaglandinas e serotonina
produzem dor por sensibilizar os nociceptores, diminuindo o limiar
de ativacdo. A excitabilidade anormal causada por inflamacdo ou
lesdo neuronal pode ocorrer pela ativacdo de proteinas quinases
intracelulares, por exemplo, ou até indiretamente pela inibicdo ou
estimulagdo da sintese de outros reguladores celulares. O
aparecimento de novos canais i0nicos e receptores também podem
ser oriundos dessas alteracdes intracelulares (Coggeshall e Carlton,
1997; Besson, 1999; Millan, 1999).

Citocinas inflamatérias e dor

As citocinas pré-inflamatérias sdo substincias que sdo
liberadas em diversas situacdes, como estresse, lesdes nervosas,
ativacdo do sistema imune e outras. Assim, normalmente as citocinas
sdo produzidas no préprio local da lesdo ou pelo sistema
imunolégico (De Oliveira, Sakata et al., 2011; Verri, Cunha et al.,
2006; Zhang e An, 2007). Ao contrario de neurotransmissores, as
citocinas ndo sdo armazenadas em vesiculas, mas sim liberadas de
acordo com a sua produc¢do e atuam de modo localizado (Sommer e
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Kress, 2004; Uceyler, Rogausch et al., 2007). Inicialmente, apds a
liberagdo das pré-inflamatdrias, elas atingem o local da les@o, por
exemplo, uma lesdo nervosa no nervo cidtico, € promovem um
processo inflamatdrio. Assim, como ocorre com os mediadores
inflamatérios, muitas vezes a producdo e a liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias se d4 em excesso ou continua a ocorrer mesmo
apds o reparo tecidual. Neste momento, as citocinas se tornam as
substancias responsdveis por facilitar a dor e a inflamacgdo e passam a
ser elas préprias o alvo de outros firmacos ou tratamentos, com o
objetivo de bloquear ou reduzir a sua acdo, e consequentemente
reduzir a dor e a inflamacdo (De Oliveira, Sakata et al., 2011; Cunha,
Poole et al., 1992; Verri, Cunha et al., 2006; Zhang e An, 2007).
Alguns exemplos de citocinas pré-inflamatérias sdo o TNF-a, as
interleucinas IL-1B, IL-6, IL-33, IL-17, IFN-8, dentre outras.
Entretanto, também existem citocinas anti-inflamatorias, sendo as
principais a IL-10 (interleucina 10) e a IL-4 (interleucina 4)
(Uceyler, Rogausch et al., 2007; Zhang e An, 2007).

Todas as citocinas atuam em receptores especificos,
normalmente com atividade de tirosina quinase, que depois de
ativados induzem transducdo intracelular e transcri¢do génica.
Assim, as citocinas podem participar da diferenciag@o e proliferacdo
celular, e inclusive regular a liberagdo de outras citocinas. Sabe-se
por exemplo, que em roedores, o0 TNF-a induz a liberagédo de IL-1,
ou seja, hd uma cascata de liberacdo das citocinas pré-inflamatdrias
(Cunha, Verri et al., 2005; Zhang e An, 2007). Em casos de dor
cronica e/ou e neuropdtica, por exemplo, as citocinas pro-
inflamatdrias facilitam a transmissao nociceptiva, reduzindo o limiar
nociceptivo através da sensibilizacdo periférica ou central (Cunha,
Verri et al., 2005; Rocha, Fernandes et al., 2006). A injecdo de TNF-
o ou IL-1pB na pata de roedores induz hiperalgesia, demonstrando a
importancia destas moléculas na dor, principalmente em casos de dor
crOnica ou neuropdtica, quando hd por longos periodos de tempo
liberag@o destes polipeptideos (Cunha, Verri et al., 2005).
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2  JUSTIFICATIVA

Apés citar algumas agdes da inosina relacionadas a dor,

inflamacdo e neuroprotecdo, somadas a estudos que sugerem que a
inosina poderia atuar como a adenosina devido as suas semelhancas

estruturais, o presente trabalho se propde a avaliar os efeitos da

inosina em modelos de nocicep¢do principalmente devido as

seguintes evidéncias:

1y

2)

3)

4)

5)

A inosina apresenta atividade antinociceptiva, anti-
inflamatéria e neuroprotetora que depende direta ou
indiretamente dos receptores de adenosina (Nascimento,
Figueredo et al., 2010; Gomez e Sitkovsky, 2003; Hasko,
Kubhel et al., 2000);

A ativagdo dos receptores de adenosina ativa canais de K,
bloqueia canais de Ca**, e pode ativar/inibir vias de protefnas
quinases (Ralevic e Burnstock, 1998; Megson, Dickenson et
al., 1995; Dolphin, Forda et al., 1986);

Em experimentos in vitro a inosina reduz niveis de citocinas
pré-inflamatdérias e favorece a regeneragdo nervosa
(Benowitz, Goldberg et al., 2002; Liaudet, Mabley et al.,
2001; Garcia Soriano, Liaudet et al., 2001);

A inibicdo da ADA apresenta efeitos dibios em modelos
animais de nocicep¢do (Keil e De Lander, 1992, 1994; Poon
e Sawynok, 1999);

A meia-vida da adenosina é extremamente curta em fluidos
bioldgicos e nao ha estudos sobre a farmacocinética da
inosina (Moser, Schrader et al., 1989; Hasko, Linden et al.,
2008).
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Assim, baseando-se nos 5 grupos de evidéncias supracitadas, o
presente trabalho investigard o perfil da inosina utilizando
basicamente modelos animais de nocicepg¢do e avaliar a possibilidade
deste nuclesideo atuar como um modulador endégeno da dor assim
como outras substincias do sistema purinérgico.
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3  OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil antinociceptivo da inosina e caracterizi-la como um
modulador endégeno da dor.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) investigar o envolvimento do receptor Al de adenosina (A1R)
no efeito antinociceptivo da inosina e comparar a eficicia, poténcia e
a afinidade de ligacdo da inosina e da adenosina por este receptor;

2) investigar mecanismos de transducao intracelular envolvidos na
antinocicepcao induzida pela inosina;

3) investigar o efeito antinocipetivo da inosina em modelos de dor
com perfil inflamatério (dor cronica inflamatéria, dor neuropdtica e
dor induzida por citocinas inflamatérias);

4) investigar se a modulacido das enzimas envolvidas na sintese e
degradacdo da inosina altera o efeito antinociceptivo da adenosina ou
da inosina;

5) investigar niveis sanguineos da adenosina e da inosina durante o
intervalo de tempo em que ambas possuem efeito antinociceptivo.

Cada objetivo corresponde a uma parte do trabalho, sendo assim esse
trabalho est4 dividido em 5 grandes partes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss e
ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos com aproximadamente 3
meses de idade fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina (Floriandpolis, Brasil). Camundongos
C57/black foram fornecidos pelo laboratério Charles Tupper da
Dalhousie University (Halifax, Canadd) e utilizados no local de
origem ou adquiridos do biotério da Universidade Univali (Itajai,
SC) e utilizados em Floriandpolis. Os camundongos C57-black
utilizados em Halifax ou Floriandpolis eram de ambos os sexos com
idade entre 2,5 a 3 meses. Todos os animais foram mantidos em
temperatura controlada de 22 + 2° C, em ciclo de 12h claro e 12h
escuro (luzes acesas as 6:00h) e com dgua e racao ad libitum.
Os camundongos Swiss foram mantidos em caixas coletivas
contendo no mdximo 15 animais por caixa, € os ratos em caixas
coletivas com 5 animais. Os camundongos C57black/6 (selvagens e
nocautes) foram mantidos em grupos de 2 a 5 animais por caixa. Para
os estudos comportamentais, os animais foram distribuidos
homogeneamente entre os grupos e mantidos no laboratério para
aclimatacdo por pelo menos 1 hora antes da realizacdo dos
experimentos, sendo que os experimentos descritos foram realizados
de acordo com as normas éticas para o estudo de dor em animais de
laboratoério (Zimmermann, 1983). O nimero de animais utilizados e
os estimulos empregados foram os minimos necessdrios para
demonstrar os efeitos dos tratamentos. Além disso, todos os
procedimentos experimentais realizados foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) (protocolo PP00484, processo n°
23080.016339/2010-61) ou pelo University Committee on
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Laboratory Animals (UCLA) da Dalhousie University, protocolo
numero 11-021 (em anexo).

42 SUBSTANCIAS E REAGENTES

As seguintes substincias foram utilizadas: caribdotoxina,
apamina, glibenclamida, tetraetilamdnio (TEA), 4-aminopiridina,
deoxicoformicina, diclofenaco, diazepam, DPCPX (Tocris, EUA);
CaCl,, inosina, adenosina, toxina Pertussis, miristato de acetato de
forbol (PMA), bradicinina, captopril, forsquolina, prostaglandina E2,
Adjuvante completo de Freund (CFA)(Sigma, EUA); forodesina
(BioCryst, EUA); formalina, cloridrato de morfina (Merck,
Alemanha); anticorpos para IL-1B, TNF-a, IL-10, IL-6 (R&D
Systems); 4cido perclérico, K,CO;, KOH, KH,PO,, K,HPO,,
metanol (Nuclear), silano (3-amino-propil-trietoxisilano; Sigma-
Aldrich, EUA, Brasil), paraformaldeido 4% (PFA 4%), Acetona,
xilol, etanol, peréxido de hidrogénio, tampao citrato, tampao fosfato
(PBS), anticorpo anti—A;R (1:500; Abcam®, Cambridge, MA, USA),
anticorpo  secunddrio biotinilado anti-IgG de coelho (Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, EUA), estreptavidina-biotina-
peroxidase (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA), 3,3"-
diaminobenzidina (3,37,4,4"-tetraaminobifeniltetrahidrocloreto)
(DAB, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA), hematoxilina de
Harris, Tris-HCl, MgCl2, [3H]DPCPX, BSA, polietilenamina, AS -
ODN-mismatch, AS- ODN- AR, AS- ODN- A,,R (Prodimol),
Coomassie brilliant blue BG-250, xilazina, cetamina, solugdo
estoque de sulfato de amonio, solucdo padrdo de sulfato de amonio,
fenol/solugdo de nitroprussiato, hipoclorito de sédio, NaH,PO,. H,0O,
Na,HPO,.H,O, NH;SO,, NaOCl (Nuclear®). Os farmacos foram
preparados em solucdo salina NaCl 0,9% com até 5 % de tween 80.
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MECANISMO DE ACAO/FUNCAO DOS FARMACOS

UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Tabela 2. Mecanismo de agao/fun¢ao dos farmacos utilizados

neste trabalho

Substancias
Adenosina
Adjuvante completo de Freund
(CFA)
Apamina

4-aminopiridina (4-AP)

Bradicinina
CaClZ
Captopril

Caribdotoxina

Deoxicoformicina

Diazepam
Diclofenaco sédico
DPCPX
Forodesina

Formalina
Forscolina (FK)
Glibenclamida

Miristato de acetato de forbol
(PMA)

Mecanismo/Func¢iao
Agonista de receptores P,
Imunoestimulante

K+
baixa

Bloqueador de canais de
sensiveis a Ca® de
condutincia

Bloqueador ndo seletivo de canais
de K" voltagem-dependentes
Ativador indireto de PKC

Atua sobre os canais de Ca*

Inibidor da enzima conversora de

angiotensina
Bloqueador de canais de K
sensiveis a Ca®™ de alta

condutincia

Inibidor da adenosina desaminase
(ADA)

Agonista receptores GABA 5
Anti-inflamatério ndo steroidal
Antagonista seletivo A|R

Inibidor da purina nucleosideo
fosforilase

Agente algogé€nico

Ativador direto da PKA
Bloqueador de canais de
sensiveis a ATP

Ativador direto da PKC

K+
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Morfina Agonista opidide

Prostaglandina E2 Ativador indireto da PKA

Tetraetilamo6nio (TEA) Bloqueador do canais de K™ ndo
especifico

Toxina Pertussis Inativador da proteina G;

4.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Na partes I, IV e V deste trabalho foi utilizado o teste de
nocicep¢do induzida pela formalina 2%. Na parte II, utilizamos o
teste de nocicepcdo induzida pela formalina 2,5%, com uma
avaliacdo ligeiramente diferente, que serd detalhada em seguida.
Todos os camundongos utilizados nas partes I, [V e V foram da linha
C57black/6, enquanto os camundongos utilizados nas partes II e III
foram da linhagem swiss.

4.5 PARTE I - ENVOLVIMENTO DO A;R NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DA INOSINA

4.5.1 Metodologia
4.5.1.1 Teste da formalina 2%

Este modelo de dor induzida por formalina consiste numa
injecdo intraplantar de formalina 2% diluida em salina, no volume de
20 microlitros. O comportamento do animal é analisado durante uma
hora, onde se registra: 1) o nimero de recuos e/ou levantamentos (do
inglés: flinching) realizados com a pata injetada; 2) cronometra-se o
tempo que o animal dispende lambendo e/ou mordendo a pata
injetada (do inglés: licking e biting). Ambos os comportamentos sdo
considerados indicativos de nocicep¢do (Poon e Sawynok, 1999).
Entretanto, hd algumas diferencas sutis entre ambos o0s
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comportamentos. Atualmente, a maioria dos autores normalmente
consideram uma resposta mais fidedigna o comportamento de
recuo/elevacdo da pata. Segundo estes autores, este comportamento
seria correlacionado com a dor em humanos, devido a : 1) sua maior
sensibilidade as vias descendentes inibitdrias; ii) 0 comportamento é
mais continuo e duradouro; iii) este comportamento é sensivel a
estimulos nociceptivos menos intensos; iv) € sensivel a naloxona e
amitriptilina (diferentemente do comportamento de lambida/mordida
da pata). Além disso, o comportamento lambida/mordida é: mais
sensivel a interferéncias motoras; € considerada uma dor
supramdxima; muitas vezes ¢ um comportamento estereotipado do
animal; e ainda pode sofrer interferéncia se por algum motivo
alguma substancia/urina/fezes entrar em contato com a regido plantar
da pata do animal, causando aversdo ao comportamento de
lamber/morder a pata (para revisdo ver Sawynok e Liu, 2003).

Nesta metodologia, o pesquisador realiza a andlise
comportamental de 2 animais de uma tnica vez, intercalando entre
cada animal 2 minutos de observagdo, utilizando a tabela 9 para
registro. Neste modelo de nocicepcdo induzida pela formalina, a
primeira fase (fase neurogénica) é considerada do tempo O até o 8°
minuto; o restante do tempo é considerado segunda fase (fase
inflamatdria). A primeira fase (neurogénica) consiste basicamente na
ativacdo direta de fibras C e A9, além da liberagdo de substincias
como ATP, histamina, 5-HT e bradicinina. Durante a segunda fase
(inflamatéria), além da ativacdo continua de fibras C e AJ, ocorre
também a liberacdo de vérios mediadores inflamatérios além
daqueles liberados durante a primeira fase, sensibilizagdo central
principalmente em virtude da intensa liberacdo de glutamato e SP
que leva a uma redugdo do limiar nociceptivo (para revisdo ver
Sawynok e Liu, 2003; Le Bars, Gozariu et al., 2001). A figura 9
mostra a tabela utilizada para registro dos comportamentos avaliados
no teste da formalina 2%.
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TABELA DE REGISTRO DE DADOS — TESTE DA FORMALINA — 2 %-

DATA: Expsmmanto: Animal: Dperador

Tempo | Tempo Grupe: Erupa: Gnupo: Grupa: Grupa: Srupa:

analise Finchra | Licking | Flisching Licking | Flehing Lickiny Flinchisy, Licking | Flaching Licking | Flisching Licki

10-12

1416

i18-20

22-24

26-28

3032

3436

38-40

42-44

36-48

Figura 9. Tabela para registro do comportamento dos animais para o
teste de formalina 2%.

4.5.1.2 Comparacido do efeito antinociceptivo da inosina com o
efeito da adenosina no teste da formalina

Embora tenha sido publicado previamente um artigo no qual
demonstra-se uma curva dose-reposta para inosina em camundongos
Swiss (Nascimento, Figueredo et al., 2010), em virtude da utiliza¢do
de um teste de formalina com algumas modifica¢des (concentragdo e
comportamento avaliado), somado a diferente linhagem de animais
utilizados, decidimos realizar um novo experimento de curva dose-
resposta para a inosina. Ainda, decidimos realizar outro experimento
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de curva dose-resposta com adenosina, a fim de comparar a poténcia
e a eficdcia entre esses nucleosideos, visto que o objetivo nimero 1
basicamente consiste em demonstrar que a inosina pode também ser
um ativador dos AR. Neste bloco de experimentos, foi administrado
pela via i.p. inosina ou adenosina nas doses de 1, 10, 30 ou 100
mg/kg, i.p. Os animais do grupo controle receberam apenas veiculo,
na dose de 5 ml/kg, i.p. Vinte minutos ap6s a administragdo dos
nucleosideos ou veiculo (salina + 5% de tween 80), os animais foram
submetidos ao teste da formalina 2%.

4.5.1.3 Efeito antinociceptivo da  inosina  administrada
perifericamente no teste da formalina

Para avaliar o possivel efeito antinociceptivo periférico da
inosina, coadministramos este nucleosideo com formalina 2% na
pata dos animais. Baseando-se em estudos prévios de nosso
laboratério (dados nao mostrados), iniciamos o estudo utilizando a
dose de 10 pg/sitio de inosina administrada na mesma solugdo da
formalina. O volume total administrado na pata do camundongo néo
ultrapassou 20 pl. Apés encontrar a dose necessdria para induzir
antinocicepcdo, utilizamos esta dose para tratar os animais com
injecdes de inosina na pata contralateral, afim de excluir um possivel
efeito sistémico desta dose.

4.5.1.4 Abordagem farmacoldgica para avaliar o envolvimento dos
receptores A; de adenosina (A;R) na antinocicep¢do
induzida pela inosina

Com o objetivo de investigar a participagdo do AR no efeito
antinociceptivo da inosina no teste da formalina, utilizamos o
antagonista seletivo A;R DPCPX. Neste experimento € nos
seguintes, a inosina foi utilizada nas doses de 10 mg/kg, i.p. em
razdo desta dose ter induzido antinocicep¢do igual a dose de 100
mg/kg, i.p. Para estudos periféricos, utilizamos a dose de 20 pg/pata,
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pelo motivo que foi essa a dose que administrada pela via
intraplantar causou antinocicep¢do localmente. As doses do DPCPX
foram escolhidas em funcdo de publicacdo prévia (Nascimento,
Figueredo et al, 2010) ou experimentos pilotos em nosso
laboratério. Para avaliar o envolvimento do A;R em nivel sistémico e
espinhal, os animais foram divididos em 3 grandes grupos e foram
pré-tratados com veiculo (5 ml/kg, i.p.), DPCPX (10 nmol/5ul, i.t.)
ou DPCPX (0,1 mg/kg, i.p.). Posteriormente os animais foram
tratados com veiculo (5 ml/kg, i.p.) ou inosina (10 mg/kg, i.p.) e apds
20 min submetidos ao teste da formalina 2%. Em outro grupo de
animais, avaliamos a participacdo dos receptores periféricos A|R na
antinocicepcdo induzida pela inosina. Para isto, os animais foram
pré-tratados com DPCPX (5 png/20 pl, i.pl.) e apés 5 min receberam
uma coadministragdo de inosina + formalina (20 pg + 2%/20 pl,
i.pl.) e imediatamente apds tiveram seu comportamento nociceptivo
observado.

4.5.1.5 Avaliacio do efeito antinociceptivo da inosina em
camundongos nocaute para o A;R

O passo seguinte foi confirmar o envolvimento do A;R no
efeito antinociceptivo da inosina através da utilizacdo de animais
geneticamente modificados que ndo expressavam o receptor A1R, ou
seja, animais nocaute para o A1R. Para confirmar a genotipagem
destes animais, amostras sanguineas foram colhidas da cauda, o
DNA foi extraido e a genotipagem foi realizada por reacio de cadeia
de polimerase. Neste experimento, os animais selvagens (A;R +/+) e
os animais nocaute (A;R -/-) foram tratados intraperitonealmente
com veiculo (5 ml/kg) ou inosina (10 mg/kg), intratecalmente com
veiculo (5 pl) ou inosina (10 pug/5 pl) ou intraplantarmente com
veiculo (20 ul) ou inosina (20 pug/20 pl). A injecdo de formalina 2%
para cada grupo foi dada apds 20 min (animais tratados via i.p.), 5
min (animais tratados via i.t.) e conjuntamente (animais tratados via

i.pl).
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4.5.1.6 Avaliacio do efeito antinociceptivo da inosina em
camundongos com expressdo reduzida de A;R apds
receberem inje¢ao de oligonucleotideo antisentido

Outra abordagem utilizada para verificar o envolvimento do A;R no
efeito antinociceptivo da inosina, foi a utilizacdo de animais com
expressdo reduzida dos receptores A;R. Para isto, os animais
receberam 2 inje¢des i.t. didrias durante 5 dias de oligonucleotideo
antisense. O primeiro grupo (controle) recebeu injecoes de antisense
oligodeoxinucleotideo-mismatch  (AS-ODN-mismatch; sequéncia
embaralhada, 5’-AAGTTGGCGGGGAAGCAGGG-3’, 1uM, sitio,
1.t.), o segundo grupo recebeu injecOes de antisense
oligodeoxinucleotideo para AR (AS-ODN-A1R; 5’-
GTCCTTGCTCTCCCTTCCTC-3’, 1uM, sitio, i.t.) e o terceiro
grupo recebeu injecdes de antisense oligodeoxinucleotideo para
AR (AS-ODN-A2AR; 5°-GCTGTTCCTACCCTACCCT-3’, 1uM,
sitio, i.t.). Todos os grupos, uma hora apds a Ultima inje¢do de
antisense receberam inosina (10 mg/kg, i.p.) e ap6s 20 min foram
submetidos ao teste da formalina 2 %. Apds o teste da formalina, os
animais foram anestesiados ( mistura de cetamina 10 mg/kg e
xilazina 30 mg/kg, i.m.) e perfundidos com paraformaldeido 4 %.
Apés a perfusdo, a medula espinhal dos animais foi retirada para
andlise imunoistoquimica para avaliar a expressao dos A|R.

4.5.1.7 Analise Imunoistoquimica

A andlise imunoistoquimica na medula espinhal dos animais
foi realizada imediatamente apds a realizagdo do teste da formalina,
conforme descrito anteriormente (Dutra, Cola et al., 2011). Para tal,
a medula espinhal foi coletada apds processo de perfusdo com
solucdo fisioldgica e PFA 4%, sendo mantidos nessa mesma solucio
durante 24 h. Posteriormente, foram realizadas sec¢des transversais
na regido lombar da medula espinhal, seguidos de processamento
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histolégico, inclusdo em parafina e microtomia. Os cortes teciduais
de espessura de 5 pum foram montados sobre laminas carregadas
positivamente, preparadas através da imersio das mesmas em
solucdo de silano (3-amino-propil-trietoxisilano; Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, SP, Brasil) a 5% em acetona (v/v). Em seguida, as laminas de
vidro contendo os cortes histolégicos foram mantidas em estufa,
durante 1 h, a uma temperatura de aproximadamente 50°C, para
fixacdio dos mesmos. Apds fixagdo, as laminas foram
desparafinizadas através de imersdes consecutivas em xilol e
reidratadas por passagens sucessivas em etanol, em concentracdes
decrescentes (etanol absoluto, etanol 90%, 80% e 70%), com
posterior lavagem em &4gua destilada. Em seguida realizou-se o
bloqueio da peroxidase enddgena, a fim de eliminar reagdes
inespecificas, com solugdo de peréxido de hidrogénio a 1,5% em
metanol absoluto (v/v) durante 20 min.

Ap6s a lavagem das 1dminas com dgua destilada, as amostras
foram submetidas a reativagdo antigénica, com a finalidade de
recuperar os sitios antigénicos encobertos pela fixacdo e inclusio do
tecido em formol e parafina. Por esta razdo, as laminas foram
imersas em tampao citrato 0,01 M, pH 6,0 durante 40 min, em
banho-maria com temperatura ajustada para 95-98°C. Logo ap0s,
ainda como parte do processo térmico de reativacdo antigénica, as
laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante 20 min a
temperatura ambiente e lavadas em 4gua destilada e solucdo tampao
fosfato (PBS). A imunodetec¢do das proteinas de interesse foi
realizada utilizando-se o seguinte anticorpo anti—-A;R (1:500;
Abcam®, Cambridge, MA, USA). A solugdo contendo o anticorpo foi
adicionada sobre os cortes teciduais e as laminas foram mantidas em
camara Umida durante 12-18 h, a uma temperatura de 2-8°C. A
seguir, as laminas foram lavadas com PBS e os cortes histoldgicos
foram incubados com o anticorpo secunddrio biotinilado anti-IgG de
coelho (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) em camara timida
durante 60 min a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
foram lavadas com PBS e incubadas com estreptavidina-biotina-
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peroxidase (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA). Apds 40 min
de incubacdo das laminas com a solucdo de streptavidina-biotina-
peroxidase, as mesmas foram lavadas com PBS e a imunodetec¢do
foi completada utilizando-se uma solugdo cromdgena contendo
0,03% de 3,3 -diaminobenzidina (3,3°,4,4°-
tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) (DAB, Dako Cytomation,
Carpinteria, CA, EUA) e 0,3% de perdéxido de hidrogénio (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Posteriormente, foi realizada
contra-coloracdo das secgbes histolégicas em solugao de
hematoxilina de Harris, desidratacdo das mesmas através de imersdes
em concentracdes crescentes de etanol (etanol 70%, 80%, 90% e
etanol absoluto), diafanizacdo em xilol e montagem em meio de
montagem permanente (Entellan, Merck, Frankfurt, Darmstadt,
Germany).

Os resultados foram documentados utilizando cdmera digital
(Sight DS-5ML1), acoplada a um microscépio Optico Eclipse 501
(Nikon, Melville, NY, USA). Para andlise da reagdo antigeno-
anticorpo, foram obtidas cinco imagens a partir dos cortes
histol6gicos da medula espinhal de cada animal. A densidade 6ptica
que melhor discriminou a imunomarcagdo (coloragdo castanha) foi
obtida utilizando o programa NIH ImageJ 1.36b. Para a andlise dos
niveis de AR a intensidade total de pixels foi determinada e os
dados foram expressos como densidade 6ptica (DO).

4.5.1.8 Ensaio de ligacdo especifica de inosina e adenosina no A;R

Para avaliar se a interacdo da inosina com o A1R ocorre de
forma direta, utilizamos a técnica de liga¢do especifica, amplamente
usada nos estudos de interagdo farmaco-receptor. Foi avaliado a
afinidade da inosina e da adenosina pelo AIR. O ensaio de ligagdo
foi realizado utilizando fracio membranar de cérebro total de ratos,
conforme metodologia previamente descrita (Sousa, Assaife-Lopes
et al, 2011). Apds preparacio de fracdo enriquecida com
sinaptossomas (P2), o pellet foi ressuspenso € as membranas foram
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homogeneizadas e diluidas em tampao de amostra (50 mM de Tris-
HCI, 1 mM de EDTA, 3 mM de MgClI2, pH=7,4) resultando em uma
concentracdo final de 1 mg/ml de proteinas totais. No dia do ensaio,
as membranas diluidas para avaliar a ligacdo da inosina ao A1R
foram incubadas com 4U/ml de adenosina desaminase por 30 min a
temperatura ambiente para eliminagdo do ligante endégeno. O ensaio
de ligacdo ocorreu pela incubacdo de 50 pug de proteinas a um tubo
contendo 0,5 nM do antagonista do AR radioativo [3H]DPCPX em
quantidade suficiente de tampao de ensaio (50 mM de Tris-HCI, 1
mM de EDTA, 3 mM de MgCI2, 1 mg/ml de BSA, pH=74),
totalizando um volume final de 500 pl.

A ligagdo inespecifica foi estimada pela adi¢ao de 1 uM de um
ligante AR (CCPA ou DPCPX) sem marcagdo radioativa. Apés
incubagdo por 1 h a 30 °C, o ensaio de ligacdo foi finalizado pela
adi¢do de 1 ml do tampdo de ensaio resfriado em gelo e filtracao a
vacuo por filtros de feltro previamente tratados com polietilenamina
(0,1 %) por pelo menos 2 h, seguidos de 3 lavagens com 1 ml de
tampdo gelado. Os filtros foram mergulhados individualmente em 1
ml de liquido de cintilagdo e incubados durante aproximadamente 18
h previamente a determinacdo da radioatividade em contador beta
(Beckman Coulter, modelo: LS6500). Os resultados foram
normalizados pela ligacdo especifica total e calculados como
porcentagem de inibicdo para realizagdo das curvas de ensaio
competitivo de ligacdo especifica dos compostos sob investigagdo. O
Ki foi calculado pelo melhor ajuste (best-fitting) de equacdo ndo
linear para ligacdo especifica competitiva de um sitio, utilizando o
Kd do 3H-DPCPX (1 nM). A concentragdo do [’H]DPCPX utilizada
foi 5 nM.
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4.5.2 Resultados

4.52.1 A inosina possui eficicia e poténcia semelhantes a
adenosina no teste da formalina, porém em doses elevadas
a adenosina perde eficécia

A inosina e a adenosina ndo foram capazes de reduzir a
nocicep¢do induzida pela formalina na primeira fase. Assim, todos os
resultados reportados neste trabalho mostram os resultados da
segunda fase da nocicep¢do induzida pela formalina. A figura 10
mostra o efeito antinociceptivo da inosina e da adenosina no modelo
de nocicepcdo induzida pela formalina. Os painéis A e B mostram o
efeito antinociceptivo da inosina sobre os comportamentos de
recuo/elevacdo e lambida/mordida da pata, respectivamente. A
inosina (10 e 100 mg/kg, i.p.) foi capaz de reduzir a nocicepc¢io
induzida pela formalina em ambos os comportamentos, no entanto,
nao houve diferenca estatistica entre as duas doses, ou seja,
estatisticamente, ambas as doses apresentaram o mesmo efeito. As
inibi¢des da inosina foram de 44 + 10% e 46 + 6% para a dose de 10
mg/kg, i.p. nos painéis A e B, respectivamente.
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Figura 10. Efeitos da inosina e adenosina sobre o modelo de dor induzida
pela formalina. Efeito antinociceptivo da inosina (1 — 100 mg/kg, i.p.) e da
adenosina (1 — 100 mg/kg, i.p.) no teste da formalina 2 %. Nos painéis A e
B, observa-se o efeito da inosina sobre o comportamento de recuo/elevacdes
e sobre o tempo de lambida/mordida da pata, respectivamente. Nos painéis
C e D, observa-se o efeito da adenosina sobre o comportamento de
recuo/elevagdes e sobre o tempo de lambida/mordida da pata,
respectivamente.  Os valores sdo expressos como média =+ EPM (erro
padrio da média). O asterisco (*) representa niveis de diferenga
significativa quando comparado com o grupo controle (tratado com
veiculo). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Dunnett. *P < 0,05, **P < 0,01. (n=6-8).

A adenosina por sua vez, também reduziu o comportamento de
dor associado a recuo/elevacdes da pata (painel C), no entanto,
apenas a dose de 10 mg/kg, i.p. teve efeito antinociceptivo, a dose de
100 mg/kg, i.p. ndo foi eficaz. Finalmente, no painel D podemos
observar que as doses de 10 e 30 mg/kg, i.p. de adenosina foram
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capazes reduzir o comportamento de lambida/mordida da pata. As
inibi¢des da adenosina foram 44 + 3% e 47 £ 9% para a dose de 10
mg/kg, i.p., nos painéis C e D, respectivamente. E interessante
destacar que na dose de 100 mg/kg, a inosina apresenta efeitos
semelhantes a dose de 10 mg/kg, mas a adenosina deixa de ser
eficaz, sugerindo uma curva em “U” para a adenosina no teste da
formalina.

4522 A inosina reduz a nocicep¢do induzida pela formalina
quando injetada localmente

A figura 11 mostra o efeito da inosina coadministrada com
formalina 2%, também apenas sobre a fase 2 do referido teste.
Iniciamos o estudo utilizando a dose de 10 pg/sitio devido aos
resultados prévios obtidos em nosso laboratério no teste de
nocicep¢do induzida pelo glutamato. No entanto, no teste da
formalina esta dose ndo foi capaz de reduzir significativamente a
nocicep¢do. Logo, utilizamos uma dose maior, 20 pg/sitio, que foi
efetiva em reduzir a nocicep¢do nos comportamentos de
recuo/elevacdes e lambida/mordida da pata. Por fim, com o intuito de
confirmar que o efeito exercido pela dose de 20 pg/sitio estaria sendo
apenas um efeito local (periférico) e ndo sist€émico, administrou-se
inosina (20 pg/sitio) na pata contralateral dos camundongos e
imediatamente apds os animais foram submetidos ao teste da
formalina 2%. Como é possivel verificar na figura 11, a inosina
quando injetada na pata contralateral ndo foi capaz de induzir
antinocicepcdo em nenhum dos comportamentos avaliados,
demonstrando que o efeito exercido quando administrada na pata
ipsilateral é puramente local.
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Figura 11. Efeitos locais da inosina sobre o modelo de dor induzida pela
formalina. Efeito antinociceptivo da inosina injetada intraplantarmente (10 —
20 pg, sitio) na pata ipsilateral e contralateral no teste da formalina 2 %.
Nos painéis A e B, observa-se o efeito da inosina sobre o comportamento de
recuo/elevagdes e lambida/mordida da pata, respectivamente. Os valores sido
expressos como média + EPM (erro padrdo da média). O asterisco (*)
representa P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (tratado com
veiculo). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05. (n=5-6).

4523 O efeito antinociceptivo sistémico da inosina depende
totalmente dos AIRs centrais, enquanto que o efeito
antinociceptivo local parece depender parcialmente dos
AlRs

As figuras 12A e B demonstram a atividade antinociceptiva
da inosina (10 mg/kg, i.p.) sendo prevenida pelas injecdes i.t. € i.p.
do antagonista seletivo para A;R, DPCPX. No painel A estd
demonstrado o comportamento de recuo/elevacdo da pata, e no
painel B o comportamento de lambida/mordida da pata. Em ambos
os painéis € possivel observar que a administracdo do DPCPX (i.t. ou
i.p.) ndo foi capaz de alterar o limiar nociceptivo no teste da
formalina em comparacdo com os animais do grupo controle
(tratados com veiculo). Nos painéis C e D, demonstra-se o
envolvimento do A1R periférico na antinocicep¢do induzida pela
inosina quando administrada na pata do animal. O painel C mostra o
comportamento de recuo/elevacdo da pata, onde € possivel verificar



77

que o DPCPX injetado diretamente na pata do animal ndo altera o
limiar de nocicepcao. A inosina (20 pg/sitio) induziu antinocicepgdo
quando coadministrada com formalina 2%. Entretanto, o DPCPX (5
pg/sitio) administrado 5 min antes da coadministragdo de formalina
com inosina ndo foi capaz de prevenir a antinocicep¢do periférica
induzida pela inosina. No entanto, no painel D onde podemos
observar o mesmo desenho experimental que no painel C, mas
avaliando o comportamento de lambida/mordida da pata, o DPCPX
preveniu a antinocicep¢ao induzida pela inosina.
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Figura 12. Envolvimento do receptor Al sobre o efeito antinociceptivo
sistémico, espinhal e local da inosina no teste da formalina. Efeitos do pré-
tratamento com DPCPX (antagonista seletivo do AI1R) pelas vias
intraperitoneal (0,1 mg/kg), intratecal (10 nmol/sitio), nos painéis A e B; e
intraplantar (5 pg/sitio), painéis C e D, sobre o efeito antinociceptivo da
inosina injetada sistemicamente (10 mg/kg, i.p.) ou localmente (20 pg/sitio)
no teste da formalina 2 %. Nos painéis A e C observa-se o comportamento
de recuo/elevacdo da pata, nos painéis B e D observa-se o comportamento
de lambida/mordida da pata. Os valores sdo expressos como média + EPM
(erro padrdo da média). O asterisco (*) representa nivel de diferenca
significativa quando comparado com o grupo controle (tratado com
veiculo). O sustenido (#) representa nivel de diferenca significativa quando
comparado com o grupo tratado com veiculo + inosina (P < 0,05). O teste
estatistico utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls. *P < 0,05. (n=6-10).

4524 Sistemicamente, a inosina ndo apresenta efeito
antinociceptivo em animais nocaute A1R
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A figura 13 mostra o efeito da administragdo da inosina por
diferentes vias em animais do tipo selvagem ou animais nocautes
para o AI1R. No painel A da figura observamos o comportamento de
recuo/elevacdo da pata, e no painel B o comportamento de
lambida/mordida da pata. Em ambos os comportamentos, os
resultados obtidos foram semelhantes. Observou-se que o tratamento
prévio com inosina, independente da via pela qual foi administrada
(i.p., 1.t. ou i.pl.), reduziu a nocicep¢do induzida pela formalina em
animais do tipo selvagem em comparagdo com outro grupo de
animais selvagens que foi pré-tratado com veiculo.
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Figura 13. Efeito antinociceptivo da inosina em animais nocaute para o A1R
no teste da formalina. Envolvimento do receptor Al na antinocicep¢do
induzida pela inosina pelas vias intraperitoneal (10 mg/kg), intratecal (10
pg/sitio) e intraplantar (20 pg/sitio) em animais selvagens e nocaute para o
AIR no teste da formalina 2%. No painel A observa-se o comportamento
de recuo/elevacdo da pata, no painel B observa-se o comportamento de
lambida/mordida da pata. Os valores sdo expressos como média + EPM
(erro padrdo da média). O asterisco (*) representa nivel de diferenga
significativa do grupo selvagem + inosina quando comparado com o grupo
controle (selvagem + veiculo). O cerquilha (#) representa nivel de diferenca
significativa do grupo nocaute + inosina quando comparado com o grupo
selvagem + inosina. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05; *P < 0,05. (n=5-
8).
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Quando foi avaliado o limiar de nocicep¢do em animais
nocaute para o A1R pré-tratados com veiculo, observou-se que este
grupo de animais apresentou um limiar nociceptivo semelhante ao
grupo selvagem pré-tratado com veiculo, ou seja, a auséncia/falta do
AI1R ndo alterou significativamente o limiar de dor destes animais.
Diferentemente do que ocorreu com os animais selvagens, quando os
animais nocaute para o AIR foram pré-tratados com inosina pelas
vias i.p. e i.t., o nucleosideo ndo foi capaz de induzir antinocicepg¢do.
No entanto, quando a inosina foi administrada pela via i.pl. para
animais nocaute para A1R, a inosina induziu antinocicep¢do no teste
da formalina, de magnitude semelhante aquela observada em animais
do tipo selvagem.

4.5.2.5 O tratamento com AS-ODN-AIR reduziu a expressdo dos
A1R na medula espinhal de camundongos
Andlise imunoistoquimica
A figura 14 ilustra a expressdo dos AIR na medula espinhal

de camundongos submetidos ao tratamento com AS-ODN-mismatch,
AS-ODN-AIR e AS-ODN-A2AR.
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Figura 14. Expressdo dos A1R na medula espinhal de camundongos pré-
tratados com oligodeoxinucleotideo antisentido mismatch, para o AlR e o
A2AR. Os camundongos foram tratados com mismatch (1uM, sitio, i.t.),
AS-ODN-A1R (1uM, sitio, i.t.) ou AS-ODN-A2AR (1uM, sitio, i.t.) duas
vezes ao di a durante 5 dias. Uma hora apds a ultima injecdo dos
oligodeoxinucleotideos antisentido utilizados (5° dia), os animais receberam
injecdes intraplantar de formalina 2% e uma hora apds foram perfundidos e
a medula espinhal (nivel L1-L5) removida para andlise imunoistoquimica.
Os receptores AIR sdo os pontos em azul na figura e sdo mais facilmente
visualizados dentro das linhas tracejadas na figura. A regido superior de
cada quadro representa a regido do corno dorsal da medula espinhal. No
painel A, observa-se a expressio dos AIR nos animais tratados com
mismatch. No painel B, observa-se a expressdao dos AIR nos animais
tratados com AS-ODN-AI1R. No painel C, observa-se a expressdo dos A1R
nos animais que receberam AS-ODN-A2AR. No painel D, observa-se a
quantificacdo da expressdao dos A1R na medula espinhal dos animais pré-
tratados com  oligodeoxinucleotideo  antisentido  mismatch  ou
oligodeoxinucleotideo antisentido para A1R, realizada através de densidade
Optica.

No painel A, pode-se observar a expressdo normal dos A1R no
grupo que recebeu mismatch (grupo controle). No painel B, que
corresponde aos animais tratados com AS-ODN-AIR, podemos
verificar uma expressdo reduzida de A1R, principalmente na regido
destacada, a regido do corno dorsal da medula espinhal. E por ultimo,
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no painel C, onde estdo apresentados os animais que receberam
injecdo AS-ODN-A2AR, podemos verificar também a grande
expressdo dos AIR, reforcando a especificidade do antisense
oligodeoxinucleotideo utilizado. Por ultimo, no painel D pode-se
observar a quantificacdo da expressdo dos AI1R nos grupos mismatch
e AS-ODN-AIR, onde, ¢é possivel verificar a reducdo
estatisticamente significativa deste receptor no segundo grupo.

4.5.2.6 A inosina ndo apresentou efeito antinociceptivo em animais
com expressao reduzida de AIR no teste da formalina

Demonstra-se na figura 15, o efeito antinociceptivo da
inosina sobre animais que receberam injecOes intratecais (1 uM) de
AS-ODN-AIR ou de AS-ODN-mismatch.
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Figura 15. Efeito antinociceptivo da inosina sobre animais com expressio
reduzida do AIR no teste da formalina. Envolvimento do receptor Al na
antinocicep¢do induzida pela inosina (10 mg/kg, i.p.) em animais pré-
tratados duas vezes ao dia durante 5 dias com antisense oligonucleotideo
para o AIR. No painel A observa-se o comportamento de recuo/elevacio
da pata, no painel B observa-se o comportamento de lambida/mordida da
pata. Os valores sdo expressos como média + EPM (erro padrdo da média).
O asterisco (*) representa nivel de diferenca significativa do grupo
selvagem + inosina quando comparado com o grupo controle (selvagem +
veiculo). O sustenido (#) representa nivel de diferenca significativa do
grupo nocaute + inosina quando comparado com o grupo selvagem +
inosina. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05; P< 0,05. (n=4-7).
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O efeito dos tratamentos foi semelhante sobre ambos os
comportamentos nociceptivos (recuo/elevagdo e lambida/mordida da
pata, figuras 15A e B, respectivamente), sendo assim, é possivel
observar que os animais que receberam a inje¢do de AS-ODN-
mismatch ou de AS-ODN-A1R durante 5 dias e foram pré-tratados
com veiculo (5 ml/kg, i.p.) 20 min antes de serem submetidos ao
teste da formalina apresentaram respostas nociceptivas semelhantes,
ou seja, sem diferenca estatistica. O grupo de animais tratado
diariamente com AS-ODN-mismatch, que foi pré-tratado com
inosina (10 mg/kg, i.p.) 20 min antes do teste da formalina,
apresentou reducdo significativa do comportamento nociceptivo.
Finalmente, no grupo que recebeu AS-ODN-AI1R, a inosina ndo foi
capaz de prevenir a nocicep¢ao induzida pela formalina.

4527 A inosina se liga diretamente ao AI1R com afinidade
semelhante a adenosina

A figura 16 ilustra os resultados do ensaio de ligacdo
especifica da inosina e da adenosina para o AIR em cérebro total de
ratos. Podemos observar que a inosina deslocou consideravelmente o
ligante do AIR, o antagonista "H-DPCPX do sitio de ligagdo, com
uma CI50 de 36 nM e um valor de Ki de 5,9 (1,5 - 23,7) nM.
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Figura 16. Ensaio de ligac@o especifica da adenosina e da inosina em AlR.
No ensaio de ligagdo especifica, a adenosina e a inosina foram incubadas
com as membranas de cérebro total de ratos na presenca do antagonista para
o AIR [3H]DPCPX por 60 min a 37°C. Ambas as substincias foram
capazes de deslocar o [3H]DPCPX. (n=4).

Pode-se verificar também que a adenosina também deslocou o
antagonista SH-DPCPX do sitio do AIR, com uma afinidade
semelhante, tendo os valores de 113 nM de CI50 e Ki de 18,9 (2,8 —
127,2) nM. As inibicdes mdximas foram de 71% para a inosina e
60% para a adenosina, sendo que estatisticamente ndo houve
diferenca entre os deslocamentos causados pela inosina e adenosina.

46 PARTE II — ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO
INTRACELULAR DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA
INOSINA



85

4.6.1 Metodologia
4.6.1.1 Teste da formalina

O teste foi realizado de acordo como descrito previamente
(Hunskaar, Fasmer et al., 1985) com pequenas modificagdes. Os
camundongos receberam uma injecdo intraplantar contendo 20 pl de
uma solucdo de formalina a 2,5% (0,92% formaldeido) diluida em
salina. Imediatamente apds a inje¢do de formalina, os animais foram
colocados em cdmaras de vidro para observacdo comportamental. Os
animais foram observados no intervalo de 0 a 5 min apds a injecdo
de formalina (fase neurogénica) e de 15 a 30 min (fase inflamatéria).
O tempo que os animais despenderam lambendo e/ou mordendo a
pata injetada foi cronometrado em segundos e considerado indicativo
de nocicepcdo. Na parte II deste trabalho serdo descritos apenas os
resultados obtidos durante a fase inflamatdéria, ou seja, entre o
periodo de 15 e 30 min apds a injecdo de formalina, pois 0 nosso
grupo demonstrou anteriormente que a inosina ndo possui atividade
antinociceptiva durante a fase neurogénica (Nascimento, Figueredo
etal.,2010).

4.6.1.2 Influéncia da toxina pertussis na antinocicep¢io induzida
pela inosina no teste da formalina

A toxina Pertussis € produzida pela bactéria Bordetella
pertussis e possui a capacidade de catalisar a ribosilacio do ADP
(difosfato de adenosina) da subunidade ai da proteina G. Assim, essa
toxina previne a interacdo da subunidade «i com os receptores
metabotrdpicos localizados na membrana celular, interferindo desta
maneira na comunicacdo extra/intracelular. Para verificar se os
receptores acoplados a proteinas Gjo sensiveis a toxina Pertussis
estdo envolvidos na antinocicepcdo induzida pela inosina, os
camundongos foram pré-tratados com toxina pertussis (2,5 pg/sitio,

1.t.). O grupo controle foi tratado com salina (5 pl/sitio, i.t.). Sete dias



86

apods o pré-tratamento, os animais receberam veiculo (10 ml/kg, i.p.),
inosina (10 mg/kg, i.p.) ou morfina (2,5 mg/kg, s.c., utilizada como
controle positivo) como descrito previamente (Meotti, Luiz et al.,
2006). Ap6s 20 min, os animais receberam uma injecdo de formalina
e imediatamente apds foi observado o comportamento nociceptivo.

4.6.1.3 Influéncia de bloqueadores de canais de potdssio na
antinocicepcao induzida pela inosina no teste da formalina

Os canais de potassio (K*) sfo o alvo terapéutico de muitos
medicamentos analgésicos, principalmente opioides como morfina e
fentanil. A ativacdo dos receptores A1R e A2AR pode resultar na
ativa¢do dos canais de K" e mediar a antinocicep¢do. Assim, para
investigar a participagdo dos canais de K* no efeito antinociceptivo
induzido pela inosina, utilizamos diferentes bloqueadores destes
canais. Os animais foram pré-tratados pela via 1i.t. com
tetraetilamonio (TEA; 1ug/sitio, bloqueador ndo seletivo de canais
de K* voltagem-dependentes), 4-aminopiridina (4-AP, 1 pg/sitio,
bloqueador ndo seletivo de canais de K voltagem-dependentes),
apamina (50 ng/sitio, bloqueador de canais de K* sensiveis a Ca** de
baixa condutancia), caribdotoxina (250 pg/sitio, bloqueador de
canais de K* sensiveis a Ca’* de alta condutancia), ou glibenclamida
(100 pg/sitio, bloqueador de canais de K* sensiveis 2 ATP). Apés 15
min, os animais receberam inosina (10 mg/kg, i.p.) ou diclofenaco
(10 mg/kg, i.p., controle positivo) e 20 min apds foram submetidos
ao teste da formalina 2,5%.

4.6.14 Influéncia do célcio na antinocicep¢do induzida pela
inosina no teste da formalina

Os canais de célcio (Ca®") sdo importantes na geragio do sinal
nociceptivo nas termina¢des nervosas € nas sinapses hociceptivas
que ocorrem na medula espinhal, além de o nivel intracelular de Ca**
ser responsavel pela liberacdo de transmissores nociceptivos. Por
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este motivo, investigamos a participacgio do Ca®* no efeito
antinociceptivo induzido pela inosina. Os animais foram pré-tratados
com CaCl, (200 nmol/sitio, i.t.) ou salina (5 pl/sitio, i.t.). Apés 15
min, os animais receberam inosina (10 mg/kg, i.p.) ou morfina (2,5
mg/kg, s.c., utilizada como controle positivo) e 20 min apds foram
submetidos ao teste da formalina 2,5%.

4.6.1.5 Envolvimento das proteinas PKA e PKC na acdo
antihiperalgésica induzida pela inosina nos testes de
Randall-Selitto e Hargreaves

As proteinas quinases A e C (PKA e PKC) estdo implicadas na
indu¢do e na manutencdo da hiperalgesia, por ativar enzimas, canais
idnicos e outras vias protéicas. Assim, avaliamos se um possivel
efeito anti-hiperalgésico da inosina poderia envolver as proteinas
PKA e PKC. Utilizou-se o miristato acetato de forbol (PMA,
ativador direto da PKC), bradicinina (BK, ativador indireto de PKC),
forskolina (FK, ativador direto da PKA) ou PGE, (ativador indireto
da PKA). Os testes comportamentais utilizados foram o de
hiperalgesia mecanica e o de hiperalgesia térmica ao calor avaliados
através do aparelho de Randall & Selitto e Hargreaves,
respectivamente (Randall e Selitto, 1957; Hargreaves, Dubner ef al.,
1988; Otuki, Ferreira et al., 2005). Os animais foram pré-tratados
pela via i.p. com veiculo (10 ml/kg) ou com inosina (10 mg/kg).
Apés 30 min, ambos os grupos (veiculo e inosina) receberam
injecdes na pata com 100 pl de PMA (0,1 nmol), BK (3 nmol), PGE2
(10 nmol), FK (1umol) ou veiculo. Trinta minutos apds, a
hiperalgesia térmica e mecanica foi avaliada como descrito no item
4.6.1.6. O grupo de animais que recebeu bradicinina, foi pré-tratado
1 h antes com o inibidor da enzima conversora de angiotensina,
captopril (5 mg/kg, s.c.). Este pré-tratamento foi realizado para
prevenir a degrada¢do da bradicinina pela cininase III, também
chamada de enzima conversora de angiotensina (Otuki, Ferreira et
al., 2005; Parada, Reichling et al., 2005).
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4.6.1.6 Avaliacdo da hiperalgesia mecanica e térmica

A avaliacdo da hiperalgesia mecanica foi realizada pelo
método de Randall e Selitto (1957). O teste consiste em um aparelho
(Ugo Basile, Comerio, Itdlia) que exerce uma pressdo crescente (0 —
750 g) na regido dorsal da pata do animal. Considerou-se como
resposta nociceptiva no teste a vocaliza¢do do animal ou pela retirada
da pata do aparelho. Desta forma, no momento da resposta
nociceptiva, consideramos a pressdao exercida como sendo o limiar
nociceptivo, que foi expresso em carga tolerada (g). Para avaliacdo
da hiperalgesia térmica ao calor utilizamos o aparelho de Hargreaves.
Este aparelho possui uma fonte luminosa de infravermelho (Ugo
Basile, Comerio, Itdlia) que € posicionada abaixo de uma plataforma
transparente sobre a qual o animal € colocado. Apés 30 min de
habituacdo do animal no aparelho, a fonte luminosa foi colocada
exatamente abaixo da pata ipsilateral (que recebeu o estimulo
algogénico) e posteriormente ligada por um operador. A laténcia de
retirada da pata foi medida automaticamente através de um sensor. O
tempo limite de exposicdo do animal foi de 20 s para evitar danos
teciduais. A intensidade luminosa foi pré-definida para obter-se uma
laténcia basal entre 10 e 15 s.

4.6.2 Resultados

4.6.2.1 Os receptores metabotropicos sensiveis a toxina pertussis
estdo envolvidos na antinocicep¢do induzida pela inosina
no teste da formalina

Para verificar se o efeito antinociceptivo da inosina depende
dos receptores acoplados a proteinas G sensiveis a toxina Pertussis,
foi utilizado inosina na dose de 10 mg/kg, i.p.. Esta dose foi
selecionada em virtude da publicacio prévia do nosso grupo
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(Nascimento, Figueredo et al., 2010). O resultado ilustrado na figura
17 mostra que a toxina Pertussis administrada sete dias antes ao teste
de nocicep¢do aboliu completamente o efeito antinociceptivo
induzido pela morfina.
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com toxina pertussis sobre a
antinocicepc¢do induzida pela inosina na nocicepgdo inflamatéria causada
pela formalina em camundongos. Os animais foram pré-tratados com
injegdes intratecais de toxina pertussis 7 dias antes da administracio
subcutinea de morfina (2,5 mg/kg, s.c.) ou intraperitoneal de inosina (10
mg/kg, i.p.). Os valores sdo expressos como média + EPM (erro padrao da
média). O asterisco (*) representa niveis de diferenca significativa quando
comparado com o grupo tratado com veiculo. O teste estatistico utilizado foi
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. *P <
0,05; # indica um nivel de reversdo significativo (P < 0,05) dos efeitos
antinociceptivos da morfina ou da inosina. (n=6-8).

Nos animais pré-tratados com toxina pertussis, que sete dias
apds receberam inosina, observou-se uma prevencdo do efeito
antinociceptivo do nucleosideo. Além disso, o pré-tratamento com
toxina pertussis ndo causou nenhum efeito per se sobre o limiar de
dor dos animais.

4.6.2.2 Os canais de potdssio estdo envolvidos na antinocicepgdo
induzida pela inosina no teste da formalina
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Como ¢ possivel observar nas figuras 18 e 19, demonstrou-se
que nenhum dos bloqueadores de canais de K" alterou o limiar de
nocicep¢do induzido pela formalina quando administrado per se. J4 o
diclofenaco wusado como controle positivo, induziu efeito
antinociceptivo que se mostrou sensivel a preven¢do por cada um dos
bloqueadores de canais de K" testados.
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Figura 18. Efeito dos bloqueadores de canais de potdssio caribdotoxina,
apamina e glibenclamida sobre a antinocicep¢do induzida pela inosina no
teste da formalina. Os animais foram pré-tratados pela via it. com
caribdotoxina (250 pg/sitio, bloqueador do canais de K* ativados por Ca**
de alta condutancia, painel A), apamina (50 ng/sitio, bloqueador dos canais
de K* ativados por Ca”* de baixa condutincia, painel B) ou glibenclamida
(100 pg/sitio, bloqueador dos canais de K" sensiveis 2 ATP, painel C) 15
min antes da administracdo de inosina ou diclofenaco. Os valores sdo
expressos como média + EPM (erro padrio da média). O asterisco (*)
representa niveis de diferenca significativa quando comparado com o grupo
tratado com veiculo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05; # indica um nivel
de reversdo significativo (P < 0,05) dos efeitos antinociceptivos do
diclofenaco ou da inosina. (n=6-8).

De forma semelhante, verificamos que os bloqueadores
TEA, 4-AP (figura 19), caribdotoxina e glibenclamida foram capazes
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de inibir a antinocicep¢do induzida pela inosina. Apenas a apamina
(bloqueador dos canais de K* sensiveis a Ca’* de baixa condutincia)
ndo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo da inosina.
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Figura 19. Efeito dos bloqueadores de canais de potdssio TEA e 4-
aminopiridina sobre a antinocicep¢do induzida pela inosina. Os animais
foram pré-tratados com injecOes intratecais de TEA (1 pg/sitio,
tetraetilamdnio, bloqueador ndo especifico dos canais de K+ operados por
voltagem, painel A) ou com 4-aminopiridina (1 pg/sitio, bloqueador nio
especifico dos canais de K+ operados por voltagem, painel B) 15 min antes
da administracdo de inosina ou diclofenaco. Os valores sdo expressos como
média £ EPM (erro padrdo da média). O asterisco (*) representa niveis de
diferenca significativa quando comparado com o grupo tratado com veiculo.
O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo teste post-
hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05; # indica um nivel de reversido
significativo (P < 0,05) dos efeitos antinociceptivos do diclofenaco ou da
inosina. (n=6-8).

4.6.2.3 Os canais de cdlcio estdo envolvidos na antinocicepg¢do
induzida pela inosina no teste da formalina

O pré-tratamento com CaCl,, que é capaz de ativar os canais
de Ca®, preveniu o efeito antinociceptivo tanto da morfina como
também da inosina, no teste da formalina (figura 20). Quando
administrado individualmente, o CaCl, ndo alterou o limiar
nociceptivo induzido pela injecao intraplantar de formalina.
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Figura 20. Efeito do pré-tratamento com CaCl, sobre a antinocicepc¢io
induzida pela inosina. Os animais foram pré-tratados pela via intratecal com
de CaCl, (200 nmol/sitio) 15 min antes da administracdo subcutinea de
morfina (2,5 mg/kg, s.c.) ou da administracdo de inosina (10 mg/kg, i.p.).
Os valores sdao expressos como média + EPM (erro padrio da média). O
asterisco (*) representa niveis de diferenca significativa quando comparado
com o grupo tratado com veiculo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA
de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05; #
indica um nivel de reversdo significativo (P < 0,05) dos efeitos
antinociceptivos da morfina ou da inosina. (n=6-8).

4.6.24 A proteina PKC, mas ndo a PKA, estd envolvida na agdo
antihiperalgésica induzida pela insoina

Observou-se pelos resultados expressos na figura 21, que as
injecdes intraplantar de BK, PMA, PGE, e FK induziram
hiperalgesia mecinica (A) e térmica (B) em ratos quando
comparados aos animais que receberam apenas veiculo na pata. O
grupo de animais que foi pré-tratado com inosina 30 min
anteriormente aos testes, apresentou uma reducio significativa da
hiperalgesia induzida pela BK e PMA quando avaliados no teste de
Randall-Selitto (hiperalgesia mecénica). No teste de Hargreaves
(hiperalgesia térmica ao calor), a inosina reduziu a hiperalgesia
induzida pela BK e pelo PMA. Por outro lado, a inosina ndo foi
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capaz de reduzir a hiperalgesia induzida pela PGE, ou FK em
nenhum dos testes utilizados.
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Figura 21. Efeitos da inosina sobre a hiperalgesia induzida pelo PMA, BK,
PGE, e forskolina. Efeito do pré-tratatamento com inosina (10 mg/kg, i.p.)
sobre a hiperalgesia induzida por injec¢Ges intraplantar (100 pl) de PMA
(0,1 nmol/sitio), BK (3 nmol, sitio), PGE, (10 nmol/sitio) ou forskolina (1
pumol/sitio). No painel A foi avaliado a hiperalgesia mecénica pelo método
Randall e Selitto, no painel B foi avaliado a hiperalgesia térmica ao calor
pelo método Hargreaves. Os valores estdo expressos como média + EPM
(erro padrdo da média). O asterisco (*) representa niveis de diferenca
significativa do grupo controle quando comparado com o grupo tratado com
veiculo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05; # P < 0,05 indica um nivel de
reversdo significativo do grupo tratado com inosina em comparagdo com o
grupo controle. (n=5-10).
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4.7 PARTE III — ESTUDO DO EFEITO DA INOSINA EM
MODELOS DE DOR CRONICA

4.7.1 Metodologia

4.7.1.1 Avaliacio do efeito da inosina na nocicep¢do crdnica
inflamatdria induzida por inje¢do de CFA na pata

O Adjuvante Completo de Freund (CFA) é uma substincia
capaz de induzir uma inflamacdo cronica por liberar diversos
mediadores e citocinas pré-inflamatdrias, sendo comumente utilizado
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para induzir um modelo animal de dor cronica inflamatéria. Assim,
os camundongos receberam injecdes de 20 ul de CFA 30% (extraido
da Mycobacterium sp) na regido plantar da pata como descrito
previamente (Ferreira, Campos et al., 2001) com pequenas
modificagdes. Em nosso protocolo utilizamos CFA 30% pois
inicialmente realizamos um estudo piloto com CFA 100%, 70% e
30%. Neste estudo piloto, observamos que as concentra¢des de CFA
100% e 70% induziram uma inflama¢do e um edema muito intensos,
e que a concentragdio de 30% foi suficiente para induzir a
sensibilizacdo e hiperalgesia mecinica nos animais. Assim,
eticamente achamos mais correto a utilizacdo da concentragdo de
30%. O grupo veiculo recebeu 20 ul de tampao fosfato em salina na
pata ipsilateral. O CFA produziu significante edema e hiperalgesia
mecdnica na pata. Para avaliar os efeitos do tratamento agudo da
inosina contra a dor inflamatéria cronica induzida pelo CFA, os
animais receberam inosina (30 mg/kg, i.p.) 24 h apds a injecdo de
CFA.

O desenvolvimento da hiperalgesia mecanica foi avaliado com
filamentos de von Frey pelo método de frequéncia de retirada
(Bortalanza, Ferreira et al., 2002) nos tempos 0, 30 min, 1, 2, 4, 8 e
24 h apdés a injecdo de inosina. Para investigar os efeitos do
tratamento cronico da inosina, os animais receberam inosina (30
mg/kg, i.p.) uma vez ao dia durante 22 dias. A avaliacdo dos animais
ocorreu 4 h apds o tratamento com inosina, pois este foi o tempo
maximo que a inosina induziu efeito quando o tratamento foi agudo.
O tratamento foi interrompido durante um periodo de 4 dias (do 16°
ao 20°), para avaliar possiveis efeitos cumulativos ou de tolerincia
causados pela inosina.

4.7.1.2 Avalicdo do efeito da inosina nos niveis de citocinas pré e
antiinflamatorias ap6s injecdo de CFA na pata

A injecdo de CFA na pata dos animais usualmente induz a
liberagdo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-1B e 11-6, que
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estdo entre as principais substancias que participam da sensibilizagdo
sensorial em casos de hiperalgesia. Assim, os animais receberam
injecdo intraplantar de CFA (20 pl), e apds 24 horas comegaram a
receber 2 injecdes didrias de inosina (10 mg/kg, i.p.). Além disso,
eles foram avaliados a cada 3 dias (apenas para confirmacdo da agdo
da inosina) no teste de von Frey conforme descrito no item 4.7.1.1.
Quinze dias apds a inje¢do de CFA na pata dos camundongos, os
animais foram sacrificados e foi coletado a pata ipsilateral a lesdo.
As patas foram homogeneizadas em tampao contendo inibidores de
proteinases e centrifugadas para avaliacdo dos niveis de citocinas por
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Aliquotas de 100 pl
da amostra foram utilizadas para medir os niveis das citocinas pré e
anti-inflamatoérias. As citocinas dosadas foram IL-1f , TNF-q, IL-10
e IL-6 utilizando kits ELISA para avaliacdo de citocinas de
camundongo (R&D Systems, Minneapolis, MN), de acordo com as
instrugcdes do fabricante. As absorbancias utilizadas para a leitura de
todas as amostras foram de 450 e 550 nm. Ao final, os valores das
amostras foram corrigidos através do método de Bradford, técnica
para a determinacdo de proteinas totais que utiliza o corante de
Coomassie brilliant blue BG-250, a 620 nm. Os niveis totais sdo
apresentados em em picogramas por miligrama de proteina.

4.7.1.3 Avaliacdo do efeito da inosina na nocicep¢do induzida por
citocinas pré-inflamatérias e por substancia P

A injecdo intratecal de citocinas pré-inflamatérias e peptideos
em camundongos tem como principal caracteristica a inducido do
comportamento de lamber e/ou morder a regido inferior do corpo,
como indicativo de nocicep¢do. Assim, para avaliar o efeito da
inosina contra a nocicep¢ao induzida por citocinas pré-inflamatérias
e SP, os animais foram pré-tratados com inosina (10 mg/kg, i.p.) e 20
min ap6s receberam injecdes i.t. de TNF-a (0,1 pg/sitio), IL-1B (1
pg/sitio) ou SP (135 ng/sitio) através de uma agulha conectada a uma
canula de polietileno de bitola PE 30 conectada a uma seringa
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Hamilton (Hamilton, Birmingham, Reino Unido). Os animais foram
contidos manualmente e em seguida a agulha foi inserida no espaco
subdural entre as vértebras L5 e L6. O volume injetado foi de 5 pl,
ao longo de aproximadamente 5 s. A avaliacdo da nocicepgdo
iniciou-se imediatamente apds a injecdo i.t. e foi considerado
comportamento nociceptivo o tempo (s) que o animal dispendeu
lambendo e/ou mordendo os membros inferiores, cauda e regides
ventral e dorsal inferiores durante o tempo de 15 min (TNF-o, IL-1pB)
ou 6 min (SP) (Baggio, Freitas et al., 2008).

47714 Avaliacio do efeito da inosina no modelo de dor
neuropdtica induzida pela ligadura parcial do nervo cidtico
(LPNC)

O modelo de neuropatia induzida pela LPNC induz
hiperalgesia mecanica logo apds a realizacdo da cirurgia. A inducdo
e a manutencdo desta sensibilizacio envolve de forma geral
mecanismos inflamatérios e de sensibilizacdo central. Com o
objetivo de avaliar o efeito da inosina sobre estes mecanismos da dor
neuropdtica, realizamos a LPNC e avaliamos hiperalgesia mecanica
nos animais. Os camundongos foram anestesiados com uma inje¢ao
intramuscular de uma mistura de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80
mg/kg). A ligacdo parcial do nervo cidtico foi realizada pela
amarracdo de 1/2 até 1/3 da porcao distal do nervo cidtico, de acordo
com o procedimento descrito previamente (Malmberg e Basbaum,
1998). Nos animais falso-operados, o nervo cidtico foi exposto sem
sofrer a ligag¢do. A incisdo foi fechada e coberta com solucdo de iodo.
Os animais foram divididos em 4 grupos. Os animais operados
receberam inosina (10 ou 30 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.),
enquanto os animais falso-operados receberam apenas veiculo (10
ml/kg, i.p.), 7 dias apés a cirurgia.
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4.7.1.5 Avaliacdo da hiperalgesia mecanica

A hiperalgesia mecanica foi mensurada como descrito
previamente (Bortalanza, Ferreira et al., 2002). A frequéncia de
resposta de retirada foi avaliada em 10 aplica¢des do filamento de
von Frey (2B, Italia) de forca 0,4 g. A aplicacdo do filamento
ocorreu na regido plantar da pata ipsilateral. Cada vez que o animal
retirou/suspendeu a pata apds a aplicacdo do filamento, foi atribuido
10%, ou seja, caso um animal retirasse a pata 10 vezes, a resposta
seria 100%. O intervalo entre cada aplicagdo no mesmo animal foi de
no minimo 30 s. Os animais foram aclimatados em compartimentos
de acrilico individuais de dimensdes 9 x 7 x 11 cm sobre uma grade
acrilica, a qual permitia o acesso as patas dos animais para aplicagdo
do filamento. A frequéncia de retirada foi avaliada antes (basal) e
apos a cirurgia LPNC. Para investigar o efeito cronico da inosina, os
animais receberam injecOes intraperitoneais do nucleosideo duas
vezes ao dia durante 21 dias, nas doses de 10 e 30 mg/kg. A
avalia¢do foi realizada 1 h apés o tratamento (tempo da inibi¢cdo
méaxima observada no tratamento agudo). O tratamento se estendeu
do 7° ao 21° dia, sendo interrompido entre o 16° e 20° dia para
verificar possivel efeito cumulativo ou de tolerancia.

4.7.2 Resultados

4.7.2.1 A inosina reduz a nocicepg¢ao cronica inflamatdria induzida
pela injecdo de CFA na pata

A injecdao de CFA 30% na pata dos camundongos induziu
uma hiperalgesia mecanica que persistiu até o 21° dia, quando foi
realizada a ultima avaliacdo. A figura 22 demonstra o decurso
temporal do perfil da hiperalgesia mecéanica induzida pelo CFA a
partir de 24 h apds a injecdo do agente flogistico (A) e no painel ao
lado (B) demonstra o perfil hiperalgésico induzido pelo CFA até o
21° dia. A inosina administrada pela via i.p. 24 h apds a injecao de
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CFA reduziu de forma significativa a hiperalgesia até o periodo de 4
h apds a injecio (A). O tratamento com inosina foi repetido
diariamente até o 17° dia, quando foi interrompido e retornou no dia
21. Este tratamento cronico com a inosina foi capaz de reverter a
hiperalgesia induzida pelo CFA na maioria das avaliagdes, que
ocorreram a cada 2 dias. Quando houve a interrup¢ao do tratamento
com inosina, os animais deste grupo apresentaram um limiar
nociceptivo semelhante ao grupo controle, ou seja, a hiperalgesia
mecanica foi restabelecida na auséncia de inosina. Quando o
tratamento com inosina foi restabelecido no dia 21, mais uma vez o
grupo tratado apresentou reducdo na resposta hiperalgésica.

A B
1007 & Veiculo - CFA  -O- CFA+Inosina 30 mg/kg, i.p. 1007 <> Veicuo @ CFA  -O- CFA + Inosina 30 mg/kg, i.p.
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8
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g

Administragdo repetida Adinistraao repetida

B 0 05 1 2 4 8 24 B 1 3 5 7 9 M 13 15 17 19 2
Tempo apés tratamento (horas) Dias apés injec@o de CFA

Figura 22. Efeitos da inosina sobre a nocicep¢do induzida pelo CFA. No
painel A, observa-se o efeito dependente do tempo da administragdao
intraperitoneal aguda de inosina (30 mg/kg, i.p.) sobre a nocicepcdo
induzida pela injecao intraplantar de CFA 30 %. A resposta nociceptiva dos
animais foi avaliada do tempo 0 até 24 h apds a administraciio de inosina.
No painel B, observa-se até o 21° dia o efeito do tratamento didrio com
inosina (30 mg/kg, i.p.) sobre a dor induzida pela injecdio intraplantar de
CFA 30 %. Os valores sdo expressos como a média de cada ponto de
andlise = EPM. O asterisco (*) representa niveis de diferenca significativa
do grupo CFA tratado com inosina quando comparado com o grupo CFA
tratado com veiculo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de 2 vias
seguida do teste post-hoc de Bonferroni. *P < 0,05. B, limiar basal de
retirada. (n=6-10).

47722 A inosina reduz os niveis locais da citocina pro-
inflamatéria TNF-o, mas ndo altera os niveis das citocinas
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IL-1B, IL-6 e IL-10 apds injecio de CFA na pata de
camundongos

Neste experimento, avaliamos se a modulacdo (reducdo ou
aumento) da sintese/liberacdo de citocinas pré ou anti-inflamatdrias
poderia estar envolvida no efeito antinociceptivo da inosina sobre a
dor crénica inflamatéria induzida por CFA (figura 23). Os animais
que receberam CFA intraplantar apresentaram um aumento das
citocinas pré-inflamatorias IL-1B, TNF-a e IL-6, quando
comparamos os niveis de citocinas dos animais intactos. A inosina
nao foi capaz de reduzir os niveis das citocinas pré-inflamatérias IL-
1B e IL-6, mas reduziu de forma significativa os niveis da citocina
pré-inflamatéria TNF-a na pata dos animais (Figura 23B). Avaliou-
se também os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10, porém a
inosina nao alterou os niveis desta citocina quando comparado com o
grupo controle.
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Figura 23. Efeitos da inosina sobre a producdo de IL-1B3, TNF-a, IL-6 e IL-
10 induzida por CFA. Efeitos do pré-tratamento com inosina (10 mg/kg,
i.p.) sobre a producdo de citocinas pré-inflamatérias IL-18, TNF-a e IL-6 e
da citocina anti-inflamatéria IL-10 quinze dias apds a inje¢dao de CFA 30 %
(20 pl) na pata de camundongos. Os valores sdo expressos como a média +
EPM. O asterisco (*) representa niveis de diferenca significativa do grupo
controle (tratado com CFA e veiculo) quando comparado com o grupo
veiculo (tratado com salina i.pl. e veiculo i.p.). O sustenido (#) representa
niveis de diferencga significativa entre o grupo tratado com inosina quando
comparado com o grupo controle. O teste estatistico utilizado foi ANOVA
de 1 via seguida do teste post-hoc de Newman Keuls. * e # P < 0,05. (n=6).

47723 A inosina reduz a nocicepcdo induzida por injecdes
intratecais de TNF-a e SP, mas ndo da IL-1f

Conforme pode ser visto na figura 24, a inosina (10 mg/kg,
i.p.) foi capaz de prevenir a nocicep¢do induzida pela injecdo
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intratecal da citocina pré-inflamatéria TNF-a e do peptideo SP, mas
nao foi capaz de prevenir a nocicep¢do induzida pela citocina pré-
inflamatéria IL-1.
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Figura 24. Efeito da inosina sobre a nocicepg¢do induzida pela TNF-a, IL-1B
e SP. Efeito do pré-tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) sobre a
nocicepgdo induzida por injecdes intratecais de TNF-a (0,1 pg/sitio), IL-1B
(1 pg/sitio) ou SP (50 nmol/sitio). Os valores sdo expressos como a média +
EPM. O asterisco (*) representa niveis de diferenca significativa do grupo
tratado com a substincia algogénica e inosina quando comparado com o
grupo tratado com a substincia algogénica e veiculo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de 1 via seguida do teste post-hoc de Newman Keuls.
*P < 0,05. (n=8-11).

4724 A inosina reduz a nocicepcio induzida pela LPNC

A cirurgia da LPNC induziu hiperalgesia mecénica na pata
ipsilateral a lesdo, quando comparada com o grupo falso operado
(Figura 25). A figura 25A mostra que o tratamento agudo com
inosina (30 mg/kg, i.p.) reverteu a resposta nociceptiva quando
avaliada no teste de von Frey, 7 dias apds a cirurgia. Este efeito
perdurou até 4 horas apds o tratamento. Além disso, o tratamento
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cronico com inosina, na dose de 30 (mas ndo de 10) mg/kg, i.p.,
administrada 2 vezes ao dia, reduziu a hiperalgesia mecénica
produzida pelo LPNC até o 16° dia. No dia 17, o tratamento foi
interrompido e a resposta hiperalgésica foi restabelecida, ou seja, os
animais voltaram a responder com maior frequéncia de retirada ao
filamento. No 20° dia, quando o tratamento com inosina foi
reiniciado, o nucleosideo voltou a produzir efeito anti-hiperalgésico
semelhante ao que produzira anteriormente (Figura 25B).

-O- Falso operado = Inosina 10 mg/kg, ip
& Operado -8 Inosina 30 mgkg, i.p.

g8

-0~ Falso operada -~ Inosina 10 mg/kg, i.p.
- Operado & Inosina 30 mg/kg, i.p.

Frequéncia de retirada (%)
coB888383888

Frequéncia de retirada (%)

Agministragao repetida Adminis trag 50 repetida

B o 05 1 2 4 8 24 B 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Tempo apés tratamento (h) Dias ap6s cirurgia

Figura 25. Efeitos da inosina sobre o modelo de dor neuropatica induzido
pela ligacdo parcial do nervo cidtico (LPNC). No painel A, observa-se o
efeito da administracdo aguda de inosina (10 e 30 mg/kg, i.p.) sobre a
hiperalgesia mecanica avaliada pelo teste de filamentos de von Frey. As
respostas nociceptivas foram avaliadas do tempo O até o tempo 24 horas
apds administracdo de inosina, no 7° dia apés a LPNC. No painel B,
observa-se o efeito cronico da administragdo 2 vezes ao dia de inosina (10 e
30 mg/kg, i.p.) sobre a hiperalgesia mecanica avaliada pelo teste de
filamentos de von Frey. As respostas nociceptivas foram avaliadas desde o
dia 7 até o dia 22 apds a administragdo de CFA. Os valores sdo expressos
como a média de cada ponto de andlise + EPM. O asterisco (*) representa
niveis de diferenca significativa do grupo LPNC tratado com inosina
quando comparado com o grupo LPNC tratado com veiculo. O teste
estatistico utilizado foi ANOVA de 2 vias seguida do teste post-hoc de
Bonferroni. *P < 0,05. B, limiar basal de retirada. (n=6-9).
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48 PARTE IV - INFLUENCIA DA MODULACAO DAS
ENZIMAS DE SINTESE E DEGRADACAO SOBRE O
EFEITO INOSINA

4.8.1 Metodologia

48.1.1 Dosagem da adenosina desaminase (ADA) apés
administracdo da deoxicoformicina

Os animais foram tratados com DCF (50 mg/kg, i.p.) e apés 30
min foi dosada a atividade da ADA no soro dos animais através da
técnica de espectrofotometria. Os reagentes utilizados foram tampao
fosfato (I), tampao de adenosina (II), solucdo estoque de sulfato de
amonio (IlI), solugdo padrio de sulfato de amdnio (IV),
fenol/solugdo de nitroprussiato (V), solugdo alcalina de hipoclorito
de sédio (VI). Inicialmente, as amostras foram padronizadas (volume
final de 500 ul) com concentragdes diferentes de NaH2PO4. H20
(35 mM), Na2HPO4.H20 (15 mM) e NH3SO4 (15 mM) para
obtencdo de uma curva padrdo na faixa de 10-50 U/L. O sangue foi
coletado do plexo ocular, centrifugado e o soro obtido foi transferido
para cubetas e a reagdo foi iniciada com a adi¢do de solucdo de
tampao fosfato com adenosina (pH 6.5, 500 ul, composigdo:
NaH2PO4.H20 (35 mM), Na2HPO4.12H20 (15 mM) e adenosina
(0.5 mM). Ap6s incubacdo por 1 h a 37°C, a reagdo foi interrompida
pela adicdo de uma solucdo de 1 ml de fenol (1mM), nitroprussiato
de sédio (0,17 mM) e tampao alcalino (1 ml: NaOCl: 11mM). Esta
solucdo foi adicionada as cubetas com amostras padrdes de
diferentes concentragdes. Apds isso, a absorbancia foi mensurada em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 620 nm. A atividade
da ADA foi estimada pela interpolag¢do da curva padrio (Liz, Pereira
et al, 2010.). Os resultados foram expressos como UI/L.
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4.8.1.2 Influéncia da deoxicoformicina (DCF) na antinocicepgdo
causada pela inosina e adenosina

Para avaliar se a inibi¢cdo da enzima que converte a adenosina
em inosina, a adenosina desaminase, altera o efeito antinociceptivo
da inosina ou da adenosina, utilizamos a DCF em uma série de
experimentos. Neste bloco experimental, os animais foram pré-
tratados com veiculo (5 ml/kg, i.p.) ou DCF (50 mg/kg, i.p.) 20 min
antes de receberem veiculo (5 ml/kg, i.p.), inosina (10 mg/kg, i.p.) ou
adenosina (30 mg/kg, i.p.). ApSés 20 min os animais foram
submetidos ao teste da formalina 2%.

4.8.1.3 Influéncia da forodesina (FDS) na antinocicep¢do causada
pela inosina

Para avaliar se a inibi¢do da enzima que converte a inosina em
hipoxantinas, a purina nucleosideo fosforilase (PNP), altera o efeito
antinociceptivo da inosina ou da adenosina, utilizamos a FDS neste
bloco de experimentos. Os camundongos foram pré-tratados com
veiculo (5 ml/kg,i.p.) ou FDS (0,1 mg/kg, i.p.) 20 min antes de
receberem veiculo (5 ml/kg, i.p.) ou inosina (3 ou 10 mg/kg, i.p.).
Apds 20 min os animais foram submetidos ao teste da formalina 2%.

4.8.1.4 Avaliacio da atividade antinociceptiva da forodesina
(FDS) e o seu envolvimento com o A1R

Para verificar se a FDS possui atividade antinociceptiva per se
e se este efeito depende direta ou indiretamente do AIR, os animais
foram pré-tratados com veiculo (5 ml/kg, i.p.) ou com DPCPX (0,1
mg/kg, i.p.). Apés 20 min, os animais que foram pré-tratados com
veiculo receberam novamente veiculo (5 ml/kg, i.p.) ou FDS (0,1 ou
1 mg/kg, i.p.), € os animais que haviam recebido DPCPX receberam
FDS (1 mg/kg, i.p.). Apds 20 min, todos foram submetidos ao teste
da formalina 2%.
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4.8.2 Resultados

4.8.2.1 Niveis plasmaticos da adenosina desaminase (ADA) apds
administracdo da DCF

A figura 26 mostra a atividade da ADA expressa em UI/L no
sangue dos camundongos 30 min apds injecdo de DCF (50 mg/kg,
1.p.). Pode-se verificar na figura que a DCF reduziu de forma
significativa (37%) a atividade da ADA em comparagdo com o grupo
controle o qual recebeu apenas veiculo (5 ml/kg, i.p.).
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Figura 26. Dosagem da atividade da ADA no soro de animais tratados com
DCF. A expressio da atividade enzimitica é fornecida em unidades
internacionais por litro (UI/L). Os valores estdo expressos como média +
EPM (erro padrao da média). O asterisco (*) representa nivel de diferenga
significativa entre os grupos analisados. O teste estatistico utilizado foi o
teste T de Student ndo pareado. *P < 0,05. (n=5).

4.8.2.2 A deoxicoformicina (DCF) altera os efeitos da inosina e da
adenosina no teste da formalina

A figura 27 mostra a influéncia da DCF (50 mg/kg, i.p.)
sobre os efeitos antinociceptivos das administracdes de inosina e
adenosina no teste da formalina. No painel A (comportamento de



106

recuo/elevacdo da pata), podemos observar que a DCF por si s6 ndo
altera o limiar de nocicep¢@o dos animais. Posteriormente, podemos
perceber que a inosina (10 mg/kg, i.p.) induziu antinocicep¢do
enquanto a adenosina (30 mg/kg, i.p.), ndo reduziu de forma
significativa o nimero de recuo/elevagdes da pata. Ambos os dados
corroboram com a figura 10. Quando os animais foram pré-tratados
com DCF (50 mg/kg, i.p.), 0os animais que posteriormente receberam
inosina ndo apresentaram diferenca comportamental comparado ao
grupo que recebeu apenas inosina. No entanto, o pré-tratamento com
DCF nos animais tratados com adenosina, induziu um efeito
sinérgico, ou seja, estes dois farmacos juntos induziram
antinocicepcao. No painel B (comportamento de lambida/mordida da
pata), podemos verificar que novamente a DCF nao alterou o limiar
de nocicepgao dos animais. Além disso, também repetindo os dados
do experimento da figura 10, a inosina apresentou efeito
antinociceptivo nas doses de 10 e 10 mg/kg, enquanto a adenosina
apresentou efeito antinociceptivo apenas na dose de 10mg/kg,
embora tenha reduzido o tempo de resposta nociceptiva. No entanto,
quando os animais foram tratados com DCF anteriormente as
administra¢des dos nucleosideos, obtivemos resultados diferentes
dos encontrados no painel A. Inicialmente, podemos observar que o
pré-tratamento com DCF preveniu o efeito antinociceptivo da inosina
no comportamento de lambida/mordida da pata. Por outro lado,
diferentemente do ocorrido no painel A, o pré-tratamento com DCF
ndo alterou significativamente a resposta nociceptiva nos animais
tratados com adenosina, embora tenha apresentado um resultado
bastante interessante, e por causa disso, terd o seu decurso temporal
apresentado no item seguinte.
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Figura 27. Influéncia da DCF sobre o efeito da inosina e da adenosina no
teste da formalina. Avalia¢do da influéncia do pré-tratamento com DCF (50
mg/kg, i.p.) sobre o efeito da inosina (10 mg/kg, i.p.) e da adenosina (30
mg/kg, i.p.) em animais submetidos ao teste da formalina 2%. No painel A
observa-se o comportamento de recuo/elevacdo da pata, no painel B
observa-se o comportamento de lambida/mordida da pata. Os valores sdo
expressos como média £+ EPM (erro padrio da média). O asterisco (*)
representa niveis de diferenca significativa do grupo em questdo quando
comparado com o grupo veiculo pré-tratado com veiculo. # indica um nivel
de reversdo significativo (P < 0,05) do grupo tratado com DCF + inosina em
comparagdo com o grupo tratado com veiculo + inosina. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls. *P < 0,05. (n=5-8).

4.8.2.3 Decurso temporal da influéncia da deoxicoformicina
(DCF) sobre os efeitos da adenosina no teste da formalina

A figura 28 (A, B) mostra o decurso temporal da influéncia
da DCF sobre o efeito da adenosina desde o tempo 0 até 60 min apds
a injecdo intraplantar de formalina. Estes resultados, principalmente
o painel B, mostram um perfil surpreendente no grupo de animais
pré-tratados com DCF antes de receber adenosina. Embora o grafico
de barras da figura 27B mostra que o tempo de lambida/mordida do
grupo DCF + Adenosina ndo diferiu do grupo tratado com veiculo e
adenosina (Veiculo+Adenosina), no grafico de decurso temporal
podemos observar que os animais do grupo DCF+Adenosina ndo



108

responderam até aproximadamente o tempo de 30 min. Entretanto,
em torno do tempo de 40 min os animais come¢am a lamber/morder
a pata injetada com formalina de forma intensa, que culmina com
um pico de 50 s no tempo de 52 min, algo totalmente incomum neste
modelo animal, o que se pode comprovar comparando com o0s
decursos temporais dos outros grupos da mesma figura. Desta forma,
avaliando o comportamento deste grupo durante a primeira meia
hora, levantou-se a hipdtese de que a associagdo de adenosina com
DCF poderia induzir sono e/ou efeito sedativo. Em virtude disso,
realizamos o experimento 4.8.2.6.
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Figura 28. Decurso temporal da influéncia da DCF sobre o efeito da
adenosina no teste da formalina. Avaliagdo do decurso temporal desde o
tempo 0 até o tempo 60 min da influéncia da DCF (50 mg/kg, i.p.) sobre o
efeito da adenosina (30 mg/kg, i.p.) no teste da formalina 2%. No painel A
observa-se o comportamento de recuo/elevacio da pata, no painel B
observa-se o comportamento de lambida/mordida da pata. Os valores estdo
expressos como a média simples do escore total de cada ponto analisado.
(n=5-8).

4.8.2.4 Dose sub-ativa de FDS em sinergia com dose sub-ativa da
inosina induz antinocicepg¢do no teste da formalina

Na figura 29 podemos observar a influéncia da FDS (0,1
mg/kg, i.p.) sobre a inosina (3 e 10 mg/kg, i.p.) no teste da formalina.
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E possivel verificar no painel A (comportamento de recuo/elevacio
da pata), que a inosina na dose de 3 mg/kg, i.p. ndo foi capaz de
induzir antinocicepg¢do, ao contrdrio da inosina na dose de 10 mg/kg,
i.p., que induziu antinocicep¢cdo. Quando associou-se aos grupos
inosina (3 e 10 mg/kg, i.p.) o pré-tratamento com FDS, verificou-se
um efeito somatério entre FDS e inosina 3 mg/kg, i.p., pois em
associacio, estes dois fairmacos induziram antinocicepg@o, o que ndo
foi verificado quando ambos os fiarmacos foram administrados
separadamente. Entretanto, quando administrado previamente ao
grupo inosina 10 mg/kg, i.p., o FDS ndo induziu nenhuma
potencializacdo ou somagdo no efeito previamente antinociceptivo.
No painel B (comportamento de lambida/mordida da pata), os
resultados foram bastante semelhantes ao painel A. Pode-se verificar
que a inosina apenas apresentou efeito antinociceptivo na dose de 10
mg/kg, i.p. e ndo quando administrada na dose de 3 mg/kg, i.p..
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Figura 29. Influéncia da FDS sobre o efeito da inosina no teste da
formalina. Avalia¢@o da influéncia do pré-tratamento com FDS (0,1 mg/kg,
i.p.) sobre o efeito da inosina (3 e 10 mg/kg, i.p.) em animais submetidos ao
teste da formalina 2%. Os valores estdo expressos como média = EPM (erro
padrio da média). No painel A observa-se o comportamento de
recuo/elevagdo da pata, no painel B observa-se o comportamento de
lambida/mordida da pata. O asterisco (*) representa niveis de diferenca
significativa do grupo em questdo quando comparado com o grupo veiculo
pré-tratado com veiculo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma
via seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05. (n=5-8).
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Posteriormente, nos animais que foram pré-tratados com FDS
antes de receber inosina 3 mg/kg, i.p., verificou-se novamente um
efeito somatorio, ou seja, a associagdo de FDS com inosina induziu
antinocicep¢ao, embora nao houve diferenca estatistica entre o grupo
inosina 3 mg/kg, i.p. comparado com o grupo FDS + inosina 3
mg/kg, i.p.. Finalmente, o pré-tratamento dos animais do grupo
inosina 10 mg/kg, i.p., com FDS, nio foi capaz de potencializar ou
intensificar a antinocicepg¢do previamente causada pela administracio
apenas do nucleosideo.

4.8.2.5 A FDS induz antinocicepgao per se e este efeito € mediado
pelo A1R no teste da formalina

A figura 30 mostra a atividade antinociceptiva per se da FDS
e o envolvimento do AR neste efeito. Podemos verificar nos painéis
A e B que a FDS na dose de 0,1 mg/kg, i.p., como demonstrado
anteriormente, € desprovida de efeitos per se no teste da formalina.
No entanto, a dose de 1 mg/kg, i.p. de FDS foi capaz de induzir
pronunciada antinocicep¢@o, a qual foi prevenida pelo antagonista
seletivo do AIR, DPCPX.
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Figura 30. Avaliagdo do efeito antinociceptivo da FDS sobre o teste da
formalina 2% e andlise do envolvimento do A1R neste efeito. Os animais
receberam FDS (0,1 — 1 mg/kg, i.p.) e foram submetidos ao teste da
formalina 2 %. Apds isso, outro grupo de animais foi pré-tratado com
DPCPX (0,1 mg/kg, i.p.) e 20 min ap6s tratado com FDS (1 mg/kg, i.p.) e
submetidos ao teste da formalina 2 %. . Os valores sdo expressos como
média + EPM (erro padrdo da média). No painel A observa-se o
comportamento de recuo/elevagdo da pata, no painel B observa-se o
comportamento de lambida/mordida da pata. O asterisco (*) representa
niveis de diferenca significativa do grupo em questdo quando comparado
com o grupo veiculo pré-tratado com veiculo (C). O sustenido (#)
representa nivel de diferenca significativa (P < 0,05) entre o grupo em
questdo comparado com o grupo FDS (1 mg/kg, i.p.). O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls. *P < 0,05. (n=4-6).

4.8.2.6 Avaliacdo do efeito sedativo da associagdo de DCF e
adenosina e da associag¢do de FDS e inosina

Como j4 mencionado anteriormente, durante o experimento
para a avaliar a influéncia da DCF sobre a inosina e adenosina no
teste da formalina, observou-se um comportamento sugestivo de
sedacdo no grupo que recebeu DCF e posteriormente adenosina.
Assim, acreditivamos que o efeito sinérgico entre DCF e adenosina
apresentado na figura 27A, poderia ser na realidade um efeito
sedativo e/ou indutor de déficit locomotor, ao invés de efeito
antinociceptivo. Para elucidar esta questio, utilizamos o protocolo de
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inducdo de sono por cetamina. Além disso, paralelamente avaliamos
também se a associacdo de FDS com inosina ou apenas FDS
(Img/kg) poderia induzir ou alterar o sono induzido por cetamina.

4.8.2.7 Indugdo de sono por cetamina

Os camundongos foram pré-tratados com veiculo (5 ml/kg,
1.p.), DCF (50 mg/kg, i.p.) ou FDS (0,1 e 1 mg/kg, i.p.). Apds 20 min
os animais receberam veiculo (5 ml/kg, i.p., grupo controle)
adenosina (30 mg/kg, i.p.), inosina (3 mg/kg, i.p.) ou diazepam (0,5
mg/kg, i.p., grupo controle positivo) € 30 min depois todos os
animais receberam uma injecdo de cetamina (100 mg/kg, i.p.)
(Mimura, Namiki et al., 1990). Foram analisados 2 pardmetros: a
laténcia para indu¢do do sono e o tempo de duracio do sono. O inicio
do sono foi considerado como o momento da perda do reflexo
corporal. O final do sono foi considerado o momento da recuperagdo
do reflexo postural de endireitamento (Bastidas Ramirez, Navarro
Ruiz et al., 1998). O tempo foi cronometrado em segundos (s).

4.8.2.8 Os tratamentos com DCF + adenosina e com FDS
prolongam o tempo de sono induzido por cetamina

A figura 31 mostra o efeito da DCF, da adenosina, da FDS,
da inosina e da associacdo destes farmacos no teste de inducdo de
sono pela cetamina. Nos painéis A e C temos a laténcia para inducio
do sono e nos painéis B e D o tempo de duragdo do sono. Podemos
observar nos painéis A e C que o diazepam reduziu a laténcia para o
sono em comparacdo com o grupo controle (veiculo) e que nenhum
dos outros farmacos ou associa¢des deles foi capaz de reduzir o
tempo de laténcia. Nos painéis B e D, podemos observar que a
associacdo de DCF (50 mg/kg, i.p.) com adenosina (30 mg/kg, i.p.) e
a FDS 1 mg/kg, i.p. prolongaram o tempo de sono dos animais em
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relacdo ao grupo controle, com valores semelhantes ao grupo tratado
com diazepam (0,5 mg/kg, i.p.).
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Figura 31. Efeitos da DCF, adenosina, FDS, inosina e associacdes no teste
do sono induzido por cetamina. Avaliagdo dos efeitos do pré-tratamento
com DCF (50 mg/kg, i.p.) sobre o efeito da adenosina (30 mg/kg, i.p.) no
teste do sono induzido pela cetamina. O diazepam (DZP, 0,5 mg/kg, i.p.) foi
utilizado como grupo controle positivo. Nos painéis A e C, observa-se a
laténcia para a induc¢do do sono. Nos painéis B e D, observa-se a duragcdo do
sono previamente induzido. Todos os valores que constam nas legendas dos
painéis C e D indicam a dose dos fairmacos em mg/kg, i.p. Os valores sdo
expressos como média £+ EPM (erro padrdo da média). O asterisco (*)
representa niveis de diferenca significativa do grupo em questdo quando
comparado com o grupo controle negativo (veiculo pré-tratado com
veiculo). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05. (n=6-9).
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49 PARTE V - NIVEIS PLASMATICOS DE INOSINA E
ADENOSINA

Nesta parte do trabalho, as se¢des 4.9.1.1, 4.9.1.2 e 4.9.2.1
foram realizadas em nosso laboratério. O restante das metodologias e
resultados obtidos na parte V desta tese foram realizadas pelo
pesquisador Gabriel Aradjo, no LABMULT da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte (UFRN), Natal, Rio Grande do Norte.

4.9.1 Metodologia

49.1.1 Avaliagio do decurso temporal da atividade
antinociceptiva da inosina e da adenosina no teste da
formalina

Para verificar o decurso temporal (duracdo) da atividade
antinociceptiva da inosina e da adenosina, os animais foram tratados
com veiculo (5 ml/kg, i.p.), inosina (10 mg/kg, i.p.) ou adenosina (10
mg/kg, i.p.). Apés isso, os animais foram submetidos ao teste da
formalina 2% nos tempos 30 min, 1, 2, 4 e 8 h ap6s o tratamento.

49.1.2 Anidlise temporal dos niveis plasmaticos de inosina e
adenosina apés administracdo Unica de cada substancia

Os animais foram tratados pela via intraperitoneal com inosina
ou adenosina (10 mg/kg) e apds os tempos 30 min, 1, 2, 4 e 8 h
tiveram o sangue coletado pelo plexo orbital. O sangue foi coletado
com EDTA e ap6s 2 minutos mantido no gelo. Apés foi centrifugado
a 3000 RPM durante 5 min na temperatura de 4°C. Foi retirado 200
ul do sobrenadante e adicionado 200 ul de PCA 8% e centrifugado a
12000 g durante 10 min sob temperatura de 4°C. Logo ap6s, 250 pl
do sobrenadante foram adicionados a 15 pul de 2M K,COs/6M KOH e
centrifugado a 12000 g por 10 min sob 4°C. Apés a centrifugagao,
100 pl do sobrenadante foram adicionados a 100 pl de tampio
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fosfato de potdssio 50 mM (87,7 mL KH,PO, 0,2 M + 12,3 mL
K,HPO,, diluido 100 mL + 300 mL 4gua ultrapura). Finalmente, as
amostras foram conservadas a -80°C, até o momento em que foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.9.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Tanto para separacdo e identificagdo dos padrdes, como para
quantificacdo da adenosina e seus metabdlitos em amostras
desproteinizadas, uma aliquota de 25 pl das mesmas foi injetada no
cromatégrafo de alta eficiéncia (VARIAN Prostar®, Palo Alto CA),
equipado com uma coluna ODS-2 CI18 (5 mm) 250 x 1.0 mm
(Phenomenex, Palo Alto, CA), uma bomba quaterndria, detector de
arranjo de diodos e um mostrador automdtico (VARIAN Prostar
410®). Para a separacao foi usado um gradiente linear de 50 mM de
fosfato de potéssio (fase A) e metanol (Fase B) (v/v). O gradiente
iniciou em 100 % (0 — 2 min. — fase A); com aumento linear de 88 %
(2 — 10 min.); 88% (10 -12 min. — fase A); 100% (12 — 17 min.) com
estabiliza¢do de 2 min. O fluxo ficou em 1,0 ml/min. O detector de
arranjo de diodos, registrou os cromatogramas em 250 nm. Os
cromatogramas foram registrados e analisados com auxilio do
software Galaxie v.1 (Palo Alto, CA). A drea dos picos foi calculada
e utilizada para determinacdo da concentracdo dos compostos
identificados.

Confecgdo da curva padrdo

Para determinagdo das concentragdes de adenosina, inosina,
xantina e dcido drico nas amostras de plasma, curvas com
concentracdes crescentes dos padrdoes em plasma sanguineo, foram
realizadas. As concentragdes crescentes das mesmas foram de 1,125
pM a 40 pM para a adenosina e inosina e de 3,125 pM a 100 pM para
a xantina e o 4cido urico e detectadas por CLAE. As concentracdes
dos nucleosideos presentes nas amostras foram determinadas por
interpolagdo dos valores obtidos, na curva de calibragao.
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Identificacdo dos picos nas amostras

A validacdo do método foi realizada por duas metodologias
distintas, devido ao baixo sinal analitico apresentado pelas amostras,
e a estas foram adicionados os padrdes em concentracdo conhecida,
elevando assim o sinal analitico e possibilitando a quantificagao.
Assim como, por se tratar de um método de avaliacio do
metabolismo, utilizou-se a cafeina, uma xantina metoxilada, como
padrdo interno. Sendo todos os resultados avaliados a partir da
relacdo entre a drea do analito pela drea do padrao interno. Todos os
padrdes apresentaram-se lineares dentro da faixa de trabalho, de
modo que o método se mostrou reprodutivel.

A identificacdo foi realizada por comparacio entre o tempo de
retencdo dos picos encontrados nas amostras e dos padrdes, ja
conhecidos. Além disso, foram também comparados o espectro de
absorcdo UV dos compostos suspeitos nas amostras, com os dos
padrdes. Em todas as andlises foi utilizado a cafeina como padrdo
interno, por se tratar de uma xantina, devido ao pKa e UV.

4.9.2 Resultados

492.1 Avaliagio do decurso temporal da atividade
antinociceptiva da inosina e da adenosina no teste da
formalina

A figura 32 mostra o decurso temporal do perfil
antinociceptivo da inosina e da adenosina no teste da formalina apds
administracdes unicas de cada substancia. Podemos observar que
ambas as substancias apresentam efeito antinociceptivo 30 min apds
a administracdo. A inosina possui efeito antinociceptivo também no
tempo de 1 h, em ambos os comportamentos, € no tempo de 2 h no
comportamento de lambida/mordida da pata. A adenosina induziu
antinocicep¢do também no tempo de 2 h no comportamento de
lambida/mordida da pata.
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Figura 32. Decurso temporal do efeito da inosina e adenosina no teste da
formalina. Avaliacdo do decurso temporal das administragdes de inosina (10
mg/kg, i,p.) e adenosina (10 mg/kg, i.p.) no teste de nocicepc¢do induzido
pela formalina 2%. Os valores sdo expressos como a média de cada ponto
de andlise + EPM. O asterisco (*) representa niveis de diferenca
significativa do grupo tratado com inosina ou adenosina quando comparado
com o grupo controle, tratado com veiculo. O teste estatistico utilizado foi
ANOVA de 2 vias seguida do teste post-hoc de Bonferroni. *P < 0,05.
(n=4-5).

4.9.2.2 Padronizacdo da metodologia para dosagem dos niveis
sanguineos de inosina e adenosina pelo método de CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia)

A figura 33 demonstra o cromatograma com identificagcdo dos
picos referentes aos padrdoes de 4cido urico, xantina, inosina,
adenosina e cafeina (utilizada como padrdo interno do método)
isoladamente (A) e acrescidos a amostra de plasma sanguineo (B).
Foi possivel observar que os padrdes, quando adicionados & amostra,
apresentaram picos com o mesmo tempo de retengdo em comparagao
com os padroes em solucdo. Confirmando que é possivel sua
detec¢ao em amostras de plasma e permitindo a realiza¢do de curvas
de calibragdo dos padrdes em amostra. Todos os padrdes foram
separados em uma corrida de 16 min. e a identificagdo dos picos de
cada um, bem como a sua pureza, foi confirmada comparando o
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tempo de retengdo e espectro de absorc¢do ultravioleta (UV) dos
mesmos.

(A) Cromatograma dos padrées
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(B) Cromatograma dos padroes acrescidos nas amostras
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Figura 33. Cromatogramas dos padrdes para adenosina, inosina, xantina e
4cido drico (A) e padrdes acrescidos nas amostras para a curva de
calibragdo (B). A cafeina foi utilizada como controle interno do método. Os
cromatogramas foram obtidos em 250 nm e registrados em mili unidade de
absorbancia por segundo (mAU).

Os resultados descritos na figura 34 demonstraram que as
curvas de calibracdo, realizadas por adicdo de padrdo na amostra,
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apresentaram uma linearidade (R* em torno de 0,99) entre os
diferentes pontos, que para a adenosina e inosina representam
concentragdes que variam de 1,125 pmol a 40 pmol. Em adi¢do, para
a xantina e 4cido drico estas concentragdes variaram de 3,125 pM a
100 pM. As concentragdes da adenosina e seus metabdlitos foram
obtidas por interpolacdo dos dados obtidos no cromatograma, na
curva padrio.
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Figura 34. Curvas de calibracdo para detec¢do e quantificacio sérica da
adenosina, inosina, xantina e acido urico.
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A figura 35 demonstra que os espectros de UV para a
adenosina, inosina, xantina, acido urico e cafeina, sdo caracteristicos
para cada nucleosideo e confirmam os picos e pureza dos padrdes
identificados nos cromatogramas.

(A) Adenosina (B) Inosina (C) Xantina
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Figura 35. Espectro de absor¢do UV, obtidos dos cromatogramas para (A)
adenosina; (B) inosina; (C) xantina; (D) 4cido trico e (E) cafeina.

4.9.2.3 Avaliacdo do decurso temporal dos niveis sanguineos de
inosina e adenosina apds administracdo Unica de cada
substancia

A figura 36 mostra os niveis plasmdticos de adenosina,
inosina, xantina e dcido urico apds administracdes unicas de
adenosina ou inosina (10 mg/kg, i.p.) em camundongos. Podemos
observar que os niveis basais de adenosina e inosina foram em torno
de 2 pM, enquanto os niveis basais de xantina e 4cido drico sdo em
torno de 3 e 6 pM, respectivamente. Em geral, 1 h apds a
administracdo de adenosina ou inosina observou-se picos de dcido
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drico e xantina, sendo que o acido trico atingiu o pico de cerca de 18
pM quando a adenosina foi administrada e a xantina atingiu um pico
de aproximadamente 9 pM 30 min apds a administracdo de inosina.

o Acido Urico ¢ Xantina -+ Inosina -+ Adenosina © Acido Urico < Xantina - Inosina <+ Adenosina
B

Concentragdo (pM)
Concentragéo (pM)

— c,/"‘\

- 3 —3

B 08 1 2 4 8 ] 0 1 2 4 8

Tempo (h) apés administrag@o de adenosina (10 mg/kg, i.p.) Tempo (h) apés administrag&o de inosina (10 mg/kg, i.p.)

Figura 36. Andlise do decurso temporal dos niveis plasmdticos de purinas
apods administracdes de adenosina e inosina. Dosagem por CLAE dos niveis
plasmaticos de 4cido trico, xantina, inosina e adenosina até 8 h apds
administracdes de adenosina e inosina (10 mg/kg, i.p.) em camundongos.
(n=4).

A figura 37 mostra em detalhe o decurso temporal dos niveis
plasmaticos de adenosina e inosina apds administracdes destas duas
substincias pela via i.p. Observa-se que 30 min apds a administracio
de adenosina ou de inosina, ocorrem picos de inosina, enquanto os
niveis de adenosina se mantém basais. Uma hora apds a
administracdo de qualquer um dos nucleosideos, observamos apenas
niveis basais de ambas as substancias.
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Figura 37. Andlise do decurso temporal dos niveis plasmdticos de
nucleosideos apds administracdes de adenosina e inosina. Dosagem por
CLAE dos niveis plasmdticos de inosina e adenosina at¢é 8 h apds

administracdes de adenosina e inosina (10 mg/kg, i.p.) em camundongos.
(n=4).
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5 DISCUSSAO

5.1 PARTE I - ENVOLVIMENTO DO AlR NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DA INOSINA

Recentemente, nosso grupo demonstrou que administrada por
diferentes vias, a inosina causa importante efeito antinociceptivo de
maneira dependente da dose em camundongos (Nascimento,
Figueredo et al., 2010). Além disso, foi demonstrado que o A1R estd
envolvido no efeito antinociceptivo da inosina. Assim, o presente
trabalho pretende confirmar a participagdo do AIR no efeito
antinociceptivo da inosina através de diferentes metodologias.
Embora alguns trabalhos demonstrem farmacologicamente que
antagonistas A1R revertem os efeitos da inosina (Hasko, Kuhel et al.,
2000; Assaife-Lopes, Wengert et al., 2009) e que este nucleosideo
pode promover uma reducdo da producdo do AMPc (Rittiner,
Korboukh et al., 2012), até o momento ndo se havia demonstrado
que a inosina pudese se ligar ao A1R com afinidade expressiva (Jin,
Shepherd et al., 1997; Fredholm, Irenius et al., 2001).

Diferentemente de nosso estudo prévio, os experimentos
realizados nas partes I, IV e V do presente trabalho foram
conduzidos com camundongos C57black/6. Desta forma, o primeiro
objetivo deste bloco de experimentos foi avaliar se a inosina seria
eficaz na linhagem C57black/6 assim como fora na linhagem Swiss.
Demonstramos que a inosina foi efetiva em reduzir a nocicepgao
causada pela formalina nas duas linhagens de camundongos
utilizados, Swiss e C57/black. Estes dados subsidiam a utiliza¢ao dos
camundongos C57/black nos experimentos realizados nas partes I,
IV e V deste estudo.

No entanto, € importante salientar que ndao houve diferenca
estatistica significante entre os efeitos causados pelas doses de 10 e
100 mg/kg na linhagem C57/black, diferentemente do que ocorreu no
estudo com camundongos Swiss, quando a dose de 100 mg/kg foi
mais eficaz que a dose de 10 mg/kg (Nascimento, Figueredo et al.,
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2010). Por outro lado, este possivel efeito “teto” da inosina na dose
de 10 mg/kg, vai de encontro com os resultados obtidos em outros
modelos de dor aguda, como o 4cido acético e o glutamato
(Nascimento, Figueredo et al., 2010).

Bastia e colaboradores demonstraram que o agonista do
AI1R, CCPA, induziu antinocicep¢do em camundongos no teste da
placa quente na dose de 0,03 mg/kg, i.p., enquanto que a dose de 0,1
mg/kg deste mesmo farmaco ndo foi capaz de aumentar a
antinocicep¢do em comparagdo com a dose anterior (Bastia, Varani
et al., 2002). Em outro estudo, o agonista do A1R, CPA, apresentou
acdo antinociceptiva no teste de hiperalgesia térmica em animais
com neuropatia, com efeitos semelhantes nas doses de 160 e 320
pg/kg, intravenosa (i.v.) (Curros-Criado e Herrero, 2005).
Considerando a possibilidade que a inosina possa ativar os AIR,
estes estudos sugerem, assim como os nossos dados, que doses
elevadas de inosina podem saturar o A1R ou ainda atuar sobre outros
mecanismos ou receptores de adenosina, como o A3R (Jin, Shepherd
et al., 1997; Fredholm, Irenius et al., 2001). Sendo assim, mesmo
com doses elevadas de agonistas de A1R, sua ativagdo poderia
modular parcialmente o comportamento nociceptivo. Obviamente, ha
varios vieses nestas comparagdes, como a linhagem do animal, o
teste ou o farmaco utilizados, entre outros. Além disso, a inosina
poderia atuar em outros receptores, enzimas ou até sistemas nos
quais ainda ndo foram relacionados aos efeitos da inosina (Jin,
Shepherd et al., 1997; Gomez e Sitkovsky, 2003; Hasko, Sitkovsky
et al., 2004). Seria interessante comparar o possivel “teto” do A1R
com outro estudo comportamental utilizando a inosina, no entanto,
ndo encontramos na literatura algum estudo semelhante que pudesse
fazer esta comparacio.

A adenosina também apresentou atividade antinociceptiva no
teste da formalina. Em ambos os comportamentos avaliados
(recuo/elevacdo e lambida/mordida da pata) a curva dose-resposta da
adenosina apresentou um formato em “U”, ou seja, as doses
intermedidrias foram as que apresentaram maiores efeitos, embora
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apenas a dose de 10 mg/kg foi significativamente eficaz no
comportamento de recuo/elevacdo da pata, e a dose de 30 mg/kg no
comportamento de lambida/mordida. Varias hipéteses poderiam
explicar este perfil da adenosina, dentre elas podemos citar as
mesmas sugeridas para o possivel efeito “teto” da inosina sobre o
A1R. No entanto, a ativacio de diferentes receptores pela adenosina
pode ajudar também a explicar este perfil em “U”. Dentre os quatro
tipos de receptores de adenosina, a ativacio do AIlR induz
antinocicep¢ao, porém, a ativacdo do A2BR e A3R pode induzir dor,
enquanto que a ativacio do A2AR pode resultar em efeitos
antinociceptivos ou pré-nociceptivos (para revisdo ver Sawynok,
1998; Sawynok e Liu, 2003).

A adenosina tem uma afinidade duas vezes maior pelo AIR
do que pelo A2AR e aproximadamente 90 vezes maior pelo AIR em
comparacdo com os receptores A2BR e A3R (Fredholm, Ap et al.,
2001). Desta forma, pode-se cogitar que doses baixas e
intermedidrias de adenosina como, por exemplo, a dose de 10 mg/kg,
ativaria preferencialmente o A1R, enquanto doses mais elevadas
poderiam ativar o A2AR ou outros receptores de adenosina e assim,
induzir a ativagdo da via da AC/AMPc, resultando na facilitacao da
dor. Além disso, em outro trabalho de nosso grupo, quando a
adenosina foi administrada em animais submetidos ao modelo de dor
pOs-operatdria, este nucleosideo reduziu a resposta nociceptiva, mas
também em forma de “U” (Moré, 2012), fendmeno que pode também
estar envolvendo o A2AR, por exemplo. Esta hipétese, de ativagdo
inicialmente do A1R e ap6s ativacdo do A2AR, pode ser reforcada
por uma recente publicacio, a qual demonstrou que em doses baixas
a adenosina reduziu o actimulo de AMPc em células renais
embriondrias humanas (HEK293), mas aumentou o acimulo de
AMPc em doses mais elevadas, provavelmente devido a ativacdo do
A2R acoplados a proteinas G,, que também sdo expressos pelas
células HEK (Rittiner, Korboukh et al., 2012).

Com relagdo as vias de administracdo, demonstramos que a
inosina possui efeito antinociceptivo quando administrada sistémica
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e localmente. Além disso, demonstramos que os A1R centrais estdo
envolvidos na antinocicepg¢ao induzida pela inosina. Por outro lado,
perifericamente, outros mecanismos além da ativacio do AIR
parecem ser mais relevantes para a antinocicep¢io induzida pela
inosina. Esses dados corroboram os resultados obtidos com animais
nocaute para o AI1R, nos quais a inosina ndo foi capaz de produzir
antinocicepcdo quando administrada pelas vias intraperitoneal e
intratecal. No entanto, quando administrada pela via intraplantar, a
inosina foi capaz de induzir antinocicep¢do nos animais nocaute.
Podemos concluir que os AlR localizados centralmente, i.e. na
medula espinhal, e supraespinhal (Dixon, Gubitz et al., 1996;
Schulte e Fredholm, 2003) sdo os principais responsdveis pela
antinocicepcdo causada pela inosina, pois, utilizando tanto
abordagens farmacolégicas quanto genéticas, esses receptores foram
essenciais para mediar o efeito causado pela inosina.
Surprendentemente, os A1R parecem ndo estar envolvidos na
antinocicepcao causada pela inosina perifericamente, ou pelo menos,
ndo sdo os principais responsdveis por este efeito causado pela
inosina. Estudos prévios demonstraram que agonistas do AIlR
causam antinocicep¢do local quando administrados na pata dos
animais (Lima, Souza et al., 2010; Taiwo e Levine, 1990; Doak e
Sawynok, 1995). Todavia, nossos resultados demonstram que
perifericamente outros mecanimos sdo mais relevantes para
promover a antinocicep¢do induzida pela inosina do que a ativacdo
dos AIlR, que sdo expressos em neurOnios sensoriais primadrios
(Sawynok, 1998; Carruthers, Sellers et al., 2001; Cairns, 2009). Uma
possibilidade de um viés no estudo com os animais nocaute é uma
possivel compensagdo de outros receptores de adenosina na periferia
que poderiam ser expressos em maior densidade devido & supressdao
da expressdo dos A1R. Porém, caso isso ocorresse, provavelmente
ndo haveria antinocicep¢do induzida pela inosina, pois estd bem
estabelecido que a ativagdo dos outros receptores de adenosina
perifericamente reduz o limiar de ativagdo dos nociceptores (Li, Hao
et al., 2010; Bura, Nadal et al., 2008). Além disso, os dados do
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presente estudo indicam que as duas abordagens utilizadas
(farmacoldgica e genética) corroboram entre si, sugerindo fortemente
que na periferia a inosina pode atuar em outros alvos além dos
receptores de adenosina para induzir antinocicep¢do, como outros
receptores ou enzimas. Ou ainda, podem ocorrer na periferia
heterodimerizacdes do A2AR e A2BR com receptores canabindides,
dopaminérgicos entre outros, o que ¢é relativamente comum
(Fredholm, Ap et al., 2011). No entanto, como demonstrado que a
inosina € agonista A3R, mas ndo A2AR ou A2BR, e que
dimerizacGes de receptores A3R sdo bem raras, estudos adicionais
sd0 necessdrios para sugerir como a inosina poderia causar
antinocicepgao periférica.

Outra abordagem utilizada para avaliar o envolvimento do
AIR na antinocicep¢do causada pela inosina, foi a técnica de
tratamento com oligodeoxinucleotideo antisentido (AS-ODN), que
permite reduzir a expressdo de, por exemplo, determinada enzima ou
proteina em animais do tipo selvagens, ja adultos. Para este
experimento, em virtude dos resultados obtidos citados nos
pardgrafos anteriores, onde os AIlR periféricos ndo medeiam a
antinocicep¢do induzida pela inosina, focamos nossa abordagem
apenas nos receptores espinhais de adenosina. Assim, utilizando
animais com expressdo reduzida de A1R na medula espinhal,
confirmamos que os AlR espinhais sdo essenciais para o efeito
antinociceptivo da inosina administrada sistemicamente.

Desta forma, demonstramos através de varias metodologias
que os AlR sdo fundamentais para o efeito antinociceptivo da
inosina. No entanto, achamos importante determinar se o efeito da
inosina dependia de uma acdo direta ou indireta sobre este receptor.
Para isso realizamos ensaio de ligacdo especifica da inosina e
adenosina com o A1R. Neste ensaio, a inosina e a adenosina foram
capazes de deslocar o ligante especifico 3H-DPCPX do AIR em
baixas concentragdes (Clsp = 36 nM e 113 nM, respectivamente)
semelhante aquelas em que sdo encontradas endogenamente. Ballarin
e colegas demonstraram através de microdidlise que no espago
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extracelular estriatal de ratos, a concentracdo encontrada de
adenosina foi em torno de 200 nM e de inosina 110 nM (Ballarin,
Fredholm et al., 1991). Outro estudo avaliou que ratos possuiam
niveis basais de inosina em 1,4 uM no estriado e 1,9 uM no
hipocampo (Dux, Fastbom et al., 1990) ou ainda 0,8 uM e 0,21. uM
(inosina) e 0,4 uM e 0,33 uM (adenosina) no nucleo caudado de
ratos anestesiados e ndo anestesiados, respectivamente (Zetterstrom,
Vernet et al., 1982). Logo, os dados do presente estudo nos permitem
concluir que a inosina € capaz de se ligar diretamente ao A1R, em
concentracdes e afinidades semelhantes a adenosina. Embora o
ensaio de ligacdo especifica demonstre apenas afinidade, ou seja,
geralmente, uma substincia que se liga a um receptor pode ser tanto
um agonista como um antagonista, nosso resultado somado a
resultados recentemente publicados, que demonstram que a inosina
reduz o acimulo de AMPc (Rittiner, Korboukh et al., 2012), ajuda-
nos a explicar todos os outros resultados apresentados nesta parte do
trabalho. Assim, além da inosina ser capaz de se ligar aos A3R (Jin,
Shepherd et al., 1997; Fredholm, Irenius et al., 2001), demonstramos
que a inosina € um ligante end6geno (agonista) do AIR, assim como
a adenosina e o AMP (Rittiner, Korboukh et al., 2012).
Coletivamente os dados deste bloco nos levam a uma
hipétese interessante sobre a acdo da adenosina e inosina. Pudemos
observar que adenosina e inosina apresentaram eficdcias semelhantes
no teste de nocicepc¢ao induzida pela formalina. Este resultado vai ao
encontro dos resultados encontrados no ensaio de ligacdo de ambas
as moléculas pelo AIR. No entanto, em doses maiores, a adenosina
perde parte de seu efeito, enquanto que a inosina mantém este efeito.
Assim, sabendo que a adenosina apresenta uma afinidade em torno
de 2 vezes maior pelo AIR em relacdo ao A2AR, sugerimos que
quando o A2AR comega a ser ativado em maior proporcdo, este
receptor induz a producdo de AMPc, resultando na ativagdo da PKA
e reduzindo o efeito da adenosina. A inosina por sua vez, parece ser
uma molécula que ou ndo se liga aos receptores A2AR/A2BR (Jin,
Shepherd et al., 1997; Fredholm, Irenius et al., 2001) ou possui uma
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baixissima afinidade por estes receptores, o que explicaria os efeitos
diferentes da inosina em relagc@o a adenosina em doses elevadas.

Concluimos nesta parte, que os A1R centrais, principalmente
do corno dorsal da medula espinhal s@o essenciais para a
antinocicepcao induzida pela inosina quando administrada sistemica
ou centralmente. Além disso, demonstramos que o envolvimento dos
AIR se da devido a ligacdo direta da inosina a este receptor. No
entanto, localmente, outros mecanismos estdo envolvidos no efeito
antinociceptivo da inosina. Além disso, sugerimos que ao contrario
da adenosina, a inosina ndo se liga ou liga-se com baixissima
afinidade ao A2AR ou A2BR (figura 38).
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Figura 38. Sugestdo do envolvimento do AIR no efeito antinociceptivo
induzido pela inosina no teste da formalina. A inosina e a adenosina sdo
capazes de ativar o AIR causando redu¢do da produgdo de AMPc,
resultando na inibi¢@o de vias intracelulares e na indug@o da antinocicepgao.
Por outro lado, os receptores A2AR e A2BR seriam ativados basicamente
apenas pela adenosina, o que induziria um aumento da producdo de AMPc,
facilitando a transmiss@o nociceptiva. A1R, receptor para adenosina do tipo
1; A2AR, receptor para adenosina do subtipo A2A; A2BR, receptor para
adenosina do subtipo A2B; AMPc, monofosfato de adenosina ciclico.
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52 PARTE II - MECANISMO DE ACAO INTRACELULAR
DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA INOSINA

Muitos farmacos que s@o utilizados na clinica atuam via
receptores acoplados a proteinas G e sensiveis a toxina pertussis,
dentre eles os opidides, agonistas gabaérgicos, agonistas a-2 € outros
(Hoehn, Reid et al., 1988). A toxina pertussis inativa a proteina Gy,
através da ribosilagdo da subunidade o ancorada ao receptor. Assim,
a proteina G;, torna-se inativa e ndo € mais capaz de inibir a adenilil
ciclase, a enzima responsdvel por aumentar a producdo do AMPc
intracelular. Logo, a inativacdo da proteina Gy, pela toxina Pertussis
permite um aumento dos niveis de AMPc intracelular (Dolphin e
Prestwich, 1985).

Neste estudo, demonstramos que o pré-tratamento com
toxina pertussis foi capaz de prevenir a antinocicep¢do induzida pela
morfina (usada como um controle positivo) e pela inosina. Esses
dados sugerem que a antinocicep¢do causada pela inosina € mediada
por receptores acoplados a proteinas Gy,, 0 que corrobora nossos
resultados prévios que demonstram a participacdo do A1R neste
efeito. Sabe-se que o AIR € acoplado a proteinas Gj,. Assim,
podemos sugerir que o AIR é o principal receptor responsdvel por
desencadear a antinocicep¢do induzida pela inosina, pois 0 A2AR,
ndo € acoplado a proteinas Gy,, mas sim a proteinas Gyr (Ralevic e
Burnstock, 1998; Jacobson e Gao, 2006). A ativagdo dos receptores
acoplados a proteinas Gy, pode promover a abertura de alguns tipos
de canais de K'. Por exemplo, agonistas opidides, adrenérgicos,
serotoninérgicos, GABAérgicos, canabindides e adenosinérgicos sio
capazes de abrir canais de K" e consequentemente reduzir a
nocicep¢do (Ocana e Baeyens, 1993; Robles, Barrios et al., 1996;
Sanchez, Gonoi et al., 1998; Ocana, Cendan et al., 2004).

Os canais de K' sdo classificados de acordo com suas
estruturas protéicas e suas relacdes filogenéticas, os quatro tipos
principais incluem os canais de K operados por voltagem (K,),
ativados por Ca™ (Kca), retificadores de entrada (K;,) e os canais de
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dois poros (Kyp) (Gutman, Chandy et al., 2003; Ocana, Cendan et al.,
2004). Vérios analgésicos cldssicos e anti-inflamatérios ndo
esteroidais (AINEs), tais como tramadol, diclofenaco e meloxicam,
assim como a inosina, reduzem a fase inflamatdéria do teste da
formalina. E de acordo com estes estudos e a classificacdo dos canais
de K', a aglo analgésica destes farmacos pode ser parcialmente
explicada pela ativagdo de canais de K* distintos. Além disso, o
diclofenaco e outros AINES causam analgesia pela inibi¢do das
enzimas cicloxigenases e também por causar a ativagdo da via
NO/GMPc/canais de K* (Ortiz, Torres-Lopez et al., 2002; Ocana,
Cendan et al., 2004; Ortiz, Castaneda-Hernandez et al., 2005; Yalcin
e Aksu, 2005; Ortiz, Lozano-Cuenca et al., 2008). Neste trabalho,
mostramos que o efeito antinociceptivo da inosina foi bloqueado
pelo pré-tratamento com tetraetilamonio (TEA) e 4-aminopiridina (4-
AP), ambos bloqueadores ndo-seletivos dos canais de K* operados
por voltagem (Kv), sugerindo que a abertura deste tipo de canal é
importante para a antinocicep¢do induzida pela inosina.

Além disso, demonstramos que a administracio intratecal de
caribdotoxina (bloqueador de canais de K* ativados por Ca** de alta e
intermedidria condutincia), mas ndo apamina (bloqueador de canais
de K* ativados por Ca** de baixa condutincia), também preveniu o
efeito antinociceptivo produzido pela inosina, sugerindo a
participacio dos canais de K' ativados por Ca’* de alta e
intermedidria condutancia no efeito causado pela inosina. Entretanto,
€ preciso relatar que possivelmente a caribdotoxina também bloqueie
os canais de K* operados por voltagem (Rodriguez De La Vega,
Merino et al., 2003). Ainda, a administra¢do intratecal de
glibenclamida também previniu o efeito antinociceptivo da inosina,
sugerindo que os canais de K' sensiveis 2 ATP também estdo
envolvidos no efeito antinociceptivo da inosina. Este resultado vai ao
encontro dos dados obtidos por Song e colaboradores, que
demonstraram que o bloqueio dos canais de K* sensiveis a ATP
reverteu a antinocicepc¢io induzida pelo R-PIA (agonista AIR) em
um modelo de dor neuropdtica em ratos (Song, Hahm et al., 2011).
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Além disso, € importante destacar que Regaya e colaboradores
(2004) demonstraram que a antinocicepc¢ao induzida pelo agonista
A2AR, CGS21680, também € dependente da ativacdo de canais de
K"

E importante salientar que quando administrados de forma
isolada e nas concentracdes utilizadas em nossos experimentos, 0s
bloqueadores dos canais de K" (TEA, 4-aminopiridina,
caribdotoxina, apamina e glibenclamida) ndo modificaram o limiar
de dor induzida pela formalina. Contudo, € interessante destacar que,
a hiperpolarizacio resultante da ativagdo dos subtipos de canais de
K*, especialmente os ativados por Ca** de alta condutincia, reduzem
a quantidade de neurotransmissores liberados por encurtar a duragdo
da despolarizacio que permite o influxo de Ca** através dos canais
de Ca®* operados por voltagem (VGCC, voltage-gated calcium
channels) (Hu, Shao et al., 2001). Por exemplo, a acdo analgésica de
alguns farmacos importantes, como a morfina, que ativa canais de
K", pode também ser parcialmente explicada pelo fechamento dos
VGCC e consequente reducio do influxo de Ca™.

Os VGCC sao divididos em 2 categorias: os canais ativados
por alta voltagem, incluindo os tipos L, N, P/Q e R que requerem
forte despolarizacdo e ativacdo; e os canais do tipo T de baixa
voltagem que podem ser disparados por uma despolarizagdo mais
suave (Vanegas e Schaible, 2000; Mcgivern e Mcdonough, 2004).
No sistema nervoso central, estes canais realizam uma variedade de
acoes, regulando a expressdo génica, transmissdo sindptica e
excitabilidade neuronal. Os VGCC mais detalhadamente estudados
na nocicepgio sdo os canais de Ca* do tipo N, P/Q e T (Vanegas e
Schaible, 2000; Mcgivern e Mcdonough, 2004; Yaksh, 2006). Esta
bem estabelecido que um aumento do Ca®" intracelular tem uma
importante funcdo na liberacio de neurotransmissores, na
excitabilidade da membrana celular, na ativacdo de proteinas
celulares e na redu¢do do limiar de dor (Prado, 2001; Cervero e
Laird, 2003; Ward, 2004).
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Os canais de Ca”* do tipo N e T sdo os que participam da via
de sinalizacdo dos aferentes primdrios. Os canais do tipo T de baixa
voltagem estdo lococalizados principalmente préximo as terminacdes
nervosas livres, ao longo das fibras nociceptivas e no GRD. Esses
canais estdo envolvidos principalmente na geracdo e frequéncia de
potenciais de agdo (Iftinca e Zamponi, 2009; Zamponi, Lewis et al.,
2009). Os VGCC do tipo N sdo densamente distribuidos nos
terminais pré-sindpticos nas ldminas I e II do corno dorsal da medula
espinhal. Potenciais de ag¢do gerados ao longo das fibras C e Ad
induzem a abertura de canais pré-sindpticos de Ca®* do tipo N, os
quais em seguida iniciam a liberacdo de transmissores como
glutamato, SP e CGRP sobre interneur6nios espinhais e projecoes
neuronais (Zamponi, Lewis et al., 2009). De fato, a concentracdo
intracelular de Ca®* é regulada por vérios mecanismos, um destes
mecanismos é o influxo de Ca®* via VGCC através da membrana
plasmadtica. Os canais VGCC sio inibidos por receptores acoplados a
proteinas Gj,. Consequentemente, os niveis intracelulares de Ca*
sdo reduzidos e hd um aumento do limiar da dor (Zamponi e Snutch,
1998).

Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento dos
camundongos com CaCl, preveniu o efeito antinociceptivo induzido
pela inosina, sugerindo que os niveis intracelulares de Ca®* estdo
envolvidos na antinocicep¢do induzida pela inosina. Acreditamos
que a inosina ndo esteja atuando diretamente sobre os VGCC, mas
pode estar modulando os VGCC indiretamente. Esses canais regulam
o influxo de Ca** e podem ter funcdo na detec¢io do estimulo
nociceptivo e também na transmissdo deste estimulo. Assim, o efeito
da inosina via A1R poderia reduzir a geracdo de potenciais de acdo
nas fibras aferentes primdrias (onde estdo localizados os canais de
Ca®" do tipo T) inibindo as sinapses entre estas fibras e os neurdnios
de segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal (onde se
encontram canais de Ca®* do tipo N em grande densidade). Além
disso, o aumento do nivel intracelular de Ca** pode ativar a PKC
(Chen e Tian, 2011; Ji e Woolf, 2001), proteina envolvida na
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facilitacdo de respostas nociceptivas. Ou seja, o aumento do nivel
intracelular de Ca®", pode produzir nocicepgdo via ativagio da PKC.

Em outro experimento, avaliamos o envolvimento da PKA e
PKC na antinocicep¢do induzida pela inosina. Essas proteinas sdo
ativadas pelas vias da AC/AMPc e PLC/IP3/DAG, respectivamente
(Jacobson e Gao, 2006), e podem causar facilitacdo de respostas
nociceptivas através da ativagdo de canais i0nicos, receptores de
membrana ou transcricdo génica. Observamos que a inosina
administrada intraperitonealmente foi capaz de prevenir a
hiperalgesia mecanica e térmica induzida por miristato de acetato de
forbol (PMA, ativador direto da PKC) e por bradicinina (BK,
ativador indireto da PKC). Alguns mediadores inflamatérios
produzem nocicepg¢do por sensibilizacdo periférica e central através
da ativagdo de proteinas quinases, tais como PKA, PKC e MAPK
(Kawabata, 2011; Cheng e Ji, 2008; Ingram e Traynor, 2009). A
PKC € uma proteina importante na mediagdo de efeitos nociceptivos
oriundos de diferentes estimulos ou vias da nocicep¢do. A PKC pode
ser estimulada via ativacdo da PLC em decorréncia do aumento dos
niveis intracelulares de Ca**. Além disso, a ativacdo da PLC eleva os
niveis de DAG, que juntamente com os niveis elevados de Ca** ativa
a PKC. A PKC uma vez ativada, pode fosforilar enzimas, canais
idnicos e receptores ligados a membrana que favorecem a
sensibilizagdo e ativacdo dos nociceptores (para revisdo ver Chen e
Tian, 2011; Millan, 1999; Ji e Woolf, 2001). Importantes mediadores
inflamatdrios, como a BK e a histamina estdo implicados na ativagdo
da PKC (Mizumura, Koda et al., 2000).

Assim, os dados do presente estudo sugerem fortemente o
envolvimento da PKC, mas ndo da PKA, na antinocicep¢do induzida
pela inosina. Essa conclusdo deriva dos dados onde a inosina inibiu a
hiperalgesia mecanica e térmica induzida tanto pela injecdo de PMA
como pela injecio de BK. E importante relatar que a bradicinina apGs
se ligar ao receptor B2, causa uma ativagdo direta da PKC (Ferreira,
Triches et al., 2005), sugerindo que as isoformas da PKC estdo
envolvidas na transducdo do sinal do receptor B2.Por outro lado, a
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inosina ndo reduziu a hiperalgesia induzida por PGE, ou forskolina,
que sdo ambas substdncias que ativam PKA (Kawabata, 2011;
Parada, Reichling et al., 2005).

No entanto, de acordo a transdugdo intracelular classica do
AR, este receptor quando ativado, inibe a AC, que reduz a produgdo
de AMPc que por sua vez reduz a ativacdio da PKA (Schulte e
Fredholm, 2003; Jacobson e Gao, 2006). Assim, esse resultado néo
era esperado devido ao ndo envolvimento da PKA na acgdo
antinociceptiva da inosina. Por outro lado, o modelo utilizado neste
experimento ¢ um modelo inflamatério, e jid foi demonstrado pelo
trabalho de Dowd e colaboradores (1998), que em ratos que
receberam injecdo de CFA, agente promotor de inflamacdo, o AIR
mediou excitagdo de aferentes nociceptivos, ou seja, 0 A1R exerceu
uma funcdo contriria a que normalmente exerce, fato que pode
ocorrer em situagdes de sensibiliza¢do periférica, como foi o nosso
experimento (Dowd, McQueen, et al., 1998).

Por outro lado, foi demonstrado que a PKA e uma isoforma
da PKC, a PKCg, participam ambas da sensibiliza¢do nociceptiva em
modelos de hiperalgesia, sendo a PKA mais atuante na inducgio do
estado hiperalgésico e a PKC na manutencdo deste estado, ou seja, a
ativacdo da PKA pode resultar numa ativacdo indireta da PKC
(Sachs, Villarreal et al., 2009). Assim, os resultados encontrados no
presente estudo, de certa forma surpreenderam-nos, porém, nos
modelos utilizados a inosina parece depender mais de uma inibi¢do
da PKC do que da PKA para induzir a a¢do antihiperalgésica.

Assim, nesta etapa pode-se demonstrar que a inosina exibe
uma agdo antinociceptiva significante durante a fase inflamatéria da
dor induzida pela formalina em camundongos. Este efeito requer
receptores acoplados a proteinas Gy, sensiveis a toxina Pertussis,
canais de K' operados por voltagem, ativados por Ca®* de alta
condutancia e sensiveis & ATP, mas nio envolve os canais de K*
ativados por Ca** de baixa condutincia. Além disso, a
antinocicepc¢do promovida pela inosina também depende dos niveis
intracelulares de Ca** e da inibigdo da PKC (figura 39).



138

Ca¥ Ca* Ca™

INOSINA Ca™ Ca™Ca™

= W
Canais BK | S

CangisKae ‘ %Canaisdeﬁz’

KK [Ca?]
: K*
Inibigso —%
: [ ]

Ativacao

KKK
Canais K, KKK

N

Canal idnico

/

?

Figura 39. Sugestdo de mecanismos intracelulares envolvidos na
antinocicepc¢do induzida pela inosina. A inosina atuaria via A1R, receptor
acoplado a proteinas Gi. Apds ativado, o AIR ativa canais de K* e bloqueia
canais de Ca®* e consequentemente reduz a liberacio de mediadores
nociceptivos e neurotransmissores. Além disso, a reducdo dos niveis
intracelulares de Ca** também reduziria a ativacio da PKC. Todos esses
eventos induzem antinocicepc¢ao. Por outro lado, teoricamente a ativacdo do
AIR pela inosina deveria inibir a AC e reduzir a producdo de AMPc,
inibindo a PKA. No entando, nossos resultados nao foram claros quanto a
ativacdo ou inibicdo da PKA via inosina. AC, adenilil ciclase; AIR,
receptor AIR para adenosina; PKA, proteina quinase A; PKC, proteina
quinase C; NT, neurotransmissores; SP, subtancia P; Glu, glutamato; ai, 3 e
v, subunidades da proteina G;.
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5.3 PARTE III - EFEITO DA INOSINA EM MODELOS DE
DOR CRONICA INFLAMATORIA E NEUROPATICA

Clinicamente, a dor cronica de origem inflamatéria ou
neuropdtica causa uma grande reducdo da qualidade de vida e
frequentemente retira muitas pessoas do mercado de trabalho. Assim,
a dor cronica € um problema socialmente relevante e de sadde
publica. Muitos desses pacientes, infelizmente nido respondem ou
respondem muito pouco aos tratamentos disponiveis atualmente
(Watson, Gilron et al., 2010). Em relag¢do ao sistema adenosinérgico,
sabe-se que o AlR possui relevante envolvimento na analgesia
induzida pela adenosina na dor neuropdtica (Sowa, Voss et al., 2010;
Sawynok, 1998). Além disso, o uso de adenosina em animais e em
humanos confirma este envolvimento na dor cronica (Guieu
1996a,b). Recentemente, um interessante estudo pré-clinico também
demonstrou que a ativacdo do A2AR diminuiu a dor neuropética
(Loram, Harrison et al., 2009), enquanto outro estudo demonstrou
que ativando este receptor havia um aumento do limiar de dor em um
modelo de neuropatia. (Bura, Nadal et al., 2008).

O modelo de dor cronica inflamatéria utilizado foi a injecdo
intraplantar do adjuvante completo de Freund (CFA). A forma
completa, chamado de CFA ¢é composto de uma micobactéria
inativada, normalmente o M. tuberculosis. O CFA é efetivo em
estimular a imunidade mediada por células e pode induzir a produgdo
de algumas imunoglobulinas de acordo com o método e o animal
utilizados (Qin, Sadelain et al., 1993). Além disso, o CFA é muito
utilizado como uma substancia algogénica, ou seja, capaz de induzir
nocicep¢do em animais. Quando injetado intraplantarmente, este
adjuvante induz hiperalgesia mecanica e térmica em roedores, sendo
observado este comportamento nas patas ipsi e contralateral. O CFA
induz uma inflamac@o cronica sustentada, estimulando a resposta
imune mediada por sintese e liberag¢do de citocinas pré-inflamatérias
e mediadores inflamatérios (Zhang, Li et al., 2011). Além disso, o
perfil inflamatdrio caracteristico do CFA inclui edema e migragdo
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leucocitaria. Assim, este modelo caracteriza-se como um modelo
animal de dor cronica inflamatdria, o qual aumenta a sensibilidade a
estimulos mecanicos e térmicos do tecido afetado (Sommer e Kress,
2004). De forma geral, estes efeitos sdo mediados pela sensibilizacdo
local do nociceptor e sensibilizacdo central, além de um aumento na
producdo de citocinas pré-inflamatdrias (Samad, Moore et al., 2001).

A injecdo periférica de CFA aumenta a producio/liberagdo
de citocinas pré-inflamatdrias, como IL-1B, TNF-o and IL-6.
Entretanto, os niveis sanguineos dessas citocinas parecem nao estar
elevados nas primeiras 24 horas apds a injecdo intraplantar de CFA.
Assim, por este motivo, quando avaliado o comportamento
nociceptivo induzido pelo CFA em nosso experimento, as andlises
iniciaram-se um dia apds a inje¢do quando os animais enfim
apresentam um quadro pronunciado de hiperalgesia (Samad, Moore
et al., 2001). O CFA administrado intraplantarmente também ¢ capaz
de induzir um aumento da permeabilidade da barreira hemato-
encefilica 5 dias apds injecao i.p. Foi demonstrado também, que em
alguns casos o aumento precoce dos niveis de citocinas ndo se da
apenas localmente, mas também centralmente, apds injecdo de CFA.
Pois observou-se um aumento dos niveis de RNAm de citocinas pro-
inflamatérias no SNC (Reiber, Suckling et al., 1984; Raghavendra,
Tanga et al., 2004).

O CFA administrado perifericamente também induz ativagdo
das células gliais, as quais podem aumentar a transmissdo da
informacdo nociceptiva. Um possivel mecanismo para as células
gliais induzirem hiperalgesia seria através da liberacdo de citocinas
pré-inflamatdrias, tais como IL-1B, TNF-a e IL-6. Sabe-se que tanto
astrécitos como microglia, podem liberar essas citocinas quando
ativados (Aloisi, 1999; Guo, Wang et al., 2007). Nesses casos,
normalmente a ativacdo astrocitaria ocorre antes da ativacdo
microglial e da expressio das citocinas pré-inflamatérias
(Raghavendra, Tanga et al., 2004). Além disso, alguns trabalhos ja
demonstraram que o decurso temporal da ativagdo microglial e o
pico de expressdo de citocinas pré-inflamatérias corresponde com o
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inicio da hiperalgesia durante a fase aguda da inflamagdo periférica
induzida por CFA. Ainda, a ativagdo astrocitdria, pode ter uma
funcdo na manutengdo do comportamento de hipersensibilidade
durante as fases mais tardias da inflamacao periférica induzida pelo
CFA (Raghavendra, Tanga et al., 2004; Zhang e An, 2007).

Em relagdo a dor neuropdtica, normalmente hd, um aumento
dos niveis de citocinas pré-inflamatérias nos nervos lesionados que
podem alterar as funcdes axonais. O bloqueio destas citocinas pro-
inflamatdrias ou a administragdo de citocinas antiinflamatérias, como
IL-10 ou IL-4, em muitos casos reduz a hiperalgesia em modelos
animais (Sommer e Schafers, 1998; Schafers, Brinkhoff et al., 2001;
Sommer e Kress, 2004). O modelo utilizado para a indugdo de dor
neuropatica foi a ligagdo parcial do nervo cidtico (LPNC). A LPNC
induz uma dor intensa e persistente por muitas semanas (Ueda,
2006). Modelos animais de neuropatia induzem muitas mudangas
funcionais e bioquimicas no sitio da lesdo, mas também em outras
dreas envolvidas e afetadas pelo nervo cidtico, como a medula
espinhal e encéfalo (Bridges, Thompson et al., 2001; Inoue, Rashid
et al., 2004; Ueda, 2006). Logo apds a cirurgia, ocorre a liberagdo de
vérios mediadores inflamatdrios e/ou nociceptivos. Essas substancias
induzem sensibiliza¢do e reducdo do limiar de dor, induzindo a dor
neuropdtica. Sobre o aspecto neurobioldgico, hd um aumento de
descargas de longa duracdo em fibras sensoriais primdrias causado
pelos mediadores inflamatérios. Além disso, hd vdrias mudancas
fenotipicas de células neurogliais e neuroimunes (para revisao ver Ji
e Woolf, 2001). Alguns estudos tem demonstrado que a inosina
possui potencial em estudos de regeneragdo neural, como ja citado na
introducdo deste trabalho (Benowitz, Goldberg et al., 1999;
Benowitz, Goldberg et al., 2002; Chen, Goldberg et al., 2002).
Assim, nossos resultados estendem os dados referentes a estas acdes
da inosina.

Assim, estd bem estabelecido que as citocinas TNF-a e IL-
1P reduzem os limiares nociceptivos mecanicos (Ferreira, Lorenzetti
et al., 1988; Cunha, Poole et al., 1992) de uma forma dependente de
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prostaglandina e que antagonistas destas citocinas sdo capazes de
reduzir a hiperalgesia induzida por carragenina (agente inflamatério)
(Cunha, Cunha et al., 2000). De fato, € evidente que a ativagdo dos
receptores destas citocinas € fundamental para o desenvolvimento da
dor inflamatéria e da dor neuropdtica (Ferreira, Lorenzetti et al.,
1988; Cunha, Poole et al., 1992; Raghavendra, Tanga et al., 2004;
Zhang e An, 2007). Como € comum nas citocinas, o TNF-a &
sintetizado e liberado por vdrios tipos celulares, inclusive por células
de Schwann apds lesdo nervosa. Isto indica que o TNF-o possui
funcdo especifica na dor neuropédtica (Wagner e Myers, 1996).
Quando injetado subcutaneamente, o TNF-a reduz o limiar mecénico
de ativacdo de fibras C no nervo sural de ratos (Junger e Sorkin,
2000). Corroborando a informagdo anterior, pesquisadores
demonstraram que o bloqueio da acdo do TNF-a reduz a hiperalgesia
em modelos de dor neuropatica, evidenciando que o TNF-a estd
implicado na inducdo e manutencdo da dor neuropdtica (Andrade,
Visser-Vandewalle et al., 2012; Spicarova, Nerandzic et al., 2011;
Wagner e Myers, 1996). Semelhante ao TNF-a, a IL-1B e o receptor
para IL-1 do tipo 1 (ILIR1) sdo encontrados no GRD de nervos
periféricos, sugerindo que a IL-1f possui uma atividade paracrina ou
autdcrina no processo sensorial (Copray, Mantingh et al., 2001). A
IL-1PB através da ativagdo de uma via de sinalizagdo em cascata que
produz 6xido nitrico, BK e prostaglandina podem produzir efeitos
hiperalgésicos periféricos (para revisido ver Zhang e An, 2007).

Os resultados aqui apresentados demonstram que a inosina
foi capaz de reduzir a hiperalgesia induzida pelo CFA e pela LPNC.
Assim, especulamos quais poderiam ser os mecanimos que levariam
a inosina a reduzir estes quadros de hiperalgesia. Em funcdo deste
resultado, e baseando-se em dados do grupo do professor Haské que
demonstram que a inosina possui propriedades de inibi¢do de
citocinas pré-inflamatérias em modelos de sepse e inflamagdo
intestinal (Hasko, Kuhel et al., 2000; Garcia Soriano, Liaudet et al.,
2001; Marton, Pacher et al., 2001), o préximo passo foi avaliar se o
tratamento com inosina seria capaz de reduzir os niveis de citocinas
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proé-inflamatdrias no local da injec¢do, e este ser um dos provaveis
mecanismos para a atividade deste nucleosideo.

A inosina reduziu os niveis locais do TNF-a apds a inje¢ao
de CFA. No entanto, a inosina ndo reduziu os niveis das demais
citocinas inflamatérias, tampouco alterou a producdo da citocina
anti-inflamatéria IL-10. A dosagem dessas citocinas ocorreu 15 dias
ap6s a administracio do CFA, em virtude dos dados obtidos na
hiperalgesia mecanica, onde podemos observar que no décimo quinto
dia foi quando a inosina apresentou a maior efetividade em reduzir o
comportamento nociceptivo dos animais. Além disso, o objetivo
desta abordagem foi avaliar o perfil cronico, tanto dos niveis de
citocinas no grupo controle, como o nivel das citocinas pro-
inflamatérias em animais submetidos ao tratamento didrio com
inosina, diferentemente de abordagens que buscam avaliar o decurso
temporal dos niveis dessas citocinas (Stammers, Liu et al., 2012).

O resultado citado anteriormente sugere que um dos
mecanismos pelo qual a inosina estaria reduzindo a hiperalgesia
mecanica induzida pelo CFA, e provavelmente também pela LPNC,
seria a inibi¢do da producdo do TNF-a. Para confirmar estes dados,
utilizamos um modelo de dor aguda pela administracdo de citocinas
pré-inflamatdrias. Neste caso, além da injecdo de TNF-a, injetamos
também IL-1B e o peptideo SP. A producdo de SP pode ser
estimulada pela IL-1p, sendo este peptideo também capaz de induzir
hiperalgesia e comportamento de dor (Zhang e An, 2007). A SP é,
apés o glutamato, o mediador nociceptivo/inflamatério mais
encontrado em mecanismos dolorosos, seguidos de lesdo ou qualquer
estimulo nocivo capaz de ativar nociceptores. Neste caso, 0s
nociceptores ativados podem liberar peptideos, entre eles a SP, que
facilita a producdo de outros mediadores inflamatérios e pode
também promover a liberacdo de fatores nao-neuronais, indutores da
inflamacdo e facilitadores da transmissdo nociceptiva (Basbaum,
1999).

Nesta série de experimentos, corroborando com os dados
obtidos na dosagem de citocinas, a inosina foi capaz de prevenir a
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nocicep¢do induzida pela inje¢ao intratecal de TNF-a. Além disso, a
inosina preveniu também a nocicepcdo induzida pela SP, no entanto,
nio preveniu a nocicep¢do induzida pela IL-1B. De acordo com
estudos que demonstram uma cascata de liberacdo de citocinas,
sendo que o TNF-a é considerado o “gatilho” para a liberacdo da
citocina IL-1PB, que consequentemente estimulard a liberacdo de
peptideos e prostandides (Sommer e Kress, 2004; Cunha, Verri et al.,
2005; Zhang e An, 2007). Assim, podemos considerar que o efeito da
inosina em reduzir a hiperalgesia induzida pelo CFA se da
basicamente pela reduc¢do da producido do TNF-a, que desta forma,
reduz também a liberacio das outras substincias citadas
anteriormente. Neste caso, a inosina atuaria justamente no “gatilho”
da cascata de citocinas pré-inflamatérias, o que de certa forma,
facilitaria a redu¢@o da hiperalgesia induzida pelo CFA, embora em
nosso experimento, ndo tenhamos observado a reducdo dos niveis de
outras citocinas pro-inflamatdrias.

Nossos resultados corroboram pelo menos parte do trabalho
do professor Haskd, onde ele e seus colaboradores demonstraram que
a inosina além de inibir a produgcdo de TNF-a, também inibiu a
producdo de IL-1B, IL-12 e IFN-y (as duas ultimas ndo foram
avaliadas neste trabalho) em macréfagos imunoestimulados e em
células de bago. Neste estudo, os autores demonstram que o efeito da
inosina foi dependente da ativacdo do A1R e A2AR, e independentes
da ativacdo de vias das MAPK como p38 ou p42/44 ou c-JUNK
(Hasko, Kuhel et al., 2000). Ainda, no referido estudo, semelhante ao
nosso resultado, a inosina ndo alterou a producdo da citocina pré-
inflamatoria, IL-10 (Hasko, Kuhel et al., 2000).

Em virtude da inosina reduzir niveis de TNF-a e esse efeito
ter sido bloqueado por antagonistas dos receptores de adenosina, de
acordo com o presente estudo e dados da literatura (Hasko, Kuhel et
al., 2000), sugerimos que os receptores de TNF-o, TNFR1 e TNFR2,
parecem nao estar envolvidos na antinocicep¢do causada pela
inosina.
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Uma hipdtese que precisa ser relatada, seria uma possivel
ativacdo do A3R pela inosina, que resultaria na redu¢dao do TNF-a.
Jin e colaboradores demonstraram que a inosina pode se ligar ao
A3R presente em tecidos correlacionados com o sistema imune (Jin,
Shepherd et al., 1997); e Bar-Yehuda e colegas sugerem que a
ativacdo do A3R estd correlacionado com a reducio de TNF-a e fator
nuclear kB (NF-Kb) em animais submetidos a um modelo de
osteoartrite (Bar-Yehuda, Rath-Wolfson et al., 2009). Outro estudo
demonstrou que agonistas A3R reduziram a produ¢do de TNF-a em
macréfagos e mondcitos induzida por lipopolissacarideo (LPS)
(Sajjadi, Takabayashi et al., 1996). Assim, o A3R poderia estar
envolvido neste efeito de inibicdo do TNF-a.

Assim, conforme pode-se observar na figura 40,
demonstramos que a inosina é capaz de reduzir a dor crdnica
inflamatéria induzida por CFA na pata e a dor cronica neuropatica
induzida pela LPNC. Pode-se sugerir, que pelo menos em parte, a
reducdo dos niveis de TNF-q, uma citocina pré-inflamatdria que atua
como “gatilho” para indug@o de outras citocinas e peptideos, pode
ser um dos mecanismos pelo qual a inosina poderia estar causar este
efeito.
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Figura 40. Sugestdo de mecanismo de ac@o envolvido no efeito
antinociceptivo da inosina nos modelos do CFA e da LPNC. A inosina
reduz o comportamento nociceptivo induzido pelo modelo de dor cronica
inflamatéria (CFA) e pelo modelo de dor neuropdtica (LPNC) devido a
reducdo dos niveis da citocina pré-inflamatéria TNF-a, que
consequentemente pode reduzir também a ativa¢do de outras citocinas pro-
inflamatérias como IL-1B e IL-6. CFA, adjuvante completo de Freund;
LPNC, ligacdo parcial do nervo cidtico.
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5.4 PARTE IV - INFLUENCIA DAS ENZIMAS DE SINTESE E
DEGRADACAO DA INOSINA SOBRE O SEU EFEITO
ANTINOCICEPTIVO

O primeiro trabalho demonstrando que a inibicdo da AK
reduzia o comportamento associado a dor foi publicado no inicio dos
anos 90 (Keil e Delander, 1992). Este efeito ocorre devido ao
aumento dos niveis de adenosina quando a AK ¢ inibida. Inibidores
de AK sdo capazes de reduzir a dor quando administrados tanto
perifericamente como sistemicamente (Sawynok, 1998; Kowaluk,
Kohlhaas et al., 1999; Lynch, Jarvis et al., 1999). Além disso, estes
inibidores sdo eficazes contra dor aguda e cronica induzidas em
animais (Poon e Sawynok, 1998; Lynch, Jarvis et al., 1999;
Kowaluk, Mikusa et al., 2000; Suzuki, Stanfa et al., 2001;
Mcgaraughty, Cowart et al., 2005).

Outra enzima que regula os niveis de adenosina é a ADA,
que converte a adenosina em inosina (Sawynok e Liu, 2003). Porém,
o efeito antinociceptivo causado pela inibicdo da ADA ndo estd
muito claro. Foi demonstrado que inibidores da ADA podem causar
analgesia per se em determinados modelos animais (Poon e
Sawynok, 1999), mas ndo em outros (Keil e Delander, 1992; 1994).
Em outro trabalho, mostrou-se que o efeito da adenosina &
sinergicamente aumentado pela coadministracdo de um inibidor de
ADA (Keil e Delander, 1994). No entanto, Keil e DelLander
avaliaram a dor no modelo de tail flick, modelo este que avalia
apenas o limiar de retirada da cauda do animal em resposta a
aplicagdo de calor, ou seja, € um modelo fésico, escapavel. Desta
forma, este modelo ndo avalia um comportamento de dor, mas sim,
um limiar de dor. Além disso, diferentes efeitos entre inibidores da
AK e ADA podem ocorrer devido a maior afinidade que a adenosina
possui pela AK do que pela ADA (Arch e Newsholme, 1978). Por
este ponto de vista, AK poderia ser a enzima mais importante para
regular niveis endégenos de adenosina.
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Devido aos resultados divergentes encontrados na literatura
sobre a fun¢do da ADA no controle da nocicep¢do, somados aos
nossos resultados que demonstram que a inosina ¢ uma molécula
ativa em modelos animais de nocicep¢do, avaliamos se a
manipulagdo da atividade da ADA poderia interferir nos efeitos
causados pela inosina e adenosina. Apds confirmarmos que a inje¢ao
de 50 mg/kg de DCF reduzia em aproximadamente pela metade a
atividade da ADA, avaliamos se o DCF poderia afetar os efeitos da
inosina e adenosina. Em virtude disso, utilizamos a dose de 10 mg/kg
de inosina, uma dose efetiva, para verificar se a reducdo dos niveis
endégenos de inosina poderia dificultar o efeito causado por este
nucleosideo. Por outro lado, escolhemos a dose de 30 mg/kg de
adenosina, por ser uma dose supra-efetiva, para avaliar se o aumento
dos niveis de adenosina induzido pela DCF poderia se somar a
adenosina  administrada  exogenamente e assim  induzir
antinocicepg¢ao.

Podemos constatar com os resultados obtidos, que o DCF
reduz a atividade da ADA aumentando os niveis de adenosina e
reduzindo os niveis enddgenos de inosina. Assim, podemos concluir
que devido a este aumento dos niveis de adenosina, houve o efeito
sinérgico entre adenosina e DCF no comportamento de
recuo/elevacio da pata. No outro comportamento avaliado,
lambida/mordida da pata, o DCF foi capaz de impedir que a inosina
induzisse efeito antinociceptivo, sugerindo que o efeito da inosina
exdgena € pelo menos em parte, favorecido pela inosina endégena
proveniente da quebra da adenosina.

No entanto, neste experimento constatamos dados muito
contraditérios entre os dois comportamentos avaliados, o que
normalmente ndo ocorre. Um fato que nos deixou bastante intrigados
foi o grupo de animais pré-tratado com DCF e que também recebeu
adenosina, este grupo apresentou resultados muito distintos. Cabe a
pergunta: se neste grupo houve a inibi¢do da formagdo da inosina,
obviamente houve o aumento dos niveis de adenosina, entdo porque
este aumento do nivel de adenosina ndo induziu antinocicep¢do no
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comportamento de lambida/mordida assim como induzira no
comportamento de recuo/elevacdo da pata? A resposta estd na
observacdo comportamental dos animais durante o experimento.
Durante a primeira meia hora do teste, observou-se que os animais
estavam aparentemente sedados ou até mesmo dormindo. Desta
forma, cogitamos a possibilidade de ao invés desta associacdo de
farmacos (DCF + adenosina) estar induzindo antinocicepg¢ao, estaria
na verdade induzindo sedagdo, e por este motivo 0s animais nao
estariam apresentando nenhum comportamento caracteristico de dor.
Em virtude desta possibilidade, realizamos o experimento de indugdo
de sono por cetamina. Os resultados mostraram que a associacdo de
DCF e adenosina induz efeito sedativo, o que nos permite concluir
que concentragdes elevadas de adenosina causam sedacdo. Este
efeito provavelmente se d4 em virtude da ativacdo de grande nimero
dos A1R, o qual j4 foi relatado que pode ser um mediador de efeitos
sedativos e redutores do estado de vigilia (Sawynok, 1998;
Maemoto, Tada et al., 2004). Lembremos também que, bloqueando o
A1R, hd um aumento do estado de vigilia, produzido por exemplo,
pela cafeina (Huang, Urade ef al., 2011; Snel e Lorist, 2011). Desta
forma, acreditamos que o estudo de Keil e DeLander de 1994 ndo
observou a atividade locomotora dos animais, visto que, o teste
utilizado foi fail flick, um teste fasico (limiar) de nocicepg¢do térmica,
ou seja, é um teste escapdvel.

Outra informacio relevante observada durante este teste foi
que, em média, apenas ap6s o 50° minuto os animais comegavam
intensamente a realizar o comportamento de lamber/morder a pata,
evento que normalmente ocorre imediatamente apds a inje¢do de
formalina. Este fato ocorreu com fodos os animais que receberam
injecdes de DCF e adenosina. O perfil de comportamento
apresentado pelos animais a partir do 50° minuto é muito semelhante
ao comportamento que ocorre durante a primeira fase (0 — 8 min) do
teste da formalina. Este comportamento € bastante raro e chama-se
resposta nociceptiva atrasada (DNR, Delayed Nociceptive Response).
Dois trabalhos do grupo do professor Melzack demonstram este
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fendmeno em ratos. Nestes trabalhos, os animais foram submetidos a
um modelo de estresse, o0 Nado em Agua Gelada (CWS, cold water
swim) que comumente € utilizado como um modelo que produz
analgesia induzida por estresse (Truesdell e Bodnar, 1987). No
entanto, foi observado que o CWS ndo induziu analgesia no teste da
formalina, mas retardou a resposta nociceptiva (Fuchs, Kerr et al.,
1996; Fuchs e Melzack, 1997).

Semelhante aos resultados encontrados em nosso
experimento, o inicio da resposta nociceptiva também ocorreu por
volta de 50 minutos apds a injecdo intraplantar de formalina. Nestes
estudos, ainda foi demonstrado que a ressubmissdo dos animais ao
CWS permitiu o aparecimento do DNR apenas 3 horas apds a
injecdo da formalina. Além disso, foi demonstrado que a temperatura
corporal e da pata ndo influenciavam o DNR e que o pré-tratamento
com MK-801, antagonista dos receptores para NMDA, preveniu o
aparecimento da DNR. Assim, as poucas conclusdes que podem ser
tiradas sobre a DNR € que provavelmente haja um envolvimento de
plasticidade central nesta resposta, e que mesmo 50 ou 60 minutos
apds a entrada sensorial do estimulo nocivo ainda hd ativagdo de
substratos neurais envolvidos nos mecanismos da dor. O problema
em questdo € que a DNR encontrada por Fuchs e colaboradores foi
induzida por um modelo de estresse, enquanto que a DNR
encontrada em nosso trabalho foi induzida por farmacos (DCF e
adenosina) que ndo possuem na literatura nenhuma mengdo a
inducdo de estresse comportamental. Assim, ainda estamos muito
longe de entender os mecanismos envolvidos na DNR induzida pela
associcao de adenosina e DCF, um fendmeno que nos intrigou e que
demonstra o quanto ainda a biologia e a natureza podem nos
surpreender.

Apés as evidéncias citadas de que a inosina seja o real efetor
de alguns efeitos atribuidos a adenosina, fomos avaliar se seria a
inosina a responsdvel pelo efeito antinociceptivo quando ela é
administrada aos animais, ou se poderia ser um metabdlito da
inosina, por exemplo, a Xxantina ou o 4cido drico. Sendo assim,
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demonstramos que a inosina é realmente ativa contra a nocicepg¢ao,
pois a FDS, inibidora da PNP (enzima que degrada a inosina),
apresentou um efeito sinérgico quando adicionado & uma dose sub-
ativa de inosina. No entanto, quando a FDS foi associada & uma dose
ativa de inosina, ndo houve somacdo dos efeitos, o que nos leva a
mencionar novamente o suposto efeito “teto” da inosina na dose de
10 mg/kg, i.p. no teste da formalina.

Posteriormente, avaliamos se a FDS em uma dose maior, seria
capaz de induzir antinocicepcao per se. Observamos que na dose de
1 mg/kg, i.p., a FDS reduziu ambos os comportamentos de dor
avaliados no teste da formalina. O actimulo de inosina originado pela
administracdo de FDS deve ser o responsdvel pelo efeito
antinociceptivo, ou seja, o inibidor da PNP causaria um efeito
antinociceptivo indireto. Baseando-se nos nossos resultados que
demonstram que a inosina se liga aos AIR para induzir
antinocicepcao, realizamos um pré-tratamento com o antagonista do
AIR DPCPX. Observou-se que o AIR medeia a antinocicepg¢do
causada pela FDS, o que refor¢ca mais uma vez a evidéncia que o
efeito € realizado pela inosina.

Durante a realizacdo dos experimentos com animais que
receberam FDS 1mg/kg, observou-se nos animais uma leve sedagcdo
que se iniciava normalmente 5 minutos apds a administracdo do
farmaco e persistia aproximadamente até o 15° minuto.
Aparentemente, seria uma sedacdo mais leve do que a induzida pela
associacdo entre DCF e adenosina. Além disso, nestes animais nao
ocorreu a DNR e a primeira fase da formalina ocorreu normalmente.
Entdo, decidimos também avaliar os efeitos da FDS sozinha ou em
associa¢do com a inosina no teste de inducdo do sono pela cetamina.
Pudemos verificar que a FDS na dose de 0,1 mg/kg e a inosina na
dose de 3 mg/kg ou ambas em associa¢do, ndo diminuriam a laténcia
para o sono e nem prolongaram o tempo de sono em relacdo ao
grupo controle (cetamina + veiculo). No entanto, a FDS na dose de 1
mg/kg prolongou o tempo de sono induzido pela cetamina, com
resultados muito semelhantes ao do diazepam, que é um farmaco
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ansiolitico e sedativo. Assim, podemos concluir que o efeito
antinociceptivo induzido pela FDS 1 mg/kg, semelhante ao efeito da
associacdo DCF e adenosina, também ¢ antes disso, um efeito
sedativo e que pode induzir também déficit locomotor, impedindo a
correta avaliacdo do comportamento nociceptivo. Além disso, devido
a prevencdo deste efeito pelo DPCPX, antagonista AI1R, podemos
concluir que este efeito sedativo/indutor de sono também se dd pela
ativacdo de grande nimero de A1R.

Uma informacdo interessante sobre a FDS, é que podemos
sugerir que a acdo farmacoldgica dela ocorra de uma maneira
alternativa devido a sua estrutura quimica. A molécula da forodesina
¢ muito semelhante as estruturas da adenosina e da inosina (figura
41).

OH OH OH OH HO

Adenosina Inosina Forodesina
Figura 41. Estruturas quimicas da adenosina, inosina e forodesina.

Assim, € possivel que a FDS seja capaz de se ligar ao AIR, e
entdo os efeitos farmacoldgicos desta molécula ocorram por dois
mecanimos, atuando como inibidor da PNP e também como ativador
do AlR. No entanto, esta hipStese ainda precisa ser confirmada
através de estudos especificos.

Concluimos, que a inosina é um metabdlito ativo na indugéo
da antinocicepcdo e a producdo enddégena deste nucleosideo,
proveniente da quebra da adenosina, sugere que a inosina atue como
um modulador endégeno da dor. Concentragdes elevadas de
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adenosina ou inosina induzem efeitos sedativos mediados pelo A1R
(figura 42). Sugere-se que a FDS, poderia atuar também como
agonista A1R, porém estudos mais especificos sdo necessarios.

IAK DCF FDS

Inibicio

W

‘ Ativacado ou
AR AR J, aumento

ANTINOCICEPCAO

Figura 42. Sugestdo da influéncia dos inibidores das enzimas AK, ADA e
PNP sobre a antinocicepc¢do induzida pela inosina, adenosina e AMP. A
administracio de FDS eleva os niveis de inosina, que ativa o AIR
induzindo antinocicep¢do. A admnistracio de DCF eleva os niveis de
adenosina e AMP, ambos ativam o AlR induzindo antinocicep¢do. A
administracdo de inibidores de AK eleva os niveis de adenosina e inosina,
ambas ativam o AlR induzindo antinocicep¢do. AK, adenosina quinase;
TIAK, inibidor de adenosina quinase; ADA, adenosina desaminase; DCF,
deoxicoformicina; PNP, purina nucleosideo fosforilase; FDS, forodesina;
NT5’E, 5-nucleotidade; AMP, monofosfato de adenosina; ADO, adenosina;
INO, inosina; A1R, receptor de adenosina do subtipo 1.
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5.5 PARTE V — EFEITO ANTINOCICEPTIVO DEPENDENTE
DO TEMPO E NIVEIS SANGUINEOS DE INOSINA E
ADENOSINA

Poucos sdo os estudos sobre o perfil farmacocinético das
purinas de forma geral, inclusive da adenosina e da inosina. No
entanto, sabe-se que a adenosina possui uma meia-vida
extremamente curta, em torno de 10 s (Moser, Schrader et al., 1989;
Hasko, Linden et al., 2008), mesmo assim, sdo atribuidos a este
nucleosideo diversas fungdes bioldgicas. Sobre a farmacocinética da
inosina, os estudos sdo mais escassos ainda. Assim, investigamos,
nesta parte do trabalho, o perfil farmacocinético dessas duas
substéncias e sua possivel correlacdo com efeitos in vivo.

Varias sdo as similaridades entre a inosina € a adenosina,
como por exemplo, as estruturas quimicas e peso molecular. Além
disso, nossos resultados demonstram que ambas as moléculas
apresentam resultados semelhantes em modelos animais, além de
apresentarem praticamente a mesma afinidade pelo A1R entre as
duas moléculas. Assim, algumas perguntas nos motivaram nesta
parte do trabalho. Qual seria o tempo que cada uma destas
substincias estaria disponivel na circulagdo sanguinea? Os efeitos
farmacolégicos que observamos através de modelos animais sdo
realmente efetuados pela substincia que foi administrada? Quanto
tempo as a¢des destes nucleosideos durariam?

Analisando os dados descritos na figura 36, observamos que a
administracdo de adenosina e inosina altera de forma pronunciada os
niveis de xantina e dcido urico até 2 e 8 horas, respectivamente. Por
outro lado, 30 min apds a inje¢cdo de adenosina os niveis deste
nucleosideo retornaram a niveis basais, ou seja, nos tempos avaliados
nao observamos diferencas nas concentracdes enddgenas de
adenosina, demonstrando e confirmando dados da literatura, que
relatam que a meia-vida da adenosina € extremamente curta. No
entanto, podemos observar picos de inosina no tempo de 30 min,
tanto nas amostras de animais que foram tratados com inosina ou
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adenosina. Isto nos permite concluir que a inosina possui uma meia-
vida superior a adenosina e que logo apds a administragdo da
adenosina, esta foi metabolizada em inosina.

Pode-se imaginar que os efeitos antinociceptivos causados
pela administracdo dos dois nucleosideos ocorra devido aos niveis
elevados de xantina e 4cido drico. Schmidt e colaboradores
demonstraram que o alopurinol, inibidor da enzima XO, responsavel
pela degradagdo da xantina, induziu antinocicepcdo em
camundongos (Schmidt, Bohmer et al., 2009). Além disso, neste
mesmo trabalho o efeito antinociceptivo do alopurinol foi bloqueado
pela administracdo de DPCPX, antagonista A1R. Segundo estes
autores, o efeito se daria pelo acimulo de adenosina devido a
inibicdo desta via de degradacdo. No entanto, na época desta
publicacdo, ndo haviam dados reportando efeito antinociceptivo nem
da inosina e nem do AMP. Contudo, nio podemos descartar
totalmente um possivel efeito direto da xantina sobre os AIR, no
entanto, acreditamos que isto seja bastante dificil de ocorrer em
virtude da sua estrutura quimica. A xantina ndo possui a ribose em
sua estrutura, sendo portanto bastante diferente das outras purinas
citadas. Além disso, os resultados apresentados na parte IV deste
trabalho, onde demonstramos que a inibicio da PNP aumenta o
efeito antinociceptivo da inosina, ¢ mais uma evidéncia da atividade
per se da inosina e exclusdo de possiveis efeitos antinociceptivos
pelas xantinas. Com relag@o ao 4cido urico, que possui uma estrutura
quimica semelhante a xantina, também nao ha estudos na literatura
que citem ou cogitem que ele possa exercer efeito antinociceptivo.
Pelo contrario, o acimulo de 4cido drico nas articulacdes esta ligado
a reagdes inflamatdrias e consequentemente induz dor, quadro muito
tipico em pacientes que possuem artrite (para revisdo ver Vanltallie,
2010).

Interessante destacar que a duragdo do efeito farmacolégico
induzido pela adenosina ou inosina parece ndo ter relacdo direta com
os seus proprios niveis plasmaticos. Assim, as vias intracelulares que
foram ativadas e resultaram na reducdo do efeito antinociceptivo
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permanecem atuando ou induzindo efeitos por algum tempo apds o
inicio de sua ativagido, como por exemplo, inibicdo de vias que
envolvem protefnas quinases (Schulte e Fredholm, 2003; Jacobson e
Gao, 2006; Sawynok, 2007).

Outra questdo que deve ser citada neste estudo, é a
possibilidade da adenosina apds ser administrada aos animais, sofrer
fosforilagdo pela AK e convertida em AMP. Sabe-se que AK possui
uma maior afinidade pela adenosina do que a ADA (Arch e
Newsholme, 1978). Assim, muito possivelmente a administragao de
adenosina aos animais tenha levado a um aumento dos niveis
endégenos de AMP. Em consequéncia disso, parte dos efeitos
antinociceptivos observados nos animais podem ter sido efetuados
pelo AMP, que sabe-se agora, também ¢ um agonista do AIR
(Rittiner, Korboukh et al.,2012).

Finalmente, nesta parte do trabalho demonstramos que a
inosina e a adenosina apresentam efeitos antinociceptivos que
perduram em média até 2 horas apds sua administragdo. No entanto,
estes efeitos in vivo ndo se correlacionam totalmente com os niveis
plasmaticos destes nucleosideos, por fatores sugeridos nos pardgrafos
anteriores (figura 43). Além disso, sabemos que mais estudos sdo
necessarios para esclarecer muitos pontos abordados nesta parte do
trabalho. Por exemplo, andlises dos niveis plasmaticos das
substancias purinérgicas em intervalos de tempos mais curtos, € a
dosagem também de outras purinas, como o AMP, ajudardo a
entender melhor alguns dos efeitos desencadeados pelas purinas.
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Figura 43. Esquema resumindo os niveis plasmaticos das purinas inosina,
adenosina, xantina e 4cido drico em camundongos e sua correlagdo com o
efeito antinociceptivo induzido pela administracdo de adenosina e inosina.
Trinta minutos apds a administracdo de adenosina e inosina, a nocicepg¢do é
reduzida e os nives de inosina, xantina e dcido urico estdo acima dos basais.
Uma hora e 2 horas apds a administragdo de adenosina e inosina ainda ha
efeito antinociceptivo, porém apenas os niveis de xantina e 4cido trico estdo
elevados acima dos niveis basais.
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6 CONCLUSOES

- Os AIR sio essenciais para a antinocicep¢do induzida pela
inosina quando administrada sistémica e centralmente.
Perifericamente, os A1R nao medeiam a antinocicepcao induzida
pela inosina.

- A inosina foi capaz de deslocar o ligante radioativo do A1R em
ensaio de ligacdo especifica em concentracdo similar a sua
concentracio endégena. Assim, a inosina pode ser considerado
um ligante endégeno do A1R.

- Os receptores acoplados a proteinas G sensiveis a toxina
pertussis, os canais de K*, os canais de Ca** e a PKC estio
envolvidos na antinocicepcao causada pela inosina.

- A reducio dos niveis de TNF-a induzida pela inosina deve ser
um dos mecanismos pelo qual a inosina reduz a dor crénica
inflamatoria e neuropatica em camundongos.

- A inibicdo da adenosina desaminase reduz o efeito
antinociceptivo da inosina, enquanto a inibicdo da purina
nucleosideo fosforilase potencializa o efeito antinociceptivo deste
nucleosideo.

- Apés administracio sistémica, grande parte da adenosina é
rapidamente convertida em inosina na corrente sanguinea de
camundongos.






CONSIDERACAO FINAL

A inosina, por muito tempo foi considerada
coadjuvante do sistema purinérgico, imaginando tratar-se
de uma molécula in6cua. Porém, principalmente a partir
dos anos 2000, tem sido demonstrado que este nucleosideo
possui diversas funcdes fisiolégicas. Considerando estes
achados da ultima década, somados aos nossos resultados,
0s quais demonstram que a inosina possui atividade
antinociceptiva por atuar como agonista enddgeno do
AlR, acreditamos que, assim como o ATP e a adenosina, a
inosina pode ser considerada uma “prot-agonista” do

sistema purinérgico.
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ABSTRACT

Inosine, an endogenous purine, is the first metabolite of
adenosine in a reaction catalyzed by adenosine deaminase.
This study aimed to investigate the antinociceptive effects of
inosine against several models of pain in mice and rats. In
mice, inosine given by systemic or central routes inhibited
acetic acid-induced nociception. Furthermore, inosine also
decreased the late phase of formalin-induced licking and the
nociception induced by glutamate. Inosine produced inhibi-
tion (for up to 4 h) of mechanical allodynia induced by
complete Freund’s adjuvant (CFA) injected into the mouse’s
paw. Given chronically for 21 days, inosine reversed the
mechanical allodynia caused by CFA. Moreover, inosine also
reduced the thermal (cold stimuli) and mechanical allodynia
caused by partial sciatic nerve ligation (PSNL) for 4 h; when
inosine was chronically administered, it decreased the mechanical
allodynia induced by PSNL for 22 days. Antinociception caused
by inosine in the acetic acid test was attenuated by treatment of

mice with 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine (DPCPX; a selective
adenosine A, receptor antagonist), 8-phenyltheophylline (8-PT; a
nonselective adenosine A; receptor antagonist), and 4-{2-
[7-amino-2-(2-furyl)[1,2,4]triazolo-[2,3-a][1,3,5]triazin-5-yl-
amino]ethyl}phenol (ZM241385; a selective adenosine A,
receptor antagonist). In rats, inosine inhibited the mechanical
and heat hyperalgesia induced by bradykinin and phorbol
12-myristate 13-acetate, without affecting similar responses
caused by prostaglandin E, or forskolin. These results indi-
cate that inosine induces antinociceptive, antiallodynic, and
antihyperalgesic effects in rodents. The precise mechanisms
through which inosine produces antinociception are cur-
rently under investigation, but involvement of adenosine A,
and A,, receptors and blockade of the protein kinase C
pathway seem to largely account for inosine’s antinocicep-
tive effect.

The purinergic system, including ATP and its metabolite
adenosine, plays a relevant physiological role in the control of
pain at the peripheral and central levels (Sawynok, 1998).
Adenosine is converted to inosine by the action of the enzyme
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adenosine deaminase (Sawynok and Liu, 2003). Inosine is an
endogenous nucleoside with anti-inflammatory effects, and it
can be considered a natural trigger of adenosine receptors,
which are widely distributed through organs and cell types
(Haské et al., 2000; Gomez and Sitkovsky, 2003). There are
four known subtypes of adenosine receptors (A;, A,y, Asp,
and Aj), and each one contains its own pharmacological pro-
file, tissue distribution, and coupling effectors (Fredholm et
al., 2001; Sawynok and Liu, 2003).

Inosine inhibits the release of proinflammatory cytokines
and chemokines in activated macrophages (Haské et al.,

ABBREVIATIONS: CFA, complete Freund’s adjuvant; ANOVA, analysis of variance; PSNL, partial sciatic nerve ligation; PMA, phorbol 12-myristate
13-acetate; PKA, protein kinase A; PKC, protein kinase C; PGE,, prostaglandin E,; DPMA, N°-[2-(3,5-dimethoxyphenyl)-2(methylphenyl)ethyl]ad-
enosine; HEMADO, 2-hexyn-1-yl-N®-methyladenosine; CHA, N°-cyclohexyladenosine; DPCPX, 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine; ZM241385,
4-{2-[7-amino-2-(2-furyl)[1,2,4]triazolo-[2,3-a][1,3,5]triazin-5-yl-amino]ethyl}phenol; 8-PT, 8-phenyltheophylline; BK, bradykinin; MRS-377, 2-phe-
noxy-6-(cyclohexylamino)purine hemioxalate; DMSO, dimethyl sulfoxide; CGS 21680, 3-[4-[2-[[6-amino-9-[(2R,3R,4S,5S5)-5-(ethylcarbamoyl)-3,4-

dihydroxy-oxolan-2-yl]purin-2-yllamino]ethyl]phenyl]propanoic acid.
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2000; Garcia Soriano et al., 2001) and protects against lung
tissue damage and skeletal muscle reperfusion injury in
mice. It is also known that this molecule exerts powerful
anti-inflammatory effects against murine endotoxic shock
(Garcia Soriano et al., 2001) and other models of inflamma-
tion. It also has immunomodulatory and neuroprotective ef-
fects (Gomez and Sitkovsky, 2003). Thus, inosine might have
wide-ranging biological effects with potentially beneficial im-
plications in humans, underscoring the need to understand
the molecular mechanisms of inosine action in vivo.

Prolonged inflammation or nerve injury in humans often
leads to a sensory nociceptor sensitization called hyperalge-
sia or allodynia. Neuropathic pain is a kind of chronic pain
that can persist for days, months, or even years after nerve
injury. It has been demonstrated that neuropathic pain is
attenuated by adenosine in humans (Belfrage et al., 1995).
Furthermore, adenosine analogs and adenosine kinase inhib-
itors produce effects in animal models of neuropathic pain
(Sawynok, 1998). Several studies have extensively reported
the effect of adenosine against nociception (Sawynok, 1998;
Sawynok and Liu, 2003); however, no evidence has been
shown about the antinociceptive effect of inosine. For this
reason, we aimed to investigate the antinociceptive effects of
inosine against writhing, formalin, and glutamate tests. In
addition, this study addressed the effects of inosine in neu-
ropathic and inflammatory chronic pain in mice and hyper-
algesic pain in rats. Finally, we evaluated the role played by
the adenosine receptors by using selective adenosine A,, A, ,,
A,g, and A receptor agonists and antagonists in mice.

Materials and Methods

Animals. Experiments were conducted with male Swiss mice
(25-35 g) and male Wistar rats (250-350 g) obtained from the
Universidade Federal de Santa Catarina’s animal facility. Ani-
mals were housed at 22 * 2°C under a 12-h light/12-h dark cycle
(lights on at 6:00 AM) and had access to food and water ad libitum.
Animals were acclimatized to the laboratory for at least 1 h before
testing and were used only once throughout the experiments. The
experiments were performed after approval of the protocol by
the Committee for Animal Research of the Universidade Federal
de Santa Catarina and carried out in accordance with the current
guidelines for the care of laboratory animals and the ethical
guidelines for investigations of experimental pain in conscious
animals (Zimmermann, 1983). The numbers of animals and inten-
sities of noxious stimuli used were the minimum necessary to
demonstrate the consistent effects of the drug treatments.

Abdominal Constriction Response Caused by Intraperito-
neal Injection of Acetic Acid. Abdominal constriction is a contrac-
tion of the abdominal muscle together with a stretching of the hind
limbs in response to an intraperitoneal injection of 0.6% acetic acid
at the time of the test (Koster et al., 1959). Mice were pretreated with
inosine intraperitoneally (0.1-100 mg/kg) or orally (10-300 mg/kg)
30 and 60 min before the irritant injection, respectively. Other
groups of animals were treated with inosine intracerebroventricu-
larly (0.1-10 pg/site) or intrathecally (0.01-10 pg/site) 15 min before
the irritant injection. In these studies, control mice received an equal
volume of vehicle or saline. After the challenge, mice were individ-
ually placed into glass cylinders 20 cm in diameter, and abdominal
constrictions were counted cumulatively over a period of 20 min.
Antinociceptive activity was expressed as the reduction in the num-
ber of abdominal constrictions compared with those of the control
group. In addition, we investigated the time course of the antinoci-
ceptive effect of inosine given intraperitoneally (10 mg/kg) or orally
(100 mg/kg) 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, and 12 h before acetic acid administra-
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tion. Control mice received an equal volume of vehicle and were
observed at the same time intervals.

Formalin-Induced Nociception. The procedure used was es-
sentially the same as that described previously (Hunskaar et al.,
1985) with minor modifications. Animals received 20 pl of a 2.5%
formalin solution (0.92% formaldehyde) made up in saline, injected
intraplantarly in the ventral surface of the right hind paw. Animals
were observed from 0 to 5 min (neurogenic phase) and 15 to 30 min
(inflammatory phase). Animals received inosine (0.1-100 mg/kg i.p.)
30 min beforehand. Control animals received vehicle (10 ml/kg i.p.).
After the intraplantar injection of formalin, animals were immedi-
ately placed in a glass cylinder 20 cm in diameter. The time they
spent licking the injected paw was recorded with a chronometer and
considered as indicative of nociception.

Glutamate-Induced Nociception. To provide more direct evi-
dence concerning the interaction of inosine with the glutamatergic
system, we investigated whether inosine was able to antagonize
glutamate-induced licking of the mouse paw. The procedure used
was similar to that described previously (Beirith et al., 2002). A
volume of 20 pl of glutamate (10 pwmol/paw prepared in saline) was
injected intraplantarly in the ventral surface of the right hind paw.
Animals were observed individually for 15 min after glutamate in-
jection. The time they spent licking the injected paw was recorded
with a chronometer and was considered as indicative of nociception.
Animals were treated with inosine (0.01-10 mg/kg i.p.) 30 min before
glutamate injection. Control animals received a similar volume of
vehicle intraperitoneally (10 ml/kg).

Measurement of Locomotor Activity. The open-field test was
used to rule out the possibility that the antinociceptive action of
inosine could be related to nonspecific disturbances of the locomotor
activity of the animals. The ambulatory behavior was assessed in an
open-field test as described previously (Rodrigues et al., 2002). The
apparatus consisted of a wooden box measuring 40 X 60 X 50 cm.
The floor of the arena was divided into 16 squares. The number of
squares crossed with all paws (crossing) was counted in a 6-min
session. Mice were treated with inosine (1-100 mg/kg i.p.) or vehicle
(10 mV/kg i.p.) 30 min beforehand. The apparatus was cleaned with a
solution of 10% ethanol between tests to hide animal clues.

Partial Sciatic Nerve Ligation. Mice were anesthetized with
an intraperitoneal injection of 10 mg/kg xylazine and 80 mg/kg
ketamine. A partial ligation of the sciatic nerve was performed by
tying the distal 1/3 to 1/2 of the dorsal portion of the sciatic nerve,
according to the procedure in mice described by Malmberg and
Basbaum (1998). In sham-operated mice, sciatic nerves were ex-
posed without ligation. The wound was closed and covered with
iodine solution. The animals were divided into four groups. The
sham-operated mice received inosine (10 or 30 mg/kg i.p.) or
vehicle (10 ml/kg i.p.), and sham-operated animals received only
vehicle (10 ml/kg i.p.) 7 days after surgery. The mechanical (von
Frey monofilaments) and thermal (cold stimuli) allodynia re-
sponses were recorded before (baseline) and after (0, 0.5, 1, 2, 4, 8,
12, and 24 h) treatment to verify the time-course effect of inosine
in inhibiting the allodynia responses. To investigate the effects of
the long-term treatment on mechanical allodynia, inosine (10 or
30 mg/kg i.p.) was administered to mice twice a day (every 12 h).
The allodynia response was evaluated 1 h after the first treatment
(time with maximal inhibition observed in the acute treatment).
The repeated treatment extended from the 7th to the 22nd day
after partial sciatic nerve ligation (PSNL), and then it was inter-
rupted for 3 days. Next, the treatment was reinitiated to assess
the development of possible tolerance effect of inosine.

Measurement of Thermal (Cold Stimuli) Allodynia. For as-
sessment of allodynia by cold stimulus in mice with PSNL, the
Cold/Hot Plate Analgesia Meter (Columbus Instruments, Columbus,
OH) was used. Mice were placed on the cold plate (2°C), and the time
until the shake of the hind paw was recorded. The cutoff latency for
this test was 30 s. Animals were habituated 7 days before surgery,
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and the presurgery baseline was measured 1 day before the partial
ligation of the sciatic nerve (Osikowicz et al., 2008).

Measurement of Mechanical Allodynia. The mechanical allo-
dynia was measured as described previously (Bortolanza et al.,
2002). The withdrawal response frequency to 10 applications of 0.4 g
of von Frey filaments (Stoelting Co., Wood Dale, IL) were recorded as
the nociceptive percentile value. Mice were further acclimatized in
individual clear boxes (9 X 7 X 11 cm) on an elevated wire mesh
platform to allow access to the ventral surface of the hind paws. The
frequency of withdrawal was determined before and after PSNL.

Complete Freund’s Adjuvant-Induced Chronic Inflamma-
tory Pain. Mice were injected with 20 pl of 30% complete Freund’s
adjuvant (CFA) (Mycobacterium tuberculosis; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) (intraplantarly) as described by Ferreira et al. (2001)
with minor modifications. The sham group received 20 pnl of phos-
phate buffer saline in the ipsilateral paw. CFA produced significant
hind paw swelling and hyperalgesia. To assess the effects of the
acute treatment of inosine against CFA-induced chronic inflamma-
tory pain, animals received inosine (30 mg/kg i.p.) 24 h after CFA
intraplantar injection. Development of mechanical allodynia was
evaluated at 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, and 24 h after treatment to verify the
time-course effect of inosine in inhibiting the allodynia responses
(Bortolanza et al., 2002). To investigate the effects of the long-term
treatment on mechanical allodynia, inosine (30 mg/kg i.p.) was ad-
ministered in mice once a day. The allodynia response was evaluated
4 h after the treatment (time with maximal inhibition observed in
the acute treatment). The repeated treatment extended from the 1st
to the 22nd day after CFA injection, and it was interrupted for 4
days. Next, the treatment was reinitiated to assess the development
of a possible tolerance effect of inosine.

Bradykinin-, Phorbol 12-Myristate 13-Acetate-, Prostaglan-
din E,-, or Forskolin-Induced Mechanical and Thermal Hy-
peralgesia Response. The possible antihyperalgesic effect of ino-
sine was evaluated as described previously (Randall and Selitto,
1957; Hargreaves et al., 1988; Otuki et al., 2005). The animals were
pretreated intraperitoneally with inosine (10 mg/kg) or vehicle (10
ml/kg; control group) 30 min before injection of 100 pl of phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA; 0.1 nmol/paw), bradykinin (BK; 3
nmol/paw), prostaglandin E, (PGE,; 10 nmol/paw), forskolin (1mol/
paw), or saline only into the right hind paw. The hyperalgesia was
evaluated 30 min later. When bradykinin was used, animals were
pretreated with captopril (5 mg/kg s.c.), an angiotensin-converting
enzyme inhibitor, 1 h before the experiments to prevent its degra-
dation (Otuki et al., 2005; Parada et al., 2005).

Measurement of Mechanical and Thermal (Hot Stimuli) Hy-
peralgesia. The nociceptive threshold (of squeak response or paw
withdrawal) was assessed by applying increasing pressure or tem-
perature to the dorsal site of inflamed or control rat paws, using an
analgesy meter and a thermal withdraw apparatus (both Ugo Basile,
Comerio, Italy) as described previously (Randall and Selitto, 1957;
Hargreaves et al., 1988) with minor modifications. The weight on the
analgesy meter ranged from 0 to 750 g, and the threshold was
expressed as load (g) tolerated. For the thermal threshold, rats were
habituated to the environment for approximately 30 min before
testing. Withdrawal latencies were measured automatically with
photocell light. A cutoff time was set at 20 s to avoid tissue damage.
Light intensity was preset to obtain baseline latency between 10 and
15 s.

Involvement of Adenosine A, A,,, Ayg, and A; Receptors. To
investigate the role played by the adenosine A;, A,,, Ayg, and Ay
receptors in the antinociceptive effect of inosine in the acetic acid
test, mice were pretreated with vehicle (10 ml/kg i.p.), 1,3-
dipropyl-8-cyclopentylxanthine (DPCPX; a selective adenosine A,
receptor antagonist) (0.1 mg/kg i.p.), 8-phenyltheophylline (8-PT;
a nonselective adenosine A, receptor antagonist) (3 mg/kg i.p.),
4-{2-[7-amino-2-(2-furyl)[1,2,4]triazolo-[2,3-a][1,3,5] triazin-5-yl-
amino]ethyl}phenol (ZM241385; a selective adenosine A,, recep-
tor antagonist) (3 mg/kg i.p.), alloxazine (a selective adenosine A,p

receptor antagonist; 3 mg/kg i.p.), and 2-phenoxy-6-(cyclohexyl-
amino)purine hemioxalate (MRS-3777; a selective adenosine Ay
receptor antagonist) (5 mg/kg i.p.). After 20 min, every group
received an injection of inosine (10 mg/kg i.p.), N®-cyclohexylad-
enosine (CHA; a selective adenosine A1l receptor agonist) (0.1
mg/kg i.p.), N®-[2-(3,5-dimethoxyphenyl)-2(methylphenyl)
ethyl]adenosine (DPMA; a nonselective adenosine A, receptor ag-
onist) (1 mg/kg i.p.), 2-hexyn-1-yl-N®-methyladenosine (HEMADO;
a selective adenosine A, receptor agonist) (1 mg/kg i.p.), or vehicle
(10 ml/kg i.p.), and 30 min later they were subjected to the acetic
acid test. The doses of the drugs used were based on literature
data (Garcia Soriano et al., 2001; Bastia et al., 2002, Schmidt et
al., 2009) and previous results from our laboratory.

Drugs. Acetic acid, formalin, dimethyl sulfoxide (DMSO)
(Merck, Darmstadt, Germany), inosine, L-glutamic acid hydro-
chloride, CHA, bradykinin, CFA, captopril, PGE, (Sigma-Aldrich),
xylazine, ketamine (Vetbrands International, Sdo Paulo, Brazil),
morphine sulfate (Cristalia Ind., Sdo Paulo, Brazil), PMA, allox-
azine, HEMADO, and MRS-3777 (Tocris Bioscience, Ellisville,
MO) were dissolved in saline (0.9% NaCl). DPMA, 8-PT, forskolin
(Sigma-Aldrich), DPCPX, and 4-(2-[7-amino-2-(2-furyl)[1,2,
4]triazolo(2,3-a][1,3,5]triazin-5-ylamino]ethyl)-phenol (ZM241385)
(Tocris Bioscience) were dissolved in saline with 5% DMSO. The final
concentration of DMSO did not exceed 5% and did not cause any
effect per se.

Statistical Analysis. The results are presented as mean =
S.E.M., except for IDj, values (i.e., the dose of inosine reducing the
nociceptive response by 50% relative to the control value), which are
reported as geometric means accompanied by their 95% confidence
limits. The IDg, values were determined by nonlinear regression
analysis from individual experiments using Prism 4.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA). The statistical significance of differ-
ences between groups was detected by one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls test or two-way ANOVA followed by Bonferroni test.
P values less than 0.05 were considered indicative of significance.

Results

Abdominal Constriction Response Caused by Intra-
peritoneal Injection of Acetic Acid. The results depicted
in Fig. 1A show that inosine, given intraperitoneally 30 min
before testing, produced dose-related inhibition of the acetic
acid-induced abdominal constrictions in mice with a mean
ID;, value (and 95% confidence limits) of 5.78 (2.66-12.53)
mg/kg, and the inhibition observed was 80 * 8% for the dose
of 10 mg/kg. Furthermore, given orally 60 min before testing,
inosine also produced dose-related inhibition of the acetic
acid-induced abdominal constrictions in mice with a mean
ID;, value of 101.00 (71.83-142.10) mg/kg and inhibitions of
70 = 5% for the dose of 300 mg/kg (Fig. 1B). Hence, inosine
was approximately 20-fold more potent in preventing the
nociception caused by acetic acid when it was given intra-
peritoneally than when given orally. A time-course analysis
of the antinociceptive effect of inosine given intraperitoneally
or orally is shown in Fig. 1, A and B, insets. Inosine produced
marked antinociception as early as 30 min after intraperito-
neal administration, an action that remained significant up
to 6 h after administration. When inosine was administered
orally, its effect was significant until 2 h after administra-
tion. Thus, the administration of inosine intraperitoneally
(30 min before testing) was chosen for all further studies with
independent groups of animals.

The results presented in Fig. 1, C and D show that
inosine, administered intrathecally or intracerebroven-
tricularly 15 min before testing, produced dose-related
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Fig. 1. Effects of inosine administered intraperitoneally (A), orally (B), intrathecally (C), and intracerebrally (D) on the abdominal constriction caused
by intraperitoneal injection of 0.6% acetic acid in mice. Each column represents the mean of eight animals, and the vertical lines indicate the S.E.M.
Column C indicates the control values (animals treated with the vehicle), and the asterisks denote significance levels compared with control groups
(one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test; ##x, p < 0.001 and #, p < 0.05). The insets in A and B represent the time course of the
antinociceptive effect of inosine in the acetic acid test. Inosine (®) was administered intraperitoneally (10 mg/kg) and orally (100 mg/kg) 0.5, 1, 2, 4,
6, 8, and 12 h before acetic acid injection. Each point represents the mean of eight animals, and the error bars indicate the S.E.M. Control values (O)
indicate the animals injected with vehicle, and the asterisks denote the significance levels compared with control groups (two-way ANOVA followed
by Bonferroni test; ##, P < 0.01 and ###, P < 0.001). In some cases, the error lines are hidden within the symbols.

inhibition of the acetic acid-induced writhing in mice with
mean ID;, values of 0.44 (0.16-1.20) and 2.68 (0.64-11.14)
pg/site and inhibition of 71 = 5 and 56 + 6%, respectively,
for the dose of 10 ng/site. Hence, inosine was approxi-
mately 6-fold more potent in preventing the nociception
caused by acetic acid when it was given intrathecally than
when given intracerebroventricularly.

Formalin-Induced Nociception. The treatment of ani-
mals with inosine 30 min before the test did not decrease the
time that the mice spent licking or biting the injected paw in
the early phase of the formalin test (Fig. 2A). However, in the
late phase of the formalin test, inosine significantly dimin-
ished the nociceptive response compared with mice treated
with vehicle (p < 0.001). The mean IDy, value was 2.59
(1.15-5.88) mg/kg, and the percentage of inhibition was 91 +
3% (Fig. 2B).

Glutamate-Induced Nociception. The results presented
in Fig. 2C show that inosine, given intraperitoneally, caused
a significant and dose-related inhibition of the glutamate-
induced nociception compared with mice treated with vehicle
(p < 0.001) with a mean ID;, value of 0.72 (0.22-2.36) mg/kg
and inhibition of 57 = 6% for the dose of 1 mg/kg.

Measurement of Locomotor Activity. Inosine treat-
ment (1-100 mg/kg i.p.) did not alter the locomotor activity of
mice in the open-field test compared with animals that re-
ceived vehicle (control group) until 8 h after treatment. The
means + S.E.M. of crossing numbers 30 min after adminis-
tration were 188.0 = 7.1, 188.9 = 54, 191.6 = 7.8, and
175.9 *+ 6.6 for the control group and groups receiving 1, 10,
and 100 mg/kg inosine, respectively (data not shown).

Neuropathic Pain-Like Behavior After Partial Sci-
atic Nerve Ligation. The PSNL, a neuropathic pain model,
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Fig. 2. Effects of inosine administration on the formalin- and glutamate-induced nociception in mice. A and B, the total time spent licking the hind
paw was measured in the early phase (0—5 min; A) and late phase (15-30 min; B) after intraplantar injection of formalin. Each column represents the
mean of eight animals, and the vertical lines indicate the S.E.M. C, effects of inosine administered intraperitoneally on glutamate-induced nociception
in mice. The total time spent licking the hind paw was measured 0 to 15 min after intraplantar injection of glutamate. Column C indicates the control
values (animals treated with the vehicle), and the asterisks denote significance levels compared with control groups (one-way ANOVA followed by

Newman-Keuls test; ##, P < 0.01 and #=#, P < 0.001).

reduced the basal threshold of cold and mechanical allodynia
in the ipsilateral hind paw compared with the nonoperated
group (p < 0.05). Figure 3, A and B shows that acute treat-
ment with inosine (30 mg/kg i.p.) reduced both cold (81 * 8%)
and mechanical (54 = 7%) allodynia responses produced by
PSNL 30 min after treatment. Its action remained significant
up to 4 h after its administration in both tests.

The long-term treatment of animals with inosine (30
mg/kg i.p.) twice a day markedly decreased the mechanical
allodynia response produced by PSNL, and this effect was
evident until the 17th day of treatment. When the treat-
ment was suspended for 3 days, the mechanical allodynia
response was re-established. On the 20th day, inosine
treatment was restarted, and inosine once again signifi-
cantly reduced the mechanical allodynia response such as
in the acute treatment, showing that the inosine did not
induce tolerance (Fig. 3C).

CFA-Induced Chronic Inflammatory Pain. Results de-
picted in Fig. 4A show that inosine given intraperitoneally
(30 min before testing) produced a significant and time-de-
pendent inhibition of the mechanical allodynia induced by

intraplantar injection of CFA in the right paw with maximal
inhibition of 82 = 12%. Inosine produced pronounced antino-
ciception as early as 30 min after intraperitoneal adminis-
tration and remained significant up to 4 h. When inosine was
chronically administered (once a day) for 21 days, it also
significantly reduced the mechanical allodynia induced by
CFA (Fig. 4B). This effect was evident until day 15 of treat-
ment (inhibition of 87 = 11% on the 15th day). When the
treatment was interrupted for 4 days, the mechanical allo-
dynia was re-established. When treatment was restarted on
the 20th day, inosine once again significantly reduced the
mechanical allodynia.

Bradykinin-, Phorbol 12-Myristate 13-Acetate-, Pros-
taglandin E,-, or Forskolin-Induced Mechanical and
Thermal Hyperalgesia. Results of Fig. 5 show that in-
traplantar administration of bradykinin (3 nmol/paw), PMA
(0.1 nmol/paw), PGE, (10 nmol/paw), and forskolin (1 pmol/
paw) significantly increased (p < 0.01) the sensitivity to
mechanical stimuli (hyperalgesia) in rats when assessed by
the Randall-Selitto test. Furthermore, the treatment of rats
with inosine (10 mg/kg i.p., 30 min before testing) reversed
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Fig. 3. Effects of inosine on partial sciatic nerve ligation-induced neuropathic pain. A, effect of treatment with inosine (30 mg/kg i.p.) given 7 days after
the partial sciatic nerve injury on the thermal hyperalgesia test (cold plate) in mice. The nociceptive responses of animals were measured from 0 to
8 h after administration of inosine. B, effect of acute administration of inosine (10 and 30 mg/kg i.p.) on mechanical hyperalgesia induced by PSNL
in ipsilateral paws in mice. The nociceptive responses of animals were measured from 0 to 24 h after administration of inosine. C, in chronic analysis
the nociceptive responses of animals were measured from the 7th to the 22nd day. Each point represents the mean of eight animals. Two-way ANOVA
followed by Bonferroni test, significantly different from the sham-operated mouse group; ###, P < 0.001; #+, P < 0.01; and *, P < 0.05. B, baseline
withdrawal threshold.
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by CFA injection in the ipsilateral paws of mice. The nociceptive responses of animals were measured from 0 to 24 h after administration of inosine.
B, in chronic analysis the nociceptive responses of animals were measured until the 22nd day. Each point represents the mean of eight animals.
Two-way ANOVA followed by Bonferroni test, significantly different from the sham-operated mouse group; ###, P < 0.001; ##, P < 0.01; and #, P <
0.05. B, baseline withdrawal threshold. In some cases, the error lines are hidden within the symbols.
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Fig. 5. Effects of inosine against mechanical and thermal hyperalgesia in rats. Effect of intraperitoneal administration of inosine (10 mg/kg,) against
PMA-, BK-, prostaglandin E,-, or forskolin-induced mechanical (A) and thermal (B) hyperalgesia in rats. Each column represents the mean of eight
rats, and the error bars indicate the S.E.M. The symbols denote significance levels: #, p < 0.05 compared with PMA or BK versus inosine plus PMA
or BK (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test); ###, p < 0.001; ##, p < 0.01; and *, p < 0.05 compared with corresponding control values

(animals pretreated with vehicle alone).

the mechanical hyperalgesia caused by intraplantar injection
of PMA and bradykinin compared with rats treated with
vehicle with inhibitions of 51 = 8 and 62 * 8%, respectively,
but neither reversed PGE,- or forskolin-induced mechanical
hyperalgesia (Fig. 5A). When thermal (hot stimuli) hyperal-
gesia was assessed, inosine (10 mg/kg i.p., 30 min before
testing) also significantly reversed the thermal hyperalgesia
caused by PMA and bradykinin, but did not reverse the
hyperalgesia caused by PGE, or forskolin compared with rats
treated with vehicle. The values of the inhibitions observed
were 77 + 13 and 78 *= 11%, respectively (Fig. 5B).
Analysis of Mechanism of Action of Inosine. The re-
sults depicted in Fig. 6 show that previous treatment of
mice with DPCPX (a selective adenosine A; receptor an-
tagonist; 0.1 mg/kg i.p.) and 8-PT (a nonselective adeno-

sine A, receptor antagonist; 3 mg/kg i.p.), given 20 min
before testing, significantly reversed the antinociception
caused by CHA (a selective adenosine A, receptor agonist;
0.1 mg/kg i.p.), HEMADO (a selective adenosine A recep-
tor agonist; 1 mg/kg i.p.), and inosine (10 mg/kg i.p.) when
assessed in the acetic acid-induced abdominal constric-
tions in mice. Moreover, Fig. 6 also shows that the pre-
treatment of animals with ZM241385 (a selective adeno-
sine A,, receptor antagonist; 3 mg/kg i.p.), given 20 min
before testing, completely reversed the antinociception
caused by DPMA (a nonselective adenosine A, receptor
agonist; 1 mg/kg i.p.) and partially reversed the antinoci-
ception caused by inosine (10 mg/kg i.p.) against acetic
acid-induced pain. Moreover, the pretreatments of animals
with MRS-3777 (a selective adenosine A; receptor antag-
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Involvement of adenosine receptors
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onist; 5 mg/kg i.p.) and alloxazine (a selective adenosine
A, receptor antagonist; 5 mg/kg i.p.) did not change the
antinociception caused by any agonist or inosine.

Discussion

Purine nucleosides such as adenosine and its primary me-
tabolite inosine participate as extracellular signaling mole-
cules, influencing synaptic transmission and modulating the
activity of the nervous system (Cunha, 2001). In addition, it
is recognized that adenosine and its analogs participate in
several systems and have a significant role in the percep-
tion of pain at both peripheral and central sites in a variety
of pain models in human and animals, including acute,
neuropathic, and inflammatory pain (Sawynok, 1998; Saw-
ynok and Liu, 2003). Results reported here indicate, to our
knowledge for the first time, that systemic (intraperitoneal
or oral) or central (intrathecal or intracerebroventricular)
administration of inosine produced marked and dose-
related antinociception when assessed in acetic acid-
induced visceral nociception. Moreover, our results also show
that inosine decreased the nociception during the second
phase of the formalin test and reduced the nociceptive re-
sponse caused by glutamate, which involves peripheral, spi-
nal, and supraspinal sites (Beirith et al., 2002). Together,
these results suggest that the antinociceptive action of ino-
sine in acetic acid-, formalin-, and glutamate-induced pain
could be caused by the inhibition of the release of proinflam-
matory mediators, such as prostaglandins, glutamate, hista-
mine, and others. In addition, it has been shown that aden-
osine inhibits the release of cytokines and chemokines in
activated macrophages and increases the production of the
anti-inflammatory cytokine interleukin-10 (Haské et al.,
2000; Garcia Soriano et al., 2001; Németh et al., 2005).

At present, few drugs are effective in treating chronic pain,
and thus the search for new mechanisms that could be ap-
plied in chronic pain therapy has been essential. We also
demonstrated that acute treatments of animals with inosine
are effective in preventing mechanical and thermal allodynia
caused by PSNL in mice. Chronically, inosine also presents
antinociceptive action in mechanical allodynia induced by
PSNL. The nociceptive response induced by PSNL occurs
because of the release of multiple inflammatory and nocicep-
tive mediators, producing an increased long-lasting dis-
charge of primary sensory fibers that modifies neuronal,

B ZM241385 (3 mg/kg, i.p.)
KXY Alloxazine (5 mg/kg, i.p.)
E=MRS-3777 (5 mg/kg, i.p.)

Fig. 6. Involvement of adenosine receptors in antinoci-
ceptive effect of inosine. Effect of intraperitoneal admin-
istration of inosine (10 mg/kg), CHA (0.1 mg/kg), DPMA
(10 mg/kg), HEMADO (10 mg/kg), or vehicle (10 ml/kg) in
animals previously treated with vehicle (10 ml/kg),
DPCPX (0.1 mg/kg), 8-PT (3 mg/kg), ZM241385 (3 mg/
kg), alloxazine (5 mg/kg), or MRS-3777 (5 mg/kg) against
the acetic acid-induced writhing in mice. Each column
represents the mean of eight animals, and the vertical
lines indicate the S.E.M. Asterisks denote significance
levels compared with control groups (one-way ANOVA
followed by Newman-Keuls test); #, P < 0.05 and ###, P <
0.001. #, P < 0.05 compared with agonists (inosine, CHA,
DPMA, or HEMADO alone).

Inosine

(10 mg/kg, i.p.)

neuro-glial, and neuro-immune cell phenotype and function
in the central nervous system and induces hyperalgesia and
allodynia (Ji and Woolf, 2001). The purine nucleoside aden-
osine plays an important role in pain modulation and might
play an important role in neuropathic pain (Sawynok, 1998;
Dunwiddie and Masino, 2001). Adenosine alleviates sponta-
neous pain in patients with neuropathic pain (Belfrage et al.,
1995). Thus, our findings demonstrate that inosine, similar
to adenosine, reduces neuropathic pain, and its effect could
depend on the activation of A, and A, , receptors. In addition,
we injected CFA into the paw of mice, and inosine decreased
the nociception induced by CFA. Our results show that acute
or chronic treatment of animals with inosine was effective in
preventing the persistent mechanical allodynia caused by
CFA. This effect probably involves the inhibition of protein
kinases and anti-inflammatory properties of this nucleoside.

Another interesting finding of the present study was the
demonstration, also for the first time, that inosine, given
intraperitoneally, was able to reverse PMA- and bradykinin-
induced mechanical and thermal hyperalgesia in the rat paw.
Several inflammatory mediators produce nociception by pe-
ripheral and spinal sensory fibers sensitization through pro-
tein kinase activation, including protein kinase C (PKC),
protein kinase A (PKA), and mitogen-activated kinases
(Scholz and Woolf, 2002). Results of the present study also
strongly suggest the involvement of protein kinase C, but not
protein kinase A, in the antinociception caused by inosine.
This notion was derived from data showing that inosine
inhibited the overt mechanical and thermal hyperalgesia
caused by intraplantar PMA injection (a PKC activator).
Other evidence that supports this view involved the results
demonstrating that inosine suppressed the mechanical and
thermal hyperalgesia induced by bradykinin. Some studies
propose that in nociception bradykinin binds to the B, recep-
tor, causing a direct activation of PKC (Ferreira et al., 2004),
suggesting that PKC isoforms are involved in signal trans-
duction of the B, receptor. In contrast, inosine did not reduce
nociception induced by prostaglandin E, or forskolin, both
indirect activators of protein kinase A (Parada et al., 2005).

In the present study, the involvement of A; and A,, recep-
tors in the antinociceptive action of inosine in the writhing
test is clearly demonstrated. Our results show that pretreat-
ment of animals with DPCPX, 8-PT, or ZM241385 at doses
that did not cause any effect by themselves significantly



reversed the antinociception caused by inosine. In addition,
we observed that the antagonism of the adenosine A; and A,,
receptor by DPCPX or 8-PT and ZM241385 significantly in-
hibited the antinociception induced by adenosine A; and A,,
receptor agonists CHA and DPMA, respectively. In addition,
HEMADO (an adenosine A, receptor agonist) partially inhib-
ited the nociception induced by acetic acid. In this case,
HEMADO could be acting on the A, receptor, because
DPCPX and 8-PT reversed this effect. Thus, our finding is in
agreement with those reported by other authors, indicating
that adenosine A, receptor agonists produce a pronounced
antinociception (Bastia et al., 2002; Sawynok and Liu, 2003).

Nevertheless, the role of the receptor A, , in nociception
has been intensely debated. Moreover, it has been demon-
strated that A,, receptor antagonists showed consistent
antinociceptive activity (Doak and Sawynok, 1995), and
hypoalgesia in mice lacking the adenosine A,, receptor
was observed (Ledent et al., 1997). In the formalin test,
CGS 21680 [3-[4-[2-[[6-amino-9-[(2R,3R,4S,5S)-5-(ethyl-
carbamoyl)-3,4-dihydroxy-oxolan-2-yl]purin-2-yl]amino]
ethyl]phenyl|propanoic acid; agonist A,,] has been shown
to produce both antinociceptive (Borghi et al., 2002) and
pronociceptive actions in rats (Doak and Sawynok, 1995).
However, some authors have shown that the activation of
the adenosine A,, receptor has an antinociceptive role
against the chemical (writhing test) and thermal model of
pain beyond inflammatory and neuropathic pain tests (Lee
and Yaksh, 1996; Poon and Sawynok, 1998; Pechlivanova
and Georgiev, 2002; Loram et al., 2009). The antinocicep-
tive effect of adenosine A, , receptor activation could be at
least in part caused by potassium channel activation (Re-
gaya et al., 2004). In addition, DPMA, an A, receptor
agonist, produces antinociceptive action in the writhing
test (Pechlivanova and Georgiev, 2002).

We demonstrated that DPCPX and 8-PT did not reverse
the effect caused by DPMA, clearly demonstrating that the
A, receptor is involved in antinociception induced by ino-
sine. Our result disagrees with other studies showing that
the antinociceptive effect of A,, agonists occurs only in very
high doses, when there is also activation of the A, receptor
(Ferré et al., 2007). Thus, involvement of the A,, receptor
could depend on the intensity and modality of the stimulus.
Additional studies are required to determine precisely the
role of the adenosine A,, receptor in distinct locales (i.e.,
peripheral, spinal, or supraspinal) and under different situ-
ations. Although our results are in agreement with a study
by Haské et al. (2000) that shows that inosine inhibits in-
flammatory cytokines production and this effect was par-
tially reversed by blockade of adenosine A, and A, receptors,
we cannot affirm unequivocally that inosine binds to A, and
A, adenosine receptors. Another explanation for the antino-
ciceptive effect caused by inosine would be an increase of
adenosine’s production after inosine administration, caused
by a change on purinergic metabolism caused by inhibition of
enzymes adenosine deaminase or ectoadenosine kinase. This
action could lead to a greater supply of adenosine that acti-
vates their respective receptors. However, the effect caused
by inosine is an interesting avenue of investigation and mer-
its further study.

Our results also demonstrated that the A,y receptor did
not participate in the antinociceptive effect caused by ino-
sine, because alloxazine (an antagonist A,y receptor) did not
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change the effect induced by inosine. In pain tests, A; aden-
osine receptor knockout mice showed a decreased sensitivity
to some painful stimuli (Fedorova et al., 2003) or did not
differ compared with wild-type mice in their mechanical and
heat sensitivity (Wu et al., 2002). Furthermore, an injection
of A; agonists produced transient pain-like behaviors and
paw edema (Sawynok et al., 1999). Our study shows that the
adenosine A, receptor is not involved in the antinociceptive
effect of inosine in the writhing test, because MRS-3777, a
selective antagonist A4 receptor, was not capable of reducing
the antinociception caused by inosine.

In conclusion, the present results indicate that inosine
produces a pronounced effect against the nociception induced
by acetic acid, formalin, and glutamate. In addition, inosine
reduced the mechanical and thermal (cold stimuli) allodynia
induced by PSNL and mechanical allodynia induced by CFA
in mice. Moreover, inosine reduced mechanical and thermal
(heat stimuli) hyperalgesia caused by algogenic substances
(bradykinin and PMA) in rats. The mechanisms through
which inosine exerts its action are currently under investi-
gation, but an involvement of adenosine A, and A,, receptors
and blockade of the PKC pathway seem largely to contribute
to the antinociceptive effect of inosine.
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Abstract Inosine is the first metabolite of adenosine. It
exerts an antinociceptive effect by activating the adenosine
A, and A,a receptors. We have previously demonstrated
that inosine exhibits antinociceptive properties in acute and
chronic mice models of nociception. The aim of this study
was to investigate the involvement of pertussis toxin-
sensitive G-protein-coupled receptors, as well as K* and
Ca®" channels, in the antinociception promoted by inosine
in the formalin test. Mice were pretreated with pertussis
toxin (2.5 pg/site, i.t., an inactivator of Gy, protein); after
7 days, they received inosine (10 mg/kg, i.p.) or morphine
(2.5 mg/kg, s.c., used as positive control) immediately before

S. J. Macedo-Junior - F. P. Nascimento - M. Luiz-Cerutti -
A. R. S. Santos (P<)

Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamagao,
Departamento de Ciéncias Fisiologicas,

Centro de Ciéncias Biologicas,

Universidade Federal de Santa Catarina,

Campus Trindade,

Florianépolis, SC 88040-900, Brazil

e-mail: arssantos@ccb.ufsc.br

S. J. Macedo-Junior - F. P. Nascimento - A. R. S. Santos
Programa de Pos-Graduagdo em Farmacologia,

Departamento de Farmacologia, Centro de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal de Santa Catarina,

Campus Trindade,

Florianépolis, SC 88040-900, Brazil

M. Luiz-Cerutti

Programa de Pos-Graduagdo em Neurociéncias,
Centro de Ciéncias Biologicas,

Universidade Federal de Santa Catarina,
Campus Trindade,

Florianépolis, SC 88040-900, Brazil

the formalin test. Another group of animals received tetrae-
thylammonium (TEA) or 4-aminopyridine (4-AP) (1 pg/site,
i.t., a non-specific voltage-gated K channel blockers), apamin
(50 ng/site, i.t., a small conductance Ca**-activated K™ chan-
nel blocker), charybdotoxin (250 pg/site, i.t., a large-
conductance Ca”*-activated K* channel blocker), glibencla-
mide (100 pgfsite, i.t., an ATP-sensitive K" channel blocker)
or CaCl, (200 nmol/site, i.t.). Afterwards, the mice received
inosine (10 mg/kg, i.p.), diclofenac (10 mg/kg, i.p., a positive
control), or morphine (2.5 mg/kg, s.c., a positive control)
immediately before the formalin test. The antinociceptive
effect of inosine was reversed by the pre-administration of
pertussis toxin (2.5 pg/site, i.t.), TEA, 4-aminopyridine, char-
ybdotoxin, glibenclamide, and CaCl,, but not apamin. Fur-
ther, all K" channel blockers and CaCl, reversed the
antinociception induced by diclofenac and morphine, respec-
tively. Taken together, these data suggest that the antinocicep-
tive effect of inosine is mediated, in part, by pertussis toxin-
sensitive G-protein coupled receptors and the subsequent
activation of voltage-gated large-conductance Ca®*-activated
ATP-sensitive K™ channels or inactivation of voltage-
gated Ca®>" channels. Finally, small conductance Ca**-
activated K* channels are not involved in the antinoci-
ceptive effect of inosine.

Keywords Inosine - Pain - Potassium channels - Calcium
channels - Pertussis toxin - Formalin test

Introduction

Inosine, a metabolite of the purinergic system, is an endog-

enous nucleoside produced through the breakdown of aden-
osine in intracellular and extracellular spaces [1-3]. Purine
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nucleosides, such as adenosine and its primary metabolite,
inosine, are low-molecular-weight molecules that participate
in a wide variety of intracellular biochemical processes.
Nucleosides also have important roles as extracellular sig-
naling molecules [4]. Inosine acts directly on the coronary
artery, causing relaxation [5] and reducing the total peripheral
resistance [6, 7]. Besides cardiovascular effects, inosine also
exhibits immunomodulatory and neuroprotective effects,
stimulating the production of the anti-inflammatory cytokine,
IL-10 [8]. Inosine potently inhibits the release of inflammatory
cytokines and chemokines [9], reduces the migration of human
monocytes and neutrophils in vitro, and decreases TNF-«
production [10].

We have previously demonstrated that inosine exhibits
antinociceptive properties in acute and chronic rodent
models of nociception. Furthermore, we have shown that
the antinociceptive action of inosine involves the activa-
tion of the A; and A,, adenosine receptors, but not the
A,p receptor [11].

Notably, the activation of adenosine receptors involves
various intracellular transduction mechanisms, including
pathways activated by Gy and Gy A, receptor is cou-
pled to Gy, protein family. Most of the biological effects
induced by A, receptor activation, including antinocicep-
tive effect, are due to inhibition of cAMP second mes-
senger, consequence of the inhibition of adenylate cyclase
activity by the « inhibitory G-protein subunit [12-14].
Furthermore, A, receptor agonists can directly activate K"
channels, promoting the hyperpolarization of the cell
membrane and reduction of neuronal excitability. Aja
receptor is coupled to Gy protein family. A, receptor
activation induces cAMP increased production due to
increased activity of the enzyme adenylate cyclase pro-
moted by the « excitatory G-protein subunit. With the
enhancement in cAMP intracelular levels, PKA becomes
able to activate several pathways through PKC, calcium
channels, cAMP responsive element-binding (CREB),
MAPK, PLC activation, which are all involved in the
activation of pain response. Furthermore, A,5 receptor
agonists can directly open K" channels, promoting the
hyperpolarization of the cell membrane and reduction of
neuronal excitability, which are all involved in the inhi-
bition of pain response [12, 13, 15, 16]. Thus, the role of
AR in pain control is well described; however, there are
conflicting results regarding the role of the A;5R in pain
and nociception.

According to the above, several studies have shown
that agonists, especially the Gjo-protein, of several G-
protein-coupled receptors such as adenosine receptors
open specific K™ channels and inhibit voltage-gated
Ca®" channels in neurons; this inhibition reduces Ca’*
influx and thereby decreases the Ca”' intracellular con-
centration to produce antinociception [17-19]. For this
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reason, development of new antinociceptive drugs has
begun targeting K and Ca®" channels themselves. Be-
cause inosine exerts its effects through the activation of
adenosine receptors, the purpose of the present study
was to investigate the role of pertussis toxin-sensitive
G-protein coupled receptors as well as the participation
of different types of K* channels and voltage-gated Ca>"
channels in the antinociception caused by inosine. Fur-
thermore, this study used morphine and diclofenac as
positive controls because many literature data have indi-
cated that its antinociceptive effects involve, at least in
part, the mechanisms here investigated.

Materials and methods

Animals Experiments were conducted using male Swiss
mice (25-35 g) maintained at 22+2 °C with free access
to water and food and housed under a 12:12 h light:dark
cycle. Animals were acclimatized to the laboratory for at
least 1 h before testing and were used only once through-
out the experiments. All experiments were approved by
the Ethics Committee for Animal Research of the Uni-
versidade Federal de Santa Catarina (Protocol No.
PP00484), and all efforts were made to minimize animal
suffering and to reduce the number of animals used in the
experiments.

Drugs Reagents were purchased from suppliers as indi-
cated: formalin (Merck, Darmstadt, Germany), inosine
and pertussis toxin (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA), diclofenac (Medley S/A, Sao Paulo, Brazil), mor-
phine hydrochloride (Merck, Darmstadt, Germany), tet-
raethylammonium (TEA), 4-aminopyridine, charybdotoxin,
apamin, and glibenclamide (Tocris Cookson Inc., Ellisville,
USA). Diclofenac and glibenclamide were dissolved in saline
with 5 % Tween 80, whereas all the other drugs were dis-
solved in isotonic (0.9 % NaCl) saline solution immediately
before use.

Drug administration Pertussis toxin, K* channel blockers
and CaCl, were administered by intrathecal (i.t.) injec-
tion in a volume of 5 pl per mouse. To perform an i.t.
drug injection, a 30':-gauge stainless needle attached to
a 50-puL Hamilton microsyringe was inserted between
the L5 and L6 vertebrae of conscious mice, and 5 pL
of drug solution was injected into the subarachnoid
space (modified from Hylden and Wilcox [20]). Inosine
(10 mg/kg) and diclofenac (10 mg/kg, used as a positive
control) were administered by i.p. injection in a volume
of 10 ml/kg body weight. Morphine (2.5 mg/kg, s.c.,
used as a positive control) was injected by s.c. injection
in a volume of 10 ml/kg body weight. All procedures,
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doses, and administration routes of the various drugs
were chosen on the basis of previous studies [22-25, 36] or
in preliminary experiments carried out in our laboratory (data
not shown).

Formalin test The procedure used was essentially the
same as that described previously [21] with minor mod-
ifications. Animals received 20 ul of a 2.5 % formalin
solution (0.92 % formaldehyde) made up in saline,
injected intraplantarly (i.pl.) into the ventral surface of
the right hindpaw. Animals were observed from 0-—
5 min (neurogenic phase) and from 15-30 min (inflam-
matory phase). Animals received inosine (10 mg/kg,
i.p.), diclofenac (10 mg/kg, i.p.) or morphine (2.5 mg/
kg, s.c.) 30 min beforehand. Control animals received
vehicle (10 ml/kg, i.p.). After the i.pl. formalin injec-
tion, animals were immediately placed in a glass cylin-
der 20 c¢cm in diameter. The time each spent licking the
injected paw was recorded with a chronometer and
considered indicative of nociception. In the current
study, we noticed the behavior only in the inflammatory
phase of the formalin test due to the occurrence of
antinociception caused by inosine solely in this phase

[11].

Role of pertussis toxin-sensitive G-protein coupled
receptors

To determine the involvement of Gj/y protein-coupled recep-
tors in the antinociceptive action of inosine, mice were pre-
treated with pertussis toxin (2.5 pg/site, i.t.), an inactivator
of Gy, protein. A control group was pretreated with saline
(5 ulsite, i.t.). The experiment was carried out as described
by Meotti et al. [22]. Seven days after the pretreatment, mice
received vehicle (10 ml/kg), inosine (10 mg/kg, i.p.), or
morphine (2.5 mg/kg, s.c.) as a positive control. After
30 min, the animals received an injection of formalin
2.5 % (20 ul/site, i.pl.).

Role of K™ and Ca®" channels on the antinociceptive effect
of inosine

We also investigated the possible role played by different
types of potassium and voltage-gated Ca>* channels in the
antinociceptive action of inosine during the second phase of
the formalin test. Animals were pretreated by intrathecal
(i.t.) route with TEA (1 pg/site, a non-selective blocker of
voltage-sensitive K channels), 4-aminopyridine (1 pg/site,
a non-selective blocker of voltage-sensitive K™ channels),
apamin (50 ng/site, a blocker of small (or low)-conductance
Ca®"-sensitive K" channels), charybdotoxin (250 pg/site, a
blocker of large (or fast)-conductance Ca**-sensitive K™
channels), glibenclamide (100 pg/site, a blocker of ATP-

sensitive K channels), and CaCl, (200 nmol/site). After
15 min, they received inosine (10 mg/kg, i.p.), diclofenac
(10 mg/kg, i.p.), or morphine (2.5 mg/kg, s.c.). The noci-
ceptive responses to formalin were recorded 30 min after the
administration of inosine, diclofenac, or morphine (used as
positive control).

Statistics

The results are presented as the mean (S.E.M.) obtained
using GraphPad software (GraphPad software, San Diego,
CA). Data were analyzed by one-way ANOVA followed by
the Newman—Keuls test. P values less than 0.05 were con-
sidered significant.

Results

Involvement of pertussis toxin-sensitive G-protein coupled
receptors in the inosine antinociceptive effect

To perform the following experiments, we used inosine
10 mg/kg, i.p. The dose was selected based on our recently
published study [11]. The results illustrated in Fig. 1 shows
that the intrathecal administration of pertussis toxin, an
inactivator of Gi/o protein (2.5 ug/site, i.t. for 7 consecutive
days), resulted in complete inhibition of morphine (2.5 mg/
kg, s.c.)-induced antinociception when assessed in formalin-
induced nociception. Under the same conditions, pertussis
toxin partially, but significantly, inhibited the antinociceptive
effect promoted by inosine (10 mg/kg, i.p.).

[JPertussis Toxin (2.5ug/site, i.t.) [l Vehicle

400 +

300 eizid H#H#
O
o
£ 2004 ok
9
X}
S

100 4

*kk
} Vehicle Morphine Inosine
(10ml/kg, i.p.) (2.5mg/kg, s.c.) (10mg/kg, i.p.)

Fig. 1 Effect of pertussis toxin pretreatment on the antinociception
induced by inosine. Mice were pretreated with intrathecal injection of
pertussis toxin 7 days before intraperitoneal administration of inosine
or diclofenac. Values are expressed as the mean+SEM. The asterisks
denote significance levels when compared with the vehicle-treated
group (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test). **P<
0.01; ***P<0.001. Number sign indicates a significant reversal of
inosine or diclofenac antinociceptive effects
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228  Involvement of potassium channels in the inosine
229  antinociceptive effect

230  The results depicted in Fig. 2a—e show the effect of the K"
231 channel blockers in the antinociceptive effect promoted by
232 inosine. Intrathecal pretreatment of mice with TEA (1 pg/site)
233 and 4-aminopyridine (1 pg/site) significantly reversed the
234 antinociceptive effect of inosine (Fig. 2a, b). Figure 2¢, d
235 shows that charybdotoxin (250 pg/site), but not apamin
236 (50 ng/site), prevented the antinociception caused by inosine.
237  Figure 2e shows that glibenclamide (100 pg/site) reversed the
238  antinociceptive effect of inosine. However, pretreatment of
239 mice with TEA, 4-aminopyridine, charybdotoxin, apamin,
240  and glibenclamide prevented the antinociceptive action caused
241 by diclofenac (10 mg/kg, i.p.) (see [23] and Fig. 2a—e).
242 Moreover, when administered individually, none of the K'
243 channel blockers affected formalin-induced pain.

244 Involvement of calcium channels in the inosine
245 antinociceptive effect

246 Pretreatment with CaCl,, (200 nmol/site, i.t.) prevented the
247 antinociceptive effect of inosine and morphine on formalin-
248  induced pain (Fig. 3). When administered individually,
249  CaCl, did not affect the nociception caused by formalin.

250  Discussion

251 In our recent study, we demonstrated that inosine effectively
252  reduces acetic acid-, glutamate-induced pain and the

a OO TEA(lugisie, it) W Vehice b

Licking (s)

Vebhicle Diclofenac Inosine Vehicle
(10 mikg, ip.) (10mg/kg, ip.) (10 mg/kg, ip.) (10 mlkg, ip.)
d 3 Apamin (50ng/site, it) @l Vehicle
400
300 ¥
o)
4
X
3
3
Vehicle Diclofenac Inosine
(10mlkg,ip.) (10 mgkg.ip.) (10 mgikg,ip.)
Q1 Fig. 2 Effect of the voltage-dependent K+ channel blockers, tetrae-

thylammonium (TEA, panel a) and 4-aminopyridine (4-AP, panel b);
the large- and small- conductance Ca2+-activated K+ channel block-
ers, charybdotoxin (panel ¢) and apamin (panel d), and the ATP-
sensitive K+ channel inhibitor, glibenclamide (panel e), on the anti-
nociception induced by inosine. Mice were pretreated with an intrathe-
cal injection of 4-AP, TEA, apamin, charybdotoxin, or glibenclamide
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3 4-aminopyridin (1ug/site. it) W Vehicle c
# #

Diclofenac
(10 mg/kg, ip.)

inflammatory phase of the formalin test through the activa-
tion of the A, and A, adenosine receptors [11]. The present
study extends the knowledge of inosine actions and shows
that pertussis toxin-sensitive Gj,-protein coupled receptors,
K" channels and voltage-gated Ca>* channels are involved
in the antinociceptive effect of inosine.

Many clinical drugs, such as opioids, GABAergic ago-
nists, and -2 agonists among others, are ligands and acts
via pertussis toxin-sensitive G-protein coupled receptors
[24]. Of note, a ligand binding to its receptor activates the
coupled G-protein, dissociating the inhibitory subunit i
from the initial trimer formed by the subunits afy. This
dissociation between the subunits Gxi and G initiates an
orchestrated cascade of intracellular events responsible for
the antinociceptive effect of the ligand, like morphine for
example [25-27].

Pertussis toxin inactivates the inhibitory Gj,-protein via
ribosylation of the o-subunit. The inactivated G protein is
not able to inhibit adenylate cyclase, the enzyme responsible
for the elevation of intracellular cAMP. Thus, inactivation of
the Gy protein by pertussis toxin causes an increase in
intracellular cAMP levels [28]. Therefore, the pertussis toxin
is able to prevent activation of the intracellular cascade of
events responsible for the antinociceptive effect of morphine
or another ligand of pertussis toxin-sensitive G-protein cou-
pled receptors.

In the current study, we found that pertussis toxin pre-
treatment was able to reverse morphine- (used as a positive
control) and inosine-induced antinociception. These data
suggest that inosine-induced antinociception is mediated
by pertussis toxin-sensitive Gj-protein coupled receptors.

3 Charibdotoxin (250pg/site, it) W Vehicke

Diclofenac
(10 mg/kg, ip.)

Inosine
(10 mg/kg. ip.)

Inosine
(10mgrkg, ip.)

Vehicle
(10 mikg,ip.)

e [ Gibenclamide (100pg/site, it) W Vehicle

400

300

Licking (s)

Vehicle
(10 mlkg, ip.)

Diclofenac Inosine
(10 mgkg,ip.)  (10mgrkg,ip.)

15 min before intraperitoneal administration of inosine or diclofenac.
Values are expressed as the mean+SEM. The asterisks denote signif-
icance levels when compared with vehicle group (one-way ANOVA
followed by Newman—Keuls test). *¥P<0.01, ***P<0.001. Number
sign indicates a significant reversal of inosine or diclofenac antinoci-
ceptive effects
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[ cacCl, (200nmolisite, iit.)
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Licking (s)
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3

Vehicle
(10 mi/kg, i.p.)

Inosine
(10 mg/kg, i.p.)

Morphine
(2.5 mg/kg, s.c.)

Fig. 3 Effect of pretreatment with CaCl2 (200 nmol/site) on the
antinociception induced by inosine. Mice were pretreated with an
intrathecal injection of CaCl2 15 min before intraperitoneal adminis-
tration of inosine or subcutaneous administration of morphine. Values
are expressed as the mean+SEM. The asterisks denote significance
levels when compared with vehicle group (one-way ANOVA followed
by Newman—Keuls test). **P<0.01, ***P<0.001. Number sign indi-
cates a significant reversal of inosine and morphine antinociceptive
effects

Ca* Ca** Ca®*
Ca®* Ca®*Ca®

Based on our previous data, we further suggest that the A;
adenosine receptor is the main G-protein coupled receptor
responsible for transducing the antinociceptive effect of
inosine. Activation of Gjy-protein coupled receptors can
promote the opening of some types of K channels. Ago-
nists of G-protein coupled receptors such as opioid, adren-
ergic, serotoninergic, GABAergic, cannabinoid, and
adenosinergic receptors are able to open K* channels and
consequently decrease nociception [29-32]. K" channels are
classified by their protein structures and their phylogenetic
relationships; the four types include voltage-gated (K,),
calcium-activated (Kc,), inward rectifier (Kj,), and two-
pore (K>p) K channels [29, 33]. Several classical analgesics
and NSAIDs, such as tramadol, diclofenac, meloxicam, and
ketorolac, also inhibit the inflammatory phase of the forma-
lin test. In light of the classification of the K" channels, the
analgesic action of these drugs may be partially explained
by the opening of distinct K channels [29, 34-36].
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K K* K*

K

Ca® Ca¥ Ca¥*
Ca* Ca**Ca®

SKIBK channels

K* K K
K* K K INOSINE
Fig. 4 Probable intracellular mechanisms involved in the inosine
effect, from receptor interaction through modulation of ion channels.
The continuous arrow indicates activation, and the dot arrow indicates
inhibition. A7 (A1 Adenosine receptor); 424 (A2A Adenosine recep-
tor); ai, as, 3, and & (G-protein subunits); Kv channels (voltage-
dependent potassium channels); SK/BK channels (small- and large-
conductance Ca2+-activated potassium channels); KATP channels

AT
channels ¥
KKK Ca® Ca® Ca?
K‘ K» K‘ Ca‘b cabcab

(ATP-sensitive potassium channels); N and 7 zypes (N and T voltage-
dependent calcium channels); 4C (adenylate cyclase); PLC (phospho-
lipase C); cAMP (cyclic adenosine monophosphate); /P3 (inositol
triphosphate); DAG (diacylglycerol); PKA (protein kinase A); PKC
(protein kinase C); ERK and p38 (mitogen-activate protein kinases);
ER (endoplasmic reticulum); K+ (potassium ion); Ca2+ (calcium ion);
and NT (neurotransmitter)
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Several studies have demonstrated that activation of L-
arginine-NO-cGMP-K " channel pathway is involved in the
antinociceptive effect of diclofenac and other NSAIDs
[37-40]. L-arginine is used as a substrate for NOS in order
to produce NO. NO, in turn, is able to activate the enzyme
guanylate cyclase, stimulating the synthesis of cGMP. Finally,
c¢GMP can interact with different targets, among them, K*
channels, promoting the opening these channels [for review
see 41]. The opening of K* channels leads to hyperpolariza-
tion of the cell membrane hindering the transmission of noci-
ceptive stimulus along the CNS. Considering this signaling
pathway, the opening of K" channels represents the final step
involved in the antinociceptive effect of diclofenac. Therefore,
blockage of different types of K* channels using different
blockers can reduce the analgesic effect promoted by diclofenac,
indicating that its analgesic effect depends on the open-
ing of K™ channels.

The present investigation showed that the antinociceptive
effect of inosine was blocked by pretreatment with intrathecal
TEA and 4-aminopyridine, non-selective voltage-gated K*
channel inhibitors, suggesting that the opening of this kind
of K* channel is important for the antinociception induced by
inosine. Moreover, the intrathecal administration of charyb-
dotoxin, but not apamin, a small-conductance Ca**-activated
K" channel blocker, prevented the antinociceptive effect pro-
duced by inosine, suggesting the participation of a large-
conductance Ca**-activated K~ channel in the effect caused
by inosine. Charybdotoxin also inhibits intermediate-
conductance Ca®*-activated K channels [42]. Therefore, the
blockade of the inosine-induced antinociceptive effect by
charybdotoxin suggests that inosine may induce its antinoci-
ceptive effect through the activation of intermediate- and
large-conductance Ca®‘-activated K channels. However, be-
cause it is possible that charybdotoxin also blocks voltage-
gated K channels [43], we cannot unequivocally affirm that
large-conductance Ca®*-activated K channels are involved in
inosine-induced antinociception in the formalin test. Intrathe-
cal administration of glibenclamide reversed the antinocicep-
tive effect of inosine, suggesting that inosine activates ATP-
sensitive K channels to reduce formalin-induced pain. Alone
and at the concentrations used in this work, the K channel
blockers (TEA, 4-aminopyridine, charybdotoxin, apamin, and
glibenclamide) did not modify the pain threshold induced by
formalin.

Notably, hyperpolarization resulting from the activation
of K* channel subtypes, especially the large-conductance
Ca*"-activated K channel, reduces the amount of neuro-
transmitters released by shortening the duration of depo-
larization that allows Ca®" influx through voltage-gated
Ca®" channels [44].

The analgesic action of some important drugs, like mor-
phine and Prialt”, can be partially explained by the closing
of voltage-gated Ca>* channels (VGCCs) and subsequent
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reduction of Ca®" influx. The VGCCs are divided into
two categories: high-voltage-activated channels, including
L-, N-, P/Q- and R-type Ca®" channels that require strong
depolarization for activation, and low-voltage-activated
T-type Ca®" channels that can be triggered by much milder
depolarization. In the central nervous system, these channels
carry out a variety of actions, regulating activity-dependent
gene expression, synaptic transmission and neuronal excit-
ability. The VGCCs most extensively studied in nociception
are the N-, P/Q- and T-type Ca>* channels [45-47].

It is well established that an increase in intracellular Ca®"
has an important role in neurotransmitter release, cell mem-
brane excitability, activation of intracellular proteins, and
reduction of the pain threshold [48-50]. The concentration
of intracellular Ca®" is regulated by several mechanisms;
one such mechanism is the influx of Ca®" via VGCCs
through the plasma membrane. The VGCC channels are
inhibited by Gj,-protein-coupled receptors. Consequently,
intracellular Ca*" levels are reduced and the pain threshold
decreases [19]. Our results demonstrated that the pretreat-
ment of mice with CaCl, prevented the antinociceptive
effect promoted by inosine, suggesting the participation of
voltage-gated Ca>* channels in the effect caused by inosine.
Figure 4 shows the probable mechanism involved in the
antinociceptive effect of inosine, from receptor activation
through the modulation of K and Ca®" channels.

Conclusion

Our results confirm and extend previous data that show that
inosine exhibits a significant antinociceptive action during
the inflammatory phase of formalin-induced pain in mice.
Furthermore, this effect requires pertussis toxin Gj_protein
coupled receptors, voltage-gated K" channels, large-
conductance Ca”*-activated channels and ATP-sensitive K'
channels, but does not involve the opening of small-
conductance K* channels. Inosine-induced antinociception
also involves the inhibition of voltage-gated Ca®" channels.
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ANEXO 2 - OUTRAS PUBLICACOES RESULTANTES
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