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RESUMO

Isatina, N-metil-isatina, N-metil-3-(2-oxopropil)-3-hidroxi-2-oxindol:
Perfil Antinociceptivo e Mecanismo de Acao

Thais Biondino Sardella
Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.

Resumo da dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncias.

A atividade antinociceptiva da Isatina e de dois novos derivados (ISA017 e ISA155) foi
avaliada em modelos algesimétricos (formalina, placa quente, capsaicina, glutamato,
hiperalgesia térmica e avaliacdo do envolvimento das fibras sensiveis a capsaicina).
Para investigar o(s) mecanismo(s) de acdo antinociceptivo foram administrados
naloxona (antagonista ndo seletivo de receptor opioide), atropina (antagonista nao
seletivo de receptor muscarinico), L-NAME (inibidor da enzima 6xido nitrico sintase),
mecamilamina (antagonista ndo seletivo de receptor nicotinico), glibenclamida
(bloqueador do canal de K™ sensivel ao ATP), ioimbina (antagonista seletivo de receptor
a2-adrenérgico), AM251 (antagonista de receptor canabinoide CB;) e ondasentrona
(antagonista de 5-HT3) na placa quente.

No modelo da formalina, todas as substancias inibiram significativamente o tempo em
que o animal permaneceu lambendo a pata injetada com formalina na 1% (fase
neurogénica) e 22 fase (fase inflamatdria), nas trés doses testadas (0,1, 1 e 10 mg/kg). Os
trés derivados apresentaram efeito antinociceptivo supra-espinhal (modelo da placa
quente). As trés substancias mostraram por via oral significativa nos modelos de
nocicepc¢do induzida por capsaicina (0,1, 1 e 10 mg/kg) e glutamato (1 e 10 mg/kg). Na
investigacdo do possivel mecanismo de ag¢do antinociceptivo, o pré-tratamento com o
antagonista opioide, naloxona ou atropina reverteram o efeito antinociceptivo das trés
substancias no modelo da placa quente. O L-NAME e a glibenclamida reverteram o
efeito apenas da ISA017 e ISA155. O pré-tratamento com mecamilamina ou
ondasentrona somente foi capaz de reverter o efeito da ISA155. Em relacdo a avaliacdo
do envolvimento da fibras sensiveis a capsaicina, foi observado que os animais
dessensibilizados pela capsaicina e que foram tratados com lIsatina, ISA017 e ISA155
(10 mg/kg) quando submetidos ao modelo da formalina, ndo tiveram o seu tempo de
lambedura diminuido.

No modelo da hiperalgesia térmica, com excecao da Isatina, seus dois derivados foram
capazes de aumentar o tempo de laténcia dos animais na placa quente, com relevancia
para o tempo de 6 horas.

Nossos dados sugerem que a Isatina, ISA017 e ISA155 produzem: 1) antinocicep¢éo
periférica, mediada, em parte pela ativacdo de receptores vaniloides e glutamatérgicos e
acao antinociceptiva supra-espinhal; 2) efeito central e o0 mecanismo de acéo parece
envolver sistemas opioide, colinérgico, nitrérgico, serotoninérgico e a participagdo dos
canais de K" sensiveis ao ATP; 3) Um possivel envolvimento das fibras sensiveis a
capsaicina na mecanismo de modulacéo da dor; 4) efeito anti-hiperalgésico, inibindo a
dor de origem inflamatoria.



Palavras-chave: Isatina; dor; atividade antinociceptiva; fibras nervosas; modulacdo da
dor.
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ABSTRACT

Isatin, N-methyl isatin, N-methyl-3-(2-oxopropyl)-3-hydroxy-2-
oxindole: Antinociceptive Profile and Mechanism of Action

Thais Biondino Sardella
Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.

Abstract da dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduacao
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

The antinociceptive activity of Isatin and two new derivatives (ISA017 and ISA155)
was evaluated in analgesics models (formalin, hot plate, capsaicin, glutamate, thermal
hyperalgesia and evaluation of the involvement of capsaicin -sensitive fibers). To
investigate (S) mechanism (s) of antinociceptive action were administered naloxone
(non-selective opioid receptor antagonist), atropine (non-selective muscarinic
antagonist), L -NAME (an inhibitor of nitric oxide synthase), mecamylamine
(antagonist non-selective nicotinic acid receptor), glibenclamide (blockers of the K*
sensitive ATP channel), yohimbine (selective antagonist of a2 -adrenergic receptor),
AM251 (antagonist for cannabinoid CB1 receptor) and ondasentrona (antagonist of 5-
HT3) on the hot plate.

In the formalin model, all substances significantly inhibited the time that the animal
remained licking the paw injected with formalin in the 1st (neurogenic phase) and 2nd
phase (inflammatory phase) , the three doses tested (0.1, 1 and 10 mg/kg). The three
derivatives showed supraspinal antinociception (hot plate model). All three substances
showed a significant oral in models of nociception induced by capsaicin (0.1, 1 and 10
mg/kg) and glutamate (1 and 10 mg/kg). In the investigation of possible antinociceptive
mechanism of action, the pre- treatment with the opioid antagonist, atropine or naloxone
reversed the antinociceptive effect of three substances in the hot-plate model. The L-
NAME and glibenclamide only reversed the effect of ISA017 and ISA155. Pretreatment
with mecamylamine or ondasentrona was only able to reverse the effect of ISA155.
Regarding the evaluation of the involvement of capsaicin -sensitive fibers, it was
observed that the animals desensitized by the capsaicin and treated with Isatin, ISA017
and ISA155 (10 mg/kg) when subjected to the model of formalin were not its time to
lick decreased.

In the model of thermal hyperalgesia, with the exception of lIsatin, its two derivatives
were able to increase the latency of the animal on the hot plate, relevant to the time of 6
hours.

Our data suggest that Isatin, ISA017 and ISA155 produce: 1) peripheral antinociception,
mediated in part by activation of vanilloid receptors and glutamatergic and supraspinal
antinociceptive action; 2) central effect and mechanism of action appears to involve
opioid systems, cholinergic, nitrergic , and serotonergic involvement of sensitive K*
ATP channels; 3) A possible involvement of capsaicin -sensitive fibers in the
mechanism of pain modulation; 4) anti-hyperalgesic effect, inhibiting pain of
inflammatory origin.
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1. INTRODUCAO




1.1. Dor: Aspectos Gerais

Segundo Rocha e cols. (2007), a dor esta presente em mais de 70% dos pacientes
que buscam atendimento clinico por motivos diversos, sendo a razdo das consultas
médicas em um terco dos casos. Mais de 1/3 dos brasileiros afirmam que a dor crénica
compromete suas atividades habituais e muitas vezes também diarias, e mais de 3/4
destes consideram que a dor cronica é limitante para as atividades cotidianas e relacdes
sociais e familiares (YENG e TEXEIRA, 2004). Em virtude dos dados de alta
prevaléncia obtidos é demonstrada a importancia da compreensdo dos eventos que
envolvem o comportamento doloroso e a busca por terapias (farmacoldgica ou nédo
farmacoldgica) para a devida intervengdo no modelo de assisténcia inter e
multiprofissional.

A dor é um mecanismo protetor, de alerta, desencadeado por estimulos
potencialmente lesivos, fazendo com que o individuo reaja para remover o estimulo
doloroso (GUYTON e HALL, 2011). Ao contrério da maioria das modalidades
sensoriais, a dor é essencial a sobrevivéncia (CAILLIET, 1999). A sua fisiologia
envolve uma interacdo complexa de diferentes estruturas periféricas e centrais da
superficie da pele até o cortex cerebral (FURST, 1999). Assim que 0 mecanismo de
alerta é estabelecido, a dor pode provocar uma resposta comportamental generalizada,
incluindo ativacdo simpatica, com elevacdes da frequéncia cardiaca e pressdo arterial e
também respostas neuroenddcrinas como a secrecao de glicocorticoides que auxiliam as
acOes comportamentais que visam o afastamento de situacGes de risco (MILLAN,
1999).

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) (1986),
Merskey e Bogduk (1994) e Millan (1999), a dor pode ser definida como “uma

experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada ao dano real ou potencial dos



tecidos ou descrita em termos de tais lesdes”. Baseado nesta defini¢do, a experiéncia
dolorosa é considerada como multidimensional, privada e particular (PEREIRA e
RABELLO, 2003), isto é, leva em consideracdo a subjetividade do fendmeno da dor: os
aspectos afetivos, motivacionais e cognitivos (ALMEIDA e cols., 2004).

A dor apresenta dois componentes importantes: o componente sensorial,
controlado pelo cortex somatossensorial e o componente emocional/afetivo, controlado
pelo talamo. O componente sensorial que corresponde ao mecanismo neurofisiolégico
permite, por meio da ativacdo de receptores, a transmissao e interpretacdo do estimulo
nocivo, que em geral, é forte o suficiente para provocar lesdo tecidual. O componente
emocional corresponde a percepc¢do do estimulo doloroso pelo individuo que é seguida
pela tomada de consciéncia e pela reacdo da dor (RAMADABRAN e BABSINATH,
1996). Neste, sentido a dor, além de uma sensacdo, é uma experiéncia. Isto € relevante
porque as sensacOes possuem vias neuroanatdmicas importantes, com receptores
especificos que permitem a deteccdo e medida do estimulo. J& as experiéncias
incorporam componentes sensoriais com influéncias pessoais e ambientais.

Por isso, €& necessario distinguir, conceitualmente, dor de nocicepcao.
Nocicepgdo se refere ao mecanismo pelo qual o dano tecidual - mecénico, térmico ou
quimico - excitando um nervo sensorial, da inicio ao processo que conduz a informacgédo
nociceptiva ao Sistema Nervoso Central (SNC) (LOESER, 1975 apud PERISSINOTI,
2002). Sendo assim, a nocicepcao se refere apenas as manifestacdes neurofisiolégicas
geradas pelo estimulo nocivo. Por outro lado, a dor envolve a percepcdo de um estimulo
aversivo e exige a capacidade de abstracdo e elaboracdo de impulsos sensoriais
(ALMEIDA e cols., 2004). Portanto, o dominio nociceptivo associado ao dominio

afetivo determina o comportamento doloroso (PEREIRA e RABELLO, 2003).



1.2. Classificacao dos Tipos de Dor

De acordo com Woof (2010), a dor é classificada quanto a sua origem como
nociceptiva, inflamatéria ou patoldgica (neuropatica ou disfuncional). A dor nociceptiva
é decorrente da ativacdo direta do nociceptor por um estimulo mecanico, térmico ou
quimico. A dor inflamatdria, por sua vez, ocorre em situacfes de lesdo tecidual ou
processo inflamatorio em que ocorre ativacdo celular e liberacdo de mediadores que
ativam ou sensibilizam (diminuem o limiar de ativacdo) os neurdnios nociceptivos
periféricos. As dores nociceptiva e inflamatoria tm um carater protetor. Finalmente, a
dor patol6gica, que ndo tem um carater protetor e que é decorrente de um
funcionamento anormal do sistema nervoso, é subdivida em dor neuropética ou
disfuncional.

Pode ainda, somando-se a isso, ocorrer manifestacdes dolorosas decorrentes de
algumas desordens comumente apresentadas em pacientes que a experimentam como a
hiperalgesia (sensibilidade exacerbada a um estimulo doloroso), alodinia (dor em
resposta a um estimulo ndo doloroso) e hiperestesia (sensibilidade anormal a um
estimulo sensorial) (BESSON e CHAOUCH, 1987; DRAY, 1995; BESSON, 1999;
CARR e GOUDAS, 1999).

Em relacdo a sensagdo dolorosa, a dor pode ser classificada em aguda, transitoria
ou cronica. Quando o episddio doloroso é transitorio ocorre a ativacdo dos nociceptores
sem que haja dano tecidual e ele se dissipa em poucos segundos ou minutos. A dor
aguda € caracterizada por lesdo tecidual e eminente que leva a ativacdo direta doa
nociceptores no local da injaria. O processo de cura dura poucos dias ou semanas € a
dor desaparece com a recuperacgéo da leséo. Ja a dor cronica ocorre devido a uma lesdo

ou patologia, podendo ser perpetuada por outros fatores além daqueles que causaram a



dor propriamente dita e pode se prolongar por semanas, meses e anos apds recuperacdo
tecidual (LOESER e MELZACK, 1999; BASBAUM e cols., 2009).

A dor crénica se diferencia da aguda em relacdo a sua persisténcia e alteraces
adaptativas, tais como a plasticidade do SNC e periférico que resulta na incapacidade do
organismo restaurar as funcdes fisiologicas para os niveis homeostaticos, o que torna
dificil o tratamento (BESSON, 1999; LOESER e MELZACK, 1999; BASBAUM e

cols., 2009).

1.3. Neurofisiologia da Dor
1.3.1. Mecanismos Periféricos da Dor

De maneira geral, podemos considerar que o mecanismo da dor compreende trés
fases bésicas (Figura 1): transdugdo, que é a ativacdo dos nociceptores por
transformacdo de um estimulo nocivo (térmico, mecénico ou quimico) em potencial de
acdo; transmissdo, que € o conjunto de eventos que permitem que o impulso nervoso,
gerado no nociceptor, seja conduzido para o sistema nervoso central; e modulacéo, que
sd0 0s mecanismos e vias responsaveis pela supressdao ou facilitacdo da dor e que

podem ser ativados pelas prdprias vias nociceptivas (PORTO, 2004).
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Quando ha um estimulo térmico, mecéanico ou quimico ocorre um dano tecidual,
gerando um potencial de acdo que seréd propagado por todo o neurénio sensorial aferente
primario. O estimulo doloroso é propagado através das fibras aferentes priméarias C ou
Ad onde se encontram 0S nociceptores, 0s quais sdo ativados por diversos
neuromediadores inflamatérios quando liberados por macréfagos, mastocitos, células
endoteliais ou nervos traumatizados, facilitando a transmissdo dolorosa e as alteracdes
inflamatdrias periféricas e, consequentemente, o quadro de hiperalgesia, sendo
chamados de algiogénicos. Dentre estes, se destacam a acetilcolina, a histamina,
bradicinina, o leucotrieno, a substancia P, o fator de agregagdo plaquetaria (PAF), 0s

radicais acidos, 0s ions potassio, as prostaglandinas, os tromboxanos, as interleucinas e



o fator de crescimento neuronal (NGF) (KRAYCHETE e cols., 2006; MA e QUIRION,

2008) (Figura 2).
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Figura 2: Receptores e sinais intracelulares que participam das vias que levam a percepg¢éo da
dor. NGF: fator de crescimento neuronal; TrkA: receptor de tirosina cinase; PKA: Proteina
cinase A; PKC: proteina cinase C; PLA,: fosfolipase A, PLC: fosfolipase C; AA: é&cido
araquidénico, PGE,:prostaglandina; B./B,:receptor de bradicinina, EP2: receptor de
prostaglandina; TRPV-1: receptor vaniloide; ERK: sinal extracelular regulado por quinase;
PI3K:fosfatidil inositol-3 quinase; NaV1.8: canal de sodio; ATP: trifosfato de adenosina, P2X,:
receptor purinérgico ativado por ATP; BDNF: fator neutréfico derivado do cérebro; GABA:

acido y-amino butirico (Adapatdo de OKUSE, 2007).



A bradicinina, assim como 0 ion potassio, é responsavel por provocar intensa
dilatag&o arteriolar e aumentar a permeabilidade capilar, contribuindo para a propagagéo
da reacdo inflamatoria. A bradicinina e a PGE, causam alteracdes nos receptores
vaniloides especificos (TRPV1) acoplados aos canais ionicos ligante-dependentes, via
ativacdo de adenosinamonofosfato ciclica (AMPc), e das proteinas cinases (PKs) Ae C,
reduzindo o tempo poés-hiperpolarizacdo da membrana neural, causando redugdo do
limiar para disparo da fibra nervosa (ROCHA e cols., 2007; STAROWICZ e cols.,
2007).

A histamina, prostaglandinas e leucotrienos provocam inflamagdo e
sensibilizacdo das terminagOes nervosas, surgindo o edema e a dor. Assim, ocorre maior
expressdo de moléculas de adesdo e infiltracdo de macrofagos e células T no local,
causando aumento das citocinas pré-inflamatorias (TNF, IL-1, IL-6 e IL-8) no disco
intervertebral (KRAYCHETE e cols., 2006).

O NGF aumenta a excitabilidade elétrica dos neurbnios aferentes nociceptivos e
também promove a formacédo de contatos sindpticos. Estimulam também a producéo de
PGE; nos mastécitos (CAMPBELL e MEYER, 2006; MA e QUIRION, 2008).

A substancia P age na periferia, promovendo uma inflamacé&o por seus efeitos
sobre 0s vasos sanguineos (vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular) e
células do sistema imune (atracdo das células do sistema imune para o local da lesdo e
desgranulacdo de mastdcitos com liberacdo de diversos neuromediadores) (DRESSLER
e cols., 2005; ROCHA e cols., 2007). A inibicdo da transmissdo da substancia P e a
emissdo periférica podem aumentar o arsenal terapéutico no controle da dor (ONETTA,
2005).

Outro transmissor importante na dor é o glutamato, provavel neurotransmissor

das fibras do tipo AS. E um dos transmissores excitatorios mais amplamente utilizados



no SNC dos mamiferos, no corno dorsal da medula espinhal, tendo periodo de acéo de
apenas alguns milissegundos. Esta neurotransmissdo e controlada por interneurdnios
inibitorios gabaérgicos e glicinérgicos (CAROBREZ, 2003; SCHMIDTKO e cols.,

2008).

1.3.2. Transmissao do Impulso Nervoso que leva a Percepc¢ao da Dor

Quando o estimulo nocivo € produzido, as terminacdes livres dos neurénios
aferentes primarios, chamados de nociceptores, o detectam e transmitem para o0 SNC
(CATERINA e cols., 2000). Os nociceptores sdo encontrados em praticamente todos 0s
tipos de tecido do corpo e sdo classificados em termos de estrutura, didmetro e
velocidade de condugdo em Ad e C (ALMEIDA e cols., 2004).

As fibras nervosas Ad sao levemente mielinizadas, sendo responsaveis pela dor
rapida e bem localizada, desencadeada por estimulos mecéanicos ou térmicos. Essas
fibras tém didmetro de 2,0 a 6,0 um e velocidade de condugdo de 12 — 30 m/s. J& as
fibras nervosas C nao sdo mielinizadas, sendo responsaveis pela dor lenta, difusa e mal
localizada. Essas fibras sdo polimodais, sendo desencadeadas por estimulos quimicos e
também por estimulos mecanicos ou térmicos persistentes, tém diametro de 0,4 a 1,2
um ¢ uma velocidade de condugdo de 0,5 a 2,0 m/s (ALMEIDA e cols., 2004;

ABRAHAMSEN e cols., 2008) (Figura 3).
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Figura 3: Tipos de fibras nervosas. Diferentes nociceptores detectam diferentes tipos de dor.

a— tipos das fibras aferentes primarias, além de suas respectivas caracteristicas e limiar térmico.
As fibras Ad e C sdo responsaveis pela condugdo da dor até a medula espinal. b - velocidade de
conducdo da fibra relacionada ao didmetro da mesma: a velocidade de condugdo é maior de
acordo com a maior presenca de bainha de mielina na fibra nervosa. As fibras A-6 e C sdo
responsaveis pelos tipos de dor réapida e lenta, respectivamente (Adaptado de JULIUS e

BASBAUM, 2001).
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Quando ativadas, as fibras Ad e C sofrem alteragdes em suas membranas,
permitindo a deflagracdo de potenciais de agdo ao longo de toda a fibra (ROCHA e
cols., 2007). As fibras nociceptivas possuem elevado limiar de ativacéo, e se projetam
da periferia para o corno dorsal da medula espinal onde ativam grande numero de
neuronios de segunda ordem que podem ser interneurénios ou neurdnios de projecao
(CARVALHO e LEMONICA, 1998). As fibras nociceptivas adentram no corno dorsal
da medula espinal pelas raizes espinais dorsais e estabelecem conexfes sinapticas com
neuronios espinais de distribuicdo altamente organizada (MILLAN, 1999). De acordo
com critérios histoarquiteténicos, o corno dorsal da medula espinal se divide em vérias
camadas, denominadas ldminas de Rexed. As fibras Ad terminam principalmente nas
laminas | e V e as fibras C nas 22 laminas Il e Il (CAILLIET, 1999)(Figura 4). A
conexao sinaptica entre fibras aferentes primarias e neurdnios do corno dorsal envolve
neurotransmissores como glutamato e a substancia P, que sdo responsaveis pela
producdo de potenciais pds-sindpticos excitatorios rapidos e lentos, respectivamente

(MILLAN, 1999; ROCHA e cols., 2007).
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Figura 4: ProjecGes de aferentes nociceptivos priméarios no corno dorsal (Adaptado de

BASBAUM e Cols., 2009).

1.4. Mecanismos Enddgenos de Controle da Dor

Em 1965, Melzack e Wall sugeriram a existéncia de uma espécie de comporta
ou portdo no corno dorsal da medula. De acordo com essa teoria, alguns neurdnios
teriam a capacidade de suprimir a transmissdo do sinal doloroso do corno dorsal da
medula, fechando, entdo, um portdo hipotético, e inibindo a passagem do impulso
doloroso (Teoria da Comporta Espinhal) (MELZACK e WALL, 1965). As células da
lamina Il do corno posterior (substancia gelatinosa) sdo principalmente interneurénios
inibitorios curtos que se projetam as laminas | e V, e regulam a transmisséo na primeira
sinapse da via nociceptiva entre as fibras aferentes primarias e os neurdnios de
transmissdao do trato espinotaldmico. Assim, as células da substancia gelatinosa
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respondem tanto a atividade das fibras aferentes que entram na medula quanto a
atividade das vias descendentes (RANG e cols., 2008).

A sensacdo de dor pode ser modificada pelos sistemas enddgenos inibitorios da
dor, predominantemente através das vias descendentes de noradrenalina, serotonina e
opioides enddgenos, tais como B-endorfina e dinorfina (YOSHIMURA e cols., 2006).
Essas vias descendentes constituem um dos mecanismos de controle do portdo que
controlam a transmissao de impulsos dolorosos (relacionados com a sensacéo de dor) no
corno posterior da medula espinhal. Muitas classes de neurdnios do corno dorsal, as
proprias fibras aferentes primarias e as fibras descendentes do cérebro exercem uma
potente influéncia modulatéria sobre a transferéncia de informacdo nociceptiva que
chega da periferia para a medula espinhal e da medula para o cérebro (MILLAN, 2002).

A modulagédo descendente da dor depende da via que liga a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG) ao nucleo magno da rafe (NMR), de onde partem as fibras
serotoninérgicas que seguem pelo funiculo dorso-lateral (DLF) até alcancarem a
substancia gelatinosa (SG / laminas Il de Rexed) da medula espinhal. Neste local, séo
ativados os interneurénios inibitérios que bloqueiam a passagem do impulso doloroso
proveniente da periferia através da liberacdo de encefalinas, peptideos com atividade
opioide (FIELDS e BASBAUM, 1999). Sabe-se atualmente que a injecdo local de
morfina na PAG também causa um efeito analgésico que é bloqueado por naloxona, o
antagonista especifico da morfina, ou por lesdes do NMR ou das vias descendentes para
a medula espinhal.

Desta forma, os mediadores quimicos dentro do cérebro podem produzir efeitos
lentos e de longa duracdo e podem agir muito difusamente, distantes do seu local de
acdo, e produzir efeitos diversos, afetando a condutancia ibnica das células pos-

sinapticas. A transmissdo quimica da dor através das vias sensoriais aferentes depende
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da liberacdo de vérias substancias (neurotransmissores Aalgicos), tais como:
noradrenalina, serotonina (5-HT), acetilcolina (Ach), aminoacidos excitatorios
(glutamato e aspartato), aminoacidos inibitorios (GABA e glicina), histamina, 6xido
nitrico (NO), prostaglandinas e peptideos sensoriais (RANG e cols., 1991). A
modulacdo da dor através das fibras aferentes também obedece a mesma dinédmica e
nesse sentido, diversos neurotransmissores contribuem alterando o limiar doloroso,
como por exemplo, a noradrenalina, dopamina e serotonina que atuam em vias e
receptores especificos, e ainda os opioides endégenos, como as encefalinas e endorfinas.
Desta maneira, alguns neurotransmissores desempenham um papel dubio na dindmica
que envolve o processo doloroso. O conhecimento da natureza dessas substancias e dos
mecanismos pelos quais estimulam as terminacGes nervosas sensoriais pode conduzir a
descoberta de novos farmacos com propriedades analgésicas distintas daquelas que
existem atualmente (MOGIL e GRISEL, 1998; GRUBB, 1998, MILLAN, 2002).

Os mecanismos descendentes modulam a resposta nociceptiva por exercer suas
acOes em nociceptores presentes nas fibras aferentes primarias, bem como em neurdnios
intrinsecos do corno dorsal, como interneurdnios excitatorios, inibitorios e neurénios de
projecdo (MILLAN, 2002). Uma das descobertas mais interessantes a respeito do
circuito modulatério da dor € que esse pode tanto facilitar, quanto inibir a transmissdo
nociceptiva (JULIUS e BASBAUM, 2001; PORRECA e cols., 2002). Na medula
rostroventromedial (RVM) estdo presentes dois tipos de neurdnios, as chamadas células
“liga” (on) e as células “desliga” (off), as quais estdo envolvidas na modulagdo
nociceptiva. E proposto que as células “liga” (on) facilitam a condugio de estimulos
nociceptivos quando ativadas, e as células “desliga” (off) inibem a transmissao
nociceptiva, provocada pela estimulacdo da PAG. Logo, o balango entre a ativacao

dessas duas subpopulacGes de neurdnios determina a resposta a um estimulo
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nociceptivo periférico. No entanto, em situacfes de dor persistente, as alteracdes da
neuroplasticidade podem resultar em uma estimulacdo facilitatoria sustentada, o que

ocasiona respostas persistentes e exageradas a dor (PORRECA e cols., 2002).

Muitos mecanismos moleculares envolvidos na sensibilizacdo central ja foram
estabelecidos, mas os mecanismos de sensibilizacdo periférica ainda ndo foram
completamente elucidados. O conhecimento da biologia molecular dos receptores
permitiu um extraordinario progresso no entendimento do mecanismo de acdo de
diversos neurotransmissores e farmacos envolvidos na modulagéo central e periférica da
nocicepcdo. O mecanismo de transducdo neuroquimica da dor envolve, geralmente, a
interagdo dos mediadores inflamatérios com um canal idnico da membrana tipo
voltagem-dependente (canais de sodio, potassio e calcio), com canais i6nicos operados
por receptor (receptor NMDA, receptor colinérgico nicotinico), com receptores
associados a tirosina quinase ou ainda com receptores de membrana que usualmente
encontram-se acoplados a proteina G, como € o caso dos receptores das prostaglandinas

e bradicinina (LEVINE e TAIWO, 1999; MILLAN, 1999; CALIXTO e cols., 2000).

1.5. Tratamento Farmacolégico para o Alivio da Dor

Apesar da funcdo fisioldgica protetora da dor aguda, a dor intensa, persistente ou
cronica necessita de intervencdo medicamentosa. Os anti-inflamat6rios néo esteroidais
(AINEs) e os opioides sdo as duas principais classes atualmente utilizadas como
analgesicos. Os AINEs exercem seu efeito analgésico e anti-inflamatério através da
inibicdo das enzimas COXs, com consequente reducdo na formagéo de prostaglandinas
(MACPHERSON, 2000). Os AINEs inibidores ndo seletivos da COX, como por

exemplo, o acido acetilsalicilico e a indometacina, apesar de tradicionais na pratica
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clinica, causam efeitos adversos, como por exemplo, desconforto gastrointestinal e risco
de hemorragia.

Os analgésicos opioides ao se ligarem aos receptores opioides exercem analgesia
no corno posterior da substancia cinzenta da medula espinhal e no sistema limbico,
onde modificam as reacBes emocionais a dor, tornando-a mais toleravel; e no cortex
cerebral, onde modificam os processamentos cognitivos associados a dor. Na substancia
gelatinosa ha predominéancia de receptores opioides p. A ativacdo destes receptores
resulta na reducédo da liberacdo de neurotransmissores excitatérios (FIELDS, 2004). Os
opioides, como morfina e fentanil, sdo tradicionalmente usados no manejo da dor aguda
e cronica em varios estagios (MACPHERSON, 2000). No entanto, apesar da eficécia
em uma variedade de sindromes dolorosas, esses farmacos causam efeitos colaterais
graves, sobretudo mediante uso prolongado (REISINE e PASTERNAK, 1996 apud
RAJENDRA e cols.,, 2004). Os opioides causam constipacdo, nauseas, vOmitos,
broncoconstricdo, hipotensdo, bradicardia, depressdo respiratéria e tolerancia
(SANTOS, 2011).

Além desses analgésicos convencionais, antidepressivos, neurolépticos,
anticonvulsivantes, anestésicos locais e miorrelaxantes, também podem ser utilizados
como analgésicos ao proporcionarem ativacdo do sistema analgésico enddgeno,
normalizagéo do sono, reducéo da hiperexcitabilidade neuronal e relaxamento muscular,
respectivamente. Apesar dessa relativamente grande gama de opgdes para o tratamento
da dor, alguns estados de dor como os de origem neuropatica, sdo muito refratarios a
analgesicos, e apenas 1/3 dos pacientes referem analgesia superior a 50% (SINDRUP e
JENSEN, 1999). Por isso, o controle da dor ainda depende do desenvolvimento de

farmacos mais eficazes, com menos efeitos indesejados e com indicacdo para
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modalidades de dor ainda de dificil tratamento, como a dor cronica, dor neuropatica e

fibromialgia (JULIUS e BASBAUM, 2001; JUNIOR, 2005)
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1.6. Isatina

A lsatina (1H-indol-2,3-diona) (Figura 5) foi obtida pela primeira vez por
Erdman e Laurent em 1841 como um produto da oxidacéo do indigo por &cidos nitrico e
crémico.

Na natureza, a Isatina é encontrada em plantas do género Isatis (GUO e CHEN,
1986), nas espécies Calanthediscolor Lindl. (YOCHIKAWA e cols., 1998) e
Couroupita guianensis Aubl.(BERGMAN e cols., 1985) e em seres humanos como um
derivado metabdlico de adrenalina (ISCHIA e cols., 1998; PALUMBO e cols., 1989;
HALKET e cols., 1991). E encontrada endogenamente em tecidos e fluidos de
mamiferos em diferentes concentracdes e sua distribuicdo é heterogénea. No cérebro,
uma maior concentracdo esta presente no hipocampo e cerebelo (MEDVEDEYV e cols.,
2007). Foi originalmente identificada como inibidor enddégeno da monoamina oxidase
(MAO) e posteriormente identificada como inibidor seletivo da MAO-B. Dentre suas
acOes, descritas em experimentos in vitro, pode-se destacar acdo antagonista do
peptideo natriurético atrial e da ativacdo da guanilato ciclase estimulada por 6xido
nitrico (NO) (MEDVEDEV e cols., 2007; CHEN e cols., 2011).

Muito pouco se conhece sobre a via endégena de formacéao da Isatina, porém ha
evidéncias de que sua formacdo se da a partir do aminoacido triptofano, que é
convertido em indol pelas bactérias do trato gastrointestinal e, posteriormente, oxidado

no figado pelas enzimas do citocromo P450 (GUILLAN e cols., 2000).

Figura 5 - Estrutura quimica da Isatina.
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1.7. Derivados da Isatina

Como a Isatina possui uma grande versatilidade sintética, houve crescimento no
interesse na sintese de novas moléculas a partir da molécula de Isatina. Muitos
derivados ja demonstraram atividades bioldgicas e farmacoldgicas, tais como atividades
analgésica, anti-inflamatéria e antipirética (SRIDHAR e RAMESH, 2001;
MUTHUKUMAN e cols., 2008), atividade citotoxica em linhagem celular de linfoma
(VINE e cols., 2007) e também em linhagem celular de carcinoma derivado de mama,
prostata (MATESIC e cols., 2008), célon (LANE e cols., 2008; PATYNA e cols., 2006)
pulméo (LI e cols., 2007) e leucemia linfoide aguda (MOLT-4) (GAO e cols., 2006;
WANG e cols., 2008).

Segundo Premanathan e cols. (2012), a Isatina apresentou atividade antioxidante
e foi citotdxica para linhagem celular HL60 (leucemia promielocitica) devido a indugédo
de apoptose e fragmentacdo do DNA, confirmados através do experimento de citometria
de fluxo.

Também inibe a producdo de NO, prostaglandina E, (PGE,) e fator de necrose
tumoral (TNF), devido em parte a inibicdo na expressdo das enzimas ciclo-oxigenase-2
(COX-2) e 6xido nitrico sintase induzida (NOSi) (MATHEUS e cols., 2007), dentre
outras. Tem crescido também o interesse de novos derivados da Isatina como agentes
antineoplasicos, uma vez que ja foi demonstrada atividade como inibidores de proteinas
quinases (LECLERC e cols., 2001; SENDEROWICZ, 2003) e inibidores de caspases-3

e 7 (CHU e cols., 2011).
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral
Avaliar os potenciais efeitos antinociceptivos da Isatina, da ISA017 e da ISA155
em diferentes modelos in vivo, bem como tentar elucidar o(s) possivel (is) mecanismos

de acdo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a atividade antinociceptiva da Isatina, da ISA017 e da ISA155 em modelos
de nocicepcao:

» Quimica induzida pela formalina; capsaicina ou glutamato;

» Térmica: modelo da placa quente;

Investigar o(s) possivel(is) mecanismo(s) de acdo envolvido(s) no efeito
antinociceptivo da lIsatina, da ISA017 e da ISA155 através do modelo de nocicepcao
térmica (modelo da placa quente):

o Utilizacdo de antagonistas efou inibidores de varios receptores/vias que

modulam a transmisséo nociceptiva;

» Envolvimento das fibras C (sensiveis a capsaicina) no modelo da formalina;

» Avaliar a atividade das trés substancias no modelo de dor inflamatéria aguda

(Modelo da Hiperalgesia Térmica);
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Sintese da Isatina e seus derivados

A lsatina e seus derivados (N-metil-isatina (ISA017) e N-metil-3-(2-oxopropil)-
3-hidroxi-2-oxindol (ISA155)) foram sintetizados pelo grupo da Profa. Dra. Bérbara
Vasconcellos da Silva e Prof. Dr. Angelo da Cunha Pinto, do Laboratério de Quimica
Organica, do Instituto de Quimica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

A lsatina foi sintetizada seguindo o método de Sandmeyer (1919), adaptada por
Marvel e Hiers (1941), que consiste no tratamento de anilinas com hidrato de cloral,
sulfato de hidroxilamina, sulfato de sodio, &cido cloridrico, agua e &lcool etilico, para a
obtencgéo das respectivas isonitrosoacetanilidas (GARDEN e cols., 1997). Em seguida,

as isonitrosoacetanilidas foram ciclizadas com H,SO,4 concentrado, fornecendo a lIsatina

(Esquema 1).

ClsCCH(OH) 4 P
3 2 NOH Y

__,'___‘\-\H .-".-':'-\-L\""'v\.\_\.\_\-L - ) ., K’

N (NH;OH),H:S04 “ = H, SO 57 S\ 5
l N2SO: "L R ©
dgpolly = Sl L,

-~ e = o & S I B

=H H;0 R=H H R=H H

i
Y 7o

Esquema 1- Método de Sandmeyer adaptado por Marvel e Hiers para sintese da Isatina.

A ISA017 foi sintetizada a partir da Isatina através de uma reacdo de N-
alquilacéo (reacédo de substituicdo - introducdo do grupamento metila no nitrogénio do
anel inddlico). Em seguida, ela foi submetida a condensacgdo alddlica com acetona na
presenca de quantidades cataliticas de dietilamina originando o derivado ISA155

(PAKRAVAN e cols., 2013) (Esquerma 2).
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Esquema 2- Método utilizado na preparacao da ISA017 e ISA155.
Cddigo Estrutura Nomenclatura Peso
Molecular
Isatina o) Isatina ou 1H- 147 g/mol
indole-2,3-diona
o)
N
H
ISA017 o) N-metil-isatina 161 g/mol
Ly
N
\
ISA155 o N-metil-3-(2- 219 g/mol
HO oxopropil)-3-
hidroxi-2-oxindol
o
N
\

Tabela 1 — Estruturas quimicas, nomenclatura e peso molecular da Isatina, ISA017 e ISA155.
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3.2. Reagentes

Os reagentes utilizados foram:

Capsaicina (Galena, Campinas, SP), dimetilsulféxido P.A. (DMSO) (Fisher
Biotech), etanol P.A. (Merck AG, Darmstadt, Alemanha), éter etilico e tween 80 (Isofar,
Rio de Janeiro, Brasil), formaldeido (Reagen), sulfato de morfina e cloridrato de
naloxona (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil). O &cido acetilsalicilico (AAS), acido glutamico
(glutamato), AM251, capsazepina, carragenina—A V, cloridrato de iombina, cloridrato de
mecamilamina, cloridrato de ondasentrona, glibenclamida, sulfato de atropina,
cloridrato de N,-Nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

Os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza e propriedades analiticas

adequadas.

3.3. Preparo das solugdes utilizadas

Solucbes estogues:

Acido Acetilsalicilico: 100mg/mL em PBS

AM251: 10 mg/mL em PBS

Capsaicina: 1,6 mg/mL em 5% de etanol P.A., 5% de tween 80 e 90% de salina
Capsazepina: 10 nmol/pata (em PBS)

Carragenina: 2% (p/v) em PBS

Formalina: 2,5% de formaldeido em PBS

Glibenclamida: 10 mg/mL em PBS

Glutamato: 20 umol/pata (em PBS)

lombina: 10 mg/mL em PBS

L-NAME: 10 mg/mL em PBS
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Mecamilamina: 10 mg/mL em PBS
Morfina: 10 mg/mL em PBS
Naloxona: 10 mg/mL em PBS
Atropina: 10 mg/mL em PBS

Ondasentrona: 1 mg/mL em PBS

3.4. Preparo e administragdo da Isatina, seus derivados e farmacos de referéncia

A lsatina, ISA017 e ISA155 foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSQO) de
modo a preparar uma solucdo estoque na concentracdo de 100 mg/mL, a qual foi
armazenada & -20°C. No dia do experimento foram preparadas solugdes intermediarias
em PBS. A concentracdo final de DMSO néo excedeu 0,5% (v/v), de modo a néo
produzir qualquer efeito.

A lsatina e seus derivados foram administrados nos animais por via oral, 60 ou
30 minutos antes dos testes farmacoldgicos, nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg em volume
final de 0,1 mL. Por via intraplantar, foram testadas na dose de 25 nmol/pata (em um
volume final de 10 pL) e administradas 15 minutos antes da injecéo de capsaicina (5,2
nmol/pata).

Os farmacos de referéncia utilizados foram o &cido acetilsalicilico (AAS, 200
mg/kg) e morfina (2,5 mg/kg) administrados por via oral, 60 minutos antes dos testes
farmacoldgicos.

Naloxona (antagonista de receptor opioide, 1 mg/kg), atropina (antagonista nao
seletivo de receptor muscarinico, 1mg/kg), L-NAME (inibidor da 6xido nitrico sintase,
3 mg/kg), mecamilamina (antagonista naoseletivo de receptor nicotinico, 2 mg/kg),
glibenclamida (bloqueador do canal de K+ sensivel ao ATP, 2mg/kg), iombina

(antagonista de receptor a2 adrenérgico, 3 mg/kg), AM251 (antagonista de receptor
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canabinoide CB1, 1mg/kg) e ondasentrona (antagonista de receptor serotoninérgico 5-
HTs, 0,5 mg/kg) foram utilizados por via intraperitoneal, 15 minutos antes da
administracdo por via oral da Isatina ou de seus derivados. O grupo controle foi

composto pelo veiculo, constituido de PBS, por via oral.

3.5. Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
Webster (20-25g), de ambos o0s sexos, doados pelo Centro de Producdo de Animais de
Laboratorio, do Instituto Vital Brazil. Os animais foram mantidos em nosso proprio
biotério, com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente controlada (22 +
2°C) e livre acesso & racdo e 4gua. Os camundongos foram distribuidos
homogeneamente entre 0s grupos e aclimatizados no laboratério no minimo 1h antes do
inicio dos experimentos.

Para a realizagdo de cada teste, a racdo foi retirada, no maximo, 6 horas antes,
mantendo-se a &gua ad libitum durante todo o periodo. As condi¢Ges ambientais, onde
foram realizados os experimentos, eram mantidas as mais confortaveis possiveis,
evitando-se variagao de temperatura e luminosidade.

A manipulagdo de animais obedeceu ao guia de cuidados de animais de
laboratério e no guia ético para investigacdo de dor experimental em animais
conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Os protocolos experimentais de uso de animais
de laboratdrio obedeceram aos principios da Comissdo de Avaliacdo de Uso de Animais
em Pesquisa (CAUAP), do Centro de Ciéncias da Saude, da UFRJ e as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) sendo aprovado
sob protocolo DFBCICB015-04/16. O numero de animais utilizados e os estimulos

empregados foram 0s minimos necessarios para demonstrar efeito dos tratamentos.
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3.6. Modelo da Formalina

Este é que permite a avaliacdo de duas fases de sensibilidade dolorosa: a
primeira fase ocorre durante os 5 primeiros minutos apds a injecdo da formalina e
provoca uma dor de origem neurogénica (estimulacdo direta dos neurdnios
nociceptivos) e a segunda fase, que ocorre entre 15 a 30 minutos apos a injecdo de
formalina, provocando uma dor de origem inflamatéria (caracterizada pela liberagédo de
mediadores inflamatérios) (HUNSKAAR e cols., 1987; TIOLSEN e cols., 1992).

O modelo consistiu na injecdo intraplantar de 20 pL de formalina (2,5% v/v) na
pata posterior direita do camundongo. Imediatamente apds a administracdo de
formalina, mediu-se, com o auxilio de um cronémetro, o somatério dos tempos (em
segundos) nos quais o animal permaneceu lambendo a pata injetada nos periodos entre 0
a 5 min e entre 15 a 30 min, que correspondem a primeira e a segunda fase da resposta
nociceptiva, respectivamente.

Os animais foram tratados com a lIsatina, ISA017, ISA155, veiculo, AAS ou
morfina por via oral, 60 min antes da inje¢do de formalina. O protocolo experimental

seguiu 0 esquema abaixo (Esquema 3).
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Tempo (minutos)

0O «——> 5 15 «———> 30

- 60
12 fase 22 fase
Fase Fase
Neurogénica Inflamatoria
Veiculo \ |

ISATINA

ISA017

ISA155
(0,1mL,v.0.)

AAS (200 mg/kg)
Morfina (2,5 mg/kg)

Tempo
de lambedura

A4 (segundos)

Formalina (2,5% v/v)
20 pl, intraplantar

Esquema 3 - Protocolo do modelo da formalina.
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3.7. Modelo da Placa Quente

A metodologia utilizada foi descrita por Sahley e Berntson (1979) e avaliou a
atividade antinociceptiva central. O modelo da placa quente consiste em colocar o
camundongo sobre uma placa aquecida & temperatura de 55+1°C. O tempo, em
segundos, que o animal demorou para saltar e/ou lamber uma das duas patas traseiras,
foi registrado com o auxilio de um crondmetro e denominado de “tempo de laténcia”.

Foram realizadas duas medidas controles (C1 e C2) com intervalo de 30
minutos, antes do tratamento dos animais. A meédia das medidas controles foi
denominada como “linha de base”. Trinta minutos apds a segunda medida controle, os
animais foram tratados por via oral com a Isatina, ISA017, ISA155, veiculo ou morfina.
Foram realizadas varias medidas dos tempos de laténcia com intervalos de 30 minutos
entre cada uma delas. Com o objetivo de se evitar danos teciduais, se estabeleceu um
tempo maximo de exposicdo das patas do animal a placa aquecida, representado como
trés vezes o valor da linha de base e denominado tempo de corte (ou “cut-off”). Os
resultados foram expressos como percentual de aumento em relacdo a linha de base (=
tempo de laténcia x 100/linha de base - 100). Os valores da area sob curva (ASC) foram
calculados pelo programa Prisma 5.0. a partir da curva de resposta de percentual de
aumento em relagdo a linha de base (% AERLB) no teste da placa quente, durante 30 a
180 minutos apds a administracdo, segundo a férmula da area do trapézio: ASC = 30 x
%AERLB [(min30) + (minu60) + ... + (Min180)]. O protocolo seguiu 0 esquema abaixo

(Esquema 4).
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Tempo (minutos)

-60 -30 0 30 60 90 120 150 180
Medidas controles
C1= 12 medida controle Tempo de laténcia (segundos)
C2= 22 medida controle
Média=(C1+C2)/2=LB
Cut-off=LBx 3
VVV
Veiculo
Morfina (2,5 mg/kg)

ISATINA

ISA017

ISA155

(0,1 mL, v.0.)

Esquema 4: Protocolo do modelo da placa quente.
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3.8. Nocicepcao Induzida pela Injecédo Intraplantar de Capsaicina

Este modelo foi proposto por Sakurada e cols. (1992) e tem como objetivo
avaliar o envolvimento dos receptores vaniloides no efeito antinociceptivo da Isatina e
seus derivados sobre a dor de origem neurogénica.

Apos a injecdo intraplantar de 20 uL de capsaicina (5,2 nmol/pata) na pata
posterior direita, os animais foram colocados em um aparato transparente e o0 tempo em
que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrado por
um periodo de 5 minutos, sendo considerada como uma reacdo nociceptiva. Os animais
foram tratados por via oral 1 hora antes da injecdo de capsaicina com a Isatina, ISA017,
ISA155 ou veiculo. Também foram tratados por via intraplantar com capsazepina
(10nmol/pata), um antagonista do receptor TRPV-1, 15 minutos antes da injecao
intraplantar da capsaicina.

Com o objetivo de avaliarmos uma possivel acdo direta das substancias testadas
nos nociceptores e receptores TRPV-1 presentes na pata do animal e supostamente
descartar que a acdo das substancias testadas possam ser devido a geracdo de
metabolitos ativos quando a administracdo é feita por via oral, a Isatina, ISA017 ou
ISA155 foram administradas i.pl. parte na dose de 25nmol/pata (em um volume final
de 10 plL) 15 minutos antes da injecdo intraplantar de capsaicina. O protocolo

experimental segue o esquema abaixo (Esquema 5).
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Tempo (minutos)

Dor Neurogénica

-60 -15 0
Veiculo Capsazepina (10 nmol)
ISATINA 10 pl, intraplantar
ISA017
ISA155 ou

(0,1mL,v.0.) Veiculo, ISATINA, ISA017

ou ISA155 (25nmol)
10 pl, intraplantar N

Capsaicina (5,2nmol)
20 pl, intraplantar

Esquema 5: Protocolo da nocicepcédo induzida pela capsaicina.

Tempo
de lambedura
(segundos)
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3.9. Nocicepcao Induzida pela Injecéo Intraplantar de Glutamato

Este modelo foi proposto primeiramente por Beirith e cols. (1998) e avalia
substancias que atuam no sistema glutamatérgico envolvido na transmisséo nociceptiva.

A injecdo de glutamato induz uma estimulacdo direta dos neurdnios
nociceptivos, levando a liberacdo de mediadores inflamatérios e neuropeptideos
envolvidos na transmissdo dolorosa. Com o0 objetivo de investigarmos se 0sS
aminoacidos excitatorios estariam envolvidos na atividade antinociceptiva da Isatina e
seus derivados, estas foram avaliadas na nocicepcdo induzida pelo glutamato (BEIRITH
e cols., 2002).

Apo6s o tratamento com a lIsatina, ISA017, ISA155, ou veiculo, os animais
receberam a injecdo intraplantar de 20 uL de glutamato (20 umol/pata). Imediatamente
apos a injecdo, os animais foram colocados em um aparato transparente e o tempo em
que os animais ficaram lambendo ou mordendo a pata foi cronometrado por um periodo

de 15 minutos. O protocolo experimental seguiu 0 esquema abaixo (Esquema 6).
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Tempo (minutos)

Veiculo
ISATINA
ISA017
ISA155
(0,1mL,v.0.)

15

Dor Neurogénica

\/V

Glutamato (20umol)
20 pl, intraplantar

Tempo
de lambedura
(segundos)

Esquema 6: Protocolo da nocicepcédo induzida pelo glutamato.
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3.10. Investigacdo de um Possivel Mecanismo de Acdo Antinociceptivo

Com o objetivo de tentar esclarecer o0 mecanismo de agdo antinociceptivo da
Isatina e seus derivados, os animais foram pre-tratados, por via intraperitoneal, 15
minutos antes da administracdo por via oral do veiculo, Isatina, ISA017 ou ISA155
(dose de 10 mg/kg) com: naloxona (antagonista ndo seletivo de receptor opioide,
1mg/kg), atropina (antagonista ndo seletivo de receptor muscarinico, 1mg/kg), L-
NAME (inibidor da enzima Oxido nitrico sintase, 3mg/kg), mecamilamina (antagonista
néoseletivo de receptor nicotinico, 2mg/kg), glibenclamida (blogqueador do canal de K*
sensivel ao ATP, 2mg/kg), ioimbina (antagonista seletivo de receptor a2-adrenérgico,
2mg/kg), AM251 (antagonista de receptor canabinoide CBj, 1mg/kg) e ondasentrona
(antagonista de 5-HT3, 0,5 mg/kg). Ap6s 30 minutos do tratamento com a Isatina ou
seus derivados, os animais foram submetidos ao teste da placa quente. As doses
utilizadas dos antagonistas foram escolhidas baseando-se em dados da literatura,
(SANTOS e cols., 2005; PIETROVSKI e cols., 2006; MARCON e cols., 2009) e de

nosso préprio grupo (PINHEIRO e cols., 2010).
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3.11. Avaliacdo do Envolvimento das Fibras Sensiveis a Capsaicina

Seguindo o0 modelo proposto por Santos e Cols. (2005), camundongos neonatos
(2 dias de vida) foram tratados uma Unica vez com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) com o
propdsito de induzir a degeneracéo irreversivel de neurdnios aferentes ndo mielinizados,
especialmente as fibras C) e com o objetivo de explorarmos o papel das fibras sensiveis
a capsaicina no efeito antinociceptivo da Isatina e seus derivados Os animais controle
receberam, 0 mesmo volume de veiculo utilizado para dissolver a capsaicina. Apos 8
semanas, para confirmar a dessensibilizagdo das fibras C causada pela capsaicina, foi
feita a instilacdo intraocular de 50 uL de capsaicina (0,01%) e foi quantificado o
numero de movimentos de limpeza ocular (piscadas) durante 1 minuto como (SANTOS
e cols., 2005). Estes animais foram submetidos ao modelo da formalina, no dia seguinte
apos a confirmacdo da dessensibilizacdo, Os animais foram tratados com o veiculo,
Isatina, ISA017 ou ISA155 (dose de 10mg/kg, v.0.). O protocolo experimental seguiu o

esquema abaixo (Esquema 7).
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12 etapa

Camundongos neonatos
(2 dias de vida)

3 grupos: injecao
subcutanea (s.c.) de
capsaicina (50mg/kg-10ul);
1 grupo (veiculo): injecdo
s.c. de 5% etanol, 5% tween
80 e 90% de salina (10ul);

22 etapa

Camundongos adultos
(6-8 semanas depois)

)

Teste para” confirmar a
dessensibilizacdo das
fibras C pela capsaicina;

4

Instilagdo intraocular
de 50ul de capsaicina
0,01%;

Quantificagdao do n2 de
movimentos de limpeza
ocular (durante 1 minuto)

32 etapa

Modelo da Formalina
(v.0.: veiculo, ISATINA,
ISAO017 ou ISA155
(10mg/kg))

Tempo
de lambedura
(segundos)

Esquema 7: Protocolo de avaliacdo do envolvimento das fibras sensiveis a capsaicina.
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3.12. Modelo da Hiperalgesia Térmica (Teste da placa quente modificado)

Segundo Sammons e cols. (2000), o modelo da hiperalgesia térmica segue 0s
principios do modelo da placa quente, porém com algumas modificacdes, visto que
neste caso hé a inducdo da resposta inflamatoria aguda.

O camundongo foi colocado sobre uma placa aquecida & temperatura de 55° +
1°C. O tempo, em segundos, que o animal demorou para saltar e/ou lamber a pata
posterior direita, foi registrado com o auxilio de um cronémetro e denominado de
“tempo de laténcia”.

Foram realizadas duas medidas controles (C1 e C2) com intervalo de 30 minutos
antes da administracdo por via oral com o veiculo, Isatina, ISA017 ou ISA155. A média
das medidas controles foi denominada “linha de base”. Meia hora ap6s a administracdo
por via oral das substancias foi feita uma inje¢éo intraplantar de carragenina 2%, na pata
posterior direita do animal (25 pL/pata). Foram realizadas varias medidas dos tempos de
laténcia com intervalos de 1 hora entre cada uma delas (de 1lhora até 6 horas). Com o
objetivo de se evitar danos teciduais, se estabeleceu um tempo maximo de exposicao
das patas do animal a placa aquecida, representado como trés vezes o valor da linha de
base e denominado tempo de corte (ou “cut-off”’). Redugdes no tempo de permanéncia
do animal sobre a placa aquecida, observadas nos diferentes tempos ap6s a injecao de
carragenina foram tomadas como indicativo do desenvolvimento da hiperalgesia

inflamatoria. (LAVICH e cols., 2005).

39



3.13. Avaliagéo do Desempenho Locomotor e Atividade Espontanea
3.13.1. Modelo do Rota-rod

Para avaliar o efeito da Isatina e seus derivados no desempenho locomotor dos
camundongos utilizou-se o aparelho de rota rod. O aparelho contém uma barra de ferro
giratoria com velocidade regulavel em rotacdes por minuto (8 rpm, 3,7 cm de didmetro)
(DUNHAM e MIYA, 1957; GODOQY e cols.,, 2004). Vinte e quatro horas antes dos
experimentos, todos os animais foram treinados até que eles pudessem permanecer no
aparelho durante 60 segundos sem cair. No dia do experimento, os camundongos foram
tratados com veiculo, Isatina, ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg, v.0.) e testados no rotarod
desde 0,5 até 3,5 h ap0s a sua administracdo. O nimero de quedas dos camundongos foi
contabilizado até 240 segundos. O protocolo experimental seguiu o esquema abaixo

(Esquema 8).
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Tempo (horas)

0 0,5 1 2

|

Observar por 4 minutos
o n2 de quedas

Veiculo de cada animal nos respectivos tempos
ISATINA (0,5,1,2¢e3,5h)
ISAO17

0amLve) «/ / f / ‘J /

“1‘

Esquema 8: Protocolo do modelo do rota-rod.



3.13.2. Modelo do Campo Aberto

Este teste foi baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946), validado por
Archer (1973) e adaptado por Barros e cols. (1991) e permite uma avaliagdo da
atividade estimulante ou depressora de um dado composto, podendo ainda indicar
atividades mais especificas como acéao ansiolitica.

Os camundongos receberam, por via oral, o veiculo, Isatina, ISA017 ou ISA155
(10mg/kg) e 60 minutos apds o tratamento eles foram colocados individualmente em
uma camara de observagdo, cujo piso era dividido em 50 quadrados (5 cm x 5
centimetros), sendo avaliado a atividade exploratéria dos animais (O nimero total de
quadrados percorridos pelos animais foi contado durante 5 minutos. O protocolo

experimental seguiu o esquema abaixo (Esquema 9).
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Tempo (horas)

0 0,5 1 2

|

Observar por 5 minutos
o n2 de quadrados

Veiculo gue cada animal percorre no campo de
ISATINA observagdo nos respectivos tempos (0,5,
ISA017 1,2 e3,5h)

ISA155

60 cm

(0,2mL,v.0.)

-

light level 365 lux

Esquema 9: Protocolo do modelo do campo aberto.



3.14. Toxicidade

Durante os procedimentos experimentais ndo foram observados quaisquer
efeitos que indicassem sinais de toxicidade da ISATINA ou de seus derivados, nos
animais tratados nas diferentes doses testadas. Foram feitas observac¢des considerando
alteracdo da locomocao, alteragdo do tdnus muscular, contor¢des abdominais, alteragéo
na frequéncia respiratoria, sedacdo, hipnose, agressividade, hiperexcitabilidade,
convulsoes, diarreia, piloerecéo, sialorréia, alergia e morte.

Ao final dos experimentos, os animais sofreram eutanasia por deslocamento
cervical, os estbmagos e intestinos foram retirados e observados quanto a presenca ou
auséncia de gases ou outras alteracOes visiveis. Os estdbmagos foram abertos pela grande
curvatura e, na regido interna, foi avaliado o aparecimento de ulceras, pontos,
hemorragicos ou feridas.

3.15. Anélise Estatistica

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados entre 5 e 8 animais por
grupo. Os resultados sdo apresentados como a média + desvio padrdo (d.p.). A
significancia estatistica entre os grupos foi calculada pelo teste de analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Bonferroni, utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
Os valores de p menores de 0,05 (*p < 0,05) foram considerados como indicativos de

significancia.
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4. RESULTADOS
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4.1. Efeito no modelo da formalina

A administracdo intraplantar de formalina (2,5%) desencadeia uma nocicepgéo
caracterizada por duas fases distintas, onde a primeira fase é denominada neurogénica e
ocorre entre 0 momento da injecdo da formalina e 5 minutos apos a aplica¢do da mesma
e a segunda fase, denominada inflamatoria, que ocorre entre 15 e 30 minutos apos a
injecdo da formalina.

No grupo de animais tratados oralmente com o veiculo, o tempo em que 0s
animais permaneceram lambendo as patas foi de 52,4 + 2,6 segundos na 12 fase e de
231,9 + 3,6 segundos na 22 fase. O &cido acetilsalicilico (AAS, 200 mg/kg) e a morfina
(2,5 mg/kg) foram utilizados como farmacos de referéncia. No grupo pré-tratado
oralmente com AAS, 60 minutos antes da injecdo de formalina, o tempo obtido na 12
fase foi de 45,7 = 4,1 segundos e na 22 fase foi de 109,6 £ 5,6 segundos, com inibicdo de
52,7% na 22 fase. No grupo pré-tratado oralmente com morfina o tempo obtido na 12
fase foi de 28,8 + 3,7 segundos e na 2° fase foi de 45,7 = 6,1 segundos, com
consequente inibicdo de 45% na 1@ fase e 80,3% na 22 fase.

O gréfico 1 mostra que a Isatina foi capaz de inibir significativamente a 12 fase
da resposta a formalina nas 2 maiores doses (1 e 10 mg/kg), com valores de inibicéo de
29,9% e 26,3%, respectivamente. Quando a 22 fase da resposta a formalina foi estudada,
observou-se que as 3 doses (0,1, 1 e 10 mg/kg)foram capazes de reduzir
significativamente o tempo que o animal permaneceu lambendo a pata,com valores de
inibicdo de 19,1%, 38,8% e 35,5%, respectivamente.

A ISA017 e a ISA155 foram capazes de inibir significativamente e em todas as
doses testadas a 12 e a 22 fase da resposta a formalina (valores de inibicdo: 12 fase
(ISA017: 0,1 mg/kg: 27,7%; 1mg/kg: 42,5% ; 10 mg/kg: 33,4%; ISA155: 0,1

mg/kg:41% ; 1mg/kg:38,5% ; 10 mg/kg: 58,4%) e 22 fase:(ISA017: 0,1 mg/kg: 29,1% ;
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1mg/kg: 23,8% ; 10 mg/kg: 66,6%; ISA155: 0,1 mg/kg: 32,5% ; 1mg/kg: 36,8% ; 10
mg/kg: 64,9%).

Podemos observar que a ISA 017 e ISA155 na dose de 10 mg/kg, na 22 fase do
modelo da formalina, foram capazes de reduzir de maneira significativa o tempo de
lambedura se comparado com o veiculo e também com o AAS.

Também diminuem em relac¢do ao grupo tratado com a morfina.
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Graéfico 1: Efeito da Isatina, ISA017 e ISA155 no modelo da formalina. Os animais foram pré-
tratados oralmente com veiculo (PBS), 4cido acetilsalicilico (AAS, 200 mg/kg), morfina (2,5
mg/kg) ou a lsatina, ISA017 ou ISA155 (0,1, 1 ou 10 mg/kg), 60 minutos antes da injecao
intraplantar de formalina (2,5%). Os resultados sdo expressos como meédia + d.p. do tempo em
que os animais permaneceram lambendo a pata injetada com a formalina (n=6-8). A
significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os grupos tratados com a lsatina,
ISA017, ISA155 ou AAS e o veiculo (*) e entre os grupo tratado com a lIsatina, ISA017 ou
ISA155e 0 AAS (#) por ANOVA seguida do pés-teste de Bonferroni.

4.2. Efeito no Modelo da Placa Quente

Como a Isatina e seus derivados mostraram resultado significativo na 12 fase do
modelo da formalina, uma fase neurogénica, decidimos avaliar uma possivel atividade
antinociceptiva central das substancias. Para tanto, utilizamos 0 modelo da placa quente.

Os animais foram tratados com a Isatina, ISA017 ou ISA155, nas doses de 0,1, 1
ou 10 mg/kg. Os efeitos antinociceptivos das trés substancias foram comparados com o
da morfina, na dose de 2,5 mg/kg.O grupo de animais tratados com a Isatina
apresentou, na dose de 10 mg/kg, 120 e 150 minutos ap6s a sua administracdo, um
efeito antinociceptivo com percentual de aumento em relacdo a linha de base de 70% e
76%, respectivamente, sendo superior aos valores da morfina (Gréfico 2).

Os animais tratados com a ISA017 apresentaram, também na dose de 10 mg/kg,
e no tempo de 60, 120 e 150 minutos e ap6s a sua administragdo, um efeito
antinociceptivo com percentual de aumento em relacdo a linha de base de 65,9%,
66,7% e 59,7%, respectivamentee na dose de 0,1 mg/kg, nos tempos de 90 e 120
minutos (grafico 3)Ja o grafico 4, mostra que o tratamento com a ISA155, nas doses de

1 e 10 mg/kg, 120 e 150 minutos apds a sua administracdo, um efeito antinociceptivo
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com percentual de aumento em rela¢do a linha de base de 70,3% e 68,8, e 61,8% e
62,3%, respectivamente.

Ao compararmos no tempo de efeito méximo da ISA017 e ISA155 (120
minutos) o seu efeito antinociceptivo com o efeito da morfina, observamos que nas
doses de 10 mg/kg (ISA017) e de 1 mg/kg (ISA155) estas duas substancias se

mostraram significativamente mais eficaz do que o analgésico opioide

50



100+

—— Veiculo
75 —— Morfina
= 0,1 mg/kg
M 5p- —— 1 mg/kg
% —=— 10 mg/kg
<

N
ol
1

o
1

30 60 90 120 150 180
Minutos

Gréfico 2: Efeito da Isatina no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (PBS), morfina (2,5 mg/kg) ou a Isatina (0,1, 1 ou 10 mg/kg). O tempo
necessario para o animal lamber as patas ou saltar da placa aquecida foi quantificado em
segundos. Os resultados sdo expressos como média * d.p. do percentual de aumento em relagdo
a linha de base (n=6-8). A significancia estatistica (p < 0,05) foi calculada entre 0s grupos
tratados com a Isatina ou morfina e o veiculo (*) e entre 0s grupos tratados com a lIsatina e a
morfina (#), por ANOVA seguida do pos-teste de Bonferroni.
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Gréfico 3: Efeito da ISA017 no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (PBS), morfina (2,5 mg/kg) ou a ISA017(0,1, 1 ou 10 mg/kg). O tempo
necessario para o animal lamber as patas ou saltar da placa aquecida foi quantificado em
segundos. Os resultados sdo expressos como média + d.p. do percentual de aumento em relagdo
a linha de base (n=6-8). A significancia estatistica (p < 0,05) foi calculada entre 0s grupos
tratados com a Isatina ou morfina e o veiculo (*) e entre os grupos tratados com a lIsatina e a
morfina (#), por ANOVA seguida do pés-teste de Bonferroni.
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Gréfico 4: Efeito da 1SA155 no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (PBS), morfina (2,5 mg/kg) ou a ISA155(0,1, 1 ou 10 mg/kg). O tempo
necessario para o animal lamber as patas ou saltar da placa aquecida foi quantificado em
segundos. Os resultados sdo expressos como média + d.p. do percentual de aumento em relagdo
a linha de base (n=6-8). A significancia estatistica (p < 0,05) foi calculada entre os grupos
tratados com a Isatina ou morfina e o veiculo (*) e entre os grupos tratados com a lIsatina e a
morfina (#), por ANOVA seguida do pos-teste de Bonferroni.
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Quando os resultados expressos em tempo de laténcia ao longo do tempo foram
convertidos em um grafico em forma de area sob a curva (ASC) foi observado que o
tratamento com a Isatina, ISA017 ou ISA155 tiveramum efeito antinociceptivo que nao
apresentou um perfil dose-dependente. Foi observado que a Isatina, ISA017 e ISA155
em todas as trés doses testadas foram capazes de aumentar a ASC se comparada com o
grupo tratado com o veiculo. A ISA017, na dose de 10 mg/kg e a ISA155, na dose de 1
mg/kg tambem foram capazes de aumentar a ASC em relagdo ao grupo tratado com

morfina (grafico 5).
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Gréfico 5: Area sob a curva (ASC) do efeito antinociceptivo da Isatina, ISA017 e ISA155 no
modelo da placa quente. Os resultados séo expressos como média da ASC + d.p. (n=6-8). A
significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os grupos tratados com a lsatina,
ISA017, ISA155 ou morfina (2,5 mg/kg) e o veiculo (*) e entre os grupos tratados com a
Isatina, ISA017 ou ISA155 e a morfina (#), por ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni.
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4.3. Efeito no Modelo de Nocicepcdo Induzida pela Injecdo Intraplantar de
Capsaicina

Com objetivo de avaliarmos se os receptores TRPV-1 estariam envolvidos na
antinocicepgdo da Isatina, ISA017 e ISA155, utilizamos o modelo de algesia induzida
pela injecéo intraplantar de capsaicina, como descrito por Sakurada e cols. (1992). A
injecdo intraplantar de capsaicina induz uma resposta nociceptiva aguda através da
ativacdo de receptor TRPV-1, expresso em neurdnios sensitivos na periferia. O gréafico
6, mostra que o pré-tratamento dos animais com a Isatina, ISA017,nas 3 doses testadas
ou ISA155, na dose de 0,1 mg/kg, foram capazes de causar reducdo significativa do
tempo de lambedura dos animais submetidos a nocicepcéao induzida pela capsaicina,. Os
resultados obtidos podem ser comparados ao efeito antinociceptivo apresentado pelo
pré-tratamento intraplantar com capsazepina (10 nmol/pata, um antagonista do receptor
TRPV-1) que reduziu em 67,8% o efeito da capsaicina (96,7 + 3,4 segundos no grupo

veiculo versus 32,5 £ 2,9 segundos no grupo pré-tratado com o antagonista).

56



e
Q O DN
S 3 3

1 Veiculo
60- 1 Capsazepina

*
*
* * *
%* B 0,1 mg/kg
407 ¥ . « @ 1 mg/kg
20- D ' . BN 10 mg/kg
0_ _—

ISATINA ISAO17 ISA155

Tempo de lambedura (segundos)

Gréfico 6: Efeito antinociceptivo da Isatina, ISA017 e ISA155 no modelo de nocicepgao
induzida pela injecéo intraplantar de capsaicina. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo, Isatina, ISA017 ou ISA155 (0,1, 1 ou 10 mg/kg), 60 minutos da injecdo intraplantar de
capsaicina (5,2 nmol/pata). Os resultados sdo expressos como média + d.p. do tempo de
lambedura (em segundos) (n=6-8). A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os
grupos tratados com capsazepina (10 nmol/pata), Isatina, 1S017 ou ISA155 e o veiculo (*) por
ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni.
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Com o objetivo de avaliar se as substancias testadas poderiam gerar seu efeito
antinociceptivo por uma acao local e/ou sem sofrer metabolizacdo pelo sistema hepatico
(que pode ocorrer quando sdo administradas por via oral), resolvemos administrar a
Isatina, ISA017 ou ISA155 pela via intraplantar para ver se o efeito gerado iria ser
diferente ou similar aquele gerado pela administracéo oral.

O gréafico7, mostra que a Isatina, ISA017 ou ISA155 quando administradas por
via intraplantar na dose de 25 nmol/pata, 15 minutos antes da injecdo de capsaicina
também reduziram o tempo de lambedura da pata se comparado com o grupo veiculo,
ou seja, a administracdo oral e intraplantar apresentam um perfil semelhante quanto a

inibicdo da nocicepcdo produzida pela capsaicina.
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Gréfico 7: Efeito antinociceptivo da lIsatina, ISA017 e ISA155 (via intraplantar) no modelo de
nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina. Os animais foram pré-tratados por
via intraplantar com veiculo, Isatina, ISA017 ou ISA155 (25 nmol/pata), 15 minutos da injecdo
intraplantar de capsaicina (5,2 nmol/pata). Os resultados sdo expressos como média + d.p. do
tempo de lambedura (em segundos) (n=6-8). A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada
entre 0s grupos tratados com capsazepina (10 nmol/pata), Isatina, 1IS017 ou ISA155 e o veiculo
(*) por ANOVA seguida de p6s-teste de Bonferroni.
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4.4. Efeito no Modelo de Nocicepcdo Induzida pela Injecdo Intraplantar de
Glutamato

Diversas evidéncias indicam o envolvimento do glutamato na transmissdo
nociceptiva por fibras aferentes primarias, assim como no desenvolvimento e na
manutencdo da responsividade a dor (AANONSEN e WILCOX, 1990; BUDAI e cols.,
1995; CARLTON, 2001). O glutamato evoca uma resposta nociceptiva de curta
duracdo, mediada por receptores NMDA e ndo NMDA, através da excitacdo e
sensibilizacdo de nociceptores presentes na periferia e em locais de acdo tanto espinhal
como supra-espinhal. A fim de investigar se a acdo glutamatérgica estava envolvida na
antinocicepcdo da lIsatina, ISA017 e ISA155, avaliamos se o pré-tratamento dos animais
com estas substancias seria capaz de reverter o efeito antinociceptivo de corrente da
injecdo intraplantar de glutamato.

O pré-tratamento dos animais com a lIsatina, ISA017 ou ISA155 causou, nas
doses de 1 e 10 mg/kg, reducdo significativa do tempo de lambedura da pata, nos
animais submetidos a nocicepcao induzida pelo glutamato.

Na dose de 1 mg/kg, a Isatina, ISA017 e ISA155 reduziram em 48,6% (66,6
+3,5 segundos), 54,5% (59 + 2,9 segundos) e 58,6% (53,6 = 4,9 segundos),
respectivamente, o tempo de lambedura, quando comparados ao grupo tratado com o
veiculo (129,6 £ 4,5). Ja na dose de 10 mg/kg, as trés substancias testadas reduziram em
69,8% (39,1 = 2,3 segundos), 75,4% (31,9 £ 3,2 segundos) e 76,8% (30 + 1,9
segundos), respectivamente quando comparados com o grupo tratado com o veiculo

(gréfico 8).
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Gréfico 8: Efeito antinociceptivo da lIsatina, ISA017 e ISA155 no modelo de nocicepgao
induzida pela injecdo intraplantar de glutamato. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo, Isatina, ISA017 ou ISA155 (0,1, 1 ou 10 mg/kg), 60 minutos da injecdo intraplantar de
glutamato (20 pmol/pata). Os resultados sdo expressos como média + d.p. do tempo de
lambedura (em segundos) (n=6-8). A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os
grupos tratados com lIsatina, ISA17 ou ISA155 e o veiculo (*) por ANOVA seguida de pds-teste

de Bonferroni.
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4.5. Investigacdo do Mecanismo de Acdo Antinociceptiva

Como a Isatina, ISAO017 e ISA155 mostraram efeito antinociceptivo
significativo, resolvemos investigar a a participacdodos diferentes sistemas enddgenos
envolvidos tanto na transmissao do impulso nociceptivo quanto na ativacdo de vias que
participam do controle da nocicepcao.

Dessa forma, os animais foram pré-tratados com diferentes antagonistas dos
principais receptores participantes dos mecanismos inibitérios da dor e, apés 15
minutos, receberam a injecdo da Isatina, ISA017 ou ISA155, na dose de 10 mg/kg. esta
dose foi a escolhida por ter apresentado o melhor efeito antinociceptivo. As doses dos
antagonistas utilizados foram escolhidas a partir de experimentos previamente

realizados pelo nosso grupo e conforme descrito por Pinheiro e colaboradores (2010).

4.5.1. Avaliacdo da Participacao do Sistema Opioide

Os animais foram pré-tratados com naloxona (dose de 1mg/kg, por via
intraperitoneal), um antagonista ndo seletivo dos receptores opioides.Posteriormente
receberam a administracdo, por via oral, da Isatina, ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg) e
foram submetidos a avaliacao da resposta nociceptiva nomodelo da placa quente.

Os resultados, apresentados na forma deASC do efeito da Isatina, ISA017 e
ISA155 mostram que o pré-tratamento com naloxona foi capaz de inibir de maneira
significativa o efeito antinociceptivo das trés substancias testadas.

O valor da ASC nos animais tratados com a Isatina foi de 5.160. Apds o pré-
tratamento com naloxona os valores da ASC foram reduzidos paral.566.A naloxona
tambem foi capaz de inibir o efeito da ISAQ017, reduzindo valores de ASC de 7.622 para

1.458. O mesmo foi observado coma ISA155, onde a naloxona reduziu os valores de
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ASC de 6.319 para 1.302, indicando uma participagdo do sistema opioide na agédo

antinociceptiva dessas substancias (gréafico 9).

15000+

10000+ *

5000+

Ve

Area sob a curva (ASC)

Q
\

| 8 N 8 S
R AN
O N K\ P
QQ’ %?“ \6 \6?“

Gréfico 9: Avaliacdo da participacdo do sistema opioide sobre a antinocicep¢do da
Isatina, ISA017 e ISA155 no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados
com naloxona (1 mg/kg, i.p.), 15 minutos antes da administracdo oral da lsatina,
ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg). Os resultados sdo expressos como média + d.p. da ASC
(n=6-8). A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os grupos tratados com
Isatina, ISA017 ou ISA155 e o veiculo (*) e entre os grupos tratados com veiculo+Naloxona,
Isatina+Naloxona, ISA017+Naloxona ou ISA155+Naloxona e 0s seus respectivos grupos
controles veiculo, lsatina, ISA017 e ISA155 (#) por ANOVA seguida de poés-teste de

Bonferroni.
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4.5.2. Avaliacdo da Participacdo do Sistema Nitrérgico

Os animais foram pré-tratados com L-NAME, um inibidor da enzima 6xido
nitrico sintase, na dose de 3 mg/kg por via intraperitoneal. Apds a administracdo por via
oral com a lIsatina, ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg), os animais foram avaliados pelo
modelo da placa quente.

O efeito antinociceptivo da ISA017 e ISA155 foi inibido significativamente pelo
pré-tratamento dos animais com L-NAME, obtendo-se uma ASC de 1874 (ISA017 + L-
NAME) versus7622 (ISA017) e de 1676 (ISA155 + L-NAME) versus 6319 (ISA155).
Estes resultados indicam a participacdo do NO na a¢do antinociceptiva da ISA0L17 e

ISA155 (Grafico 10).
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Gréfico 10: Avaliacdo da participacdo do sistema nitrérgico sobre a antinocicepcao da
Isatina, ISA017 e ISA155 no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados
com L-NAME (3 mg/kg, i.p.), 15 minutos antes da administracdo oral da Isatina,
ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg). Os resultados sdo expressos como média + d.p. da ASC
(n=6-8). A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os grupos tratados com
Isatina, ISA017 ou ISA155 e o veiculo (*) e entre os grupos tratados com veiculo+L-NAME,
Isatina+L-NAME, ISA017+L-NAME ou ISA155+L-NAME e 0s seus respectivos grupos

controles veiculo, Isatina, ISA017 e ISA155 (#) por ANOVA seguida de poés-teste de
Bonferroni.
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4.5.3. Avaliacao da Participacédo do Sistema Colinérgico

Os animais foram pré-tratados por via intraperitoneal com atropina, antagonista
ndo seletivo dos receptores muscarinicos, na dose de 1 mg/kg ou com mecamilamina,
antagonista dos receptores nicotinicos, na dose de 2 mg/kg. Apo6s o tratamento por via
oral com a lIsatina, ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg), os animais foram avaliados no
modelo da placa quente. O pré-tratamento dos animais com a atropina foi capaz de
prevenir os efeitos antinociceptivos das 3 substancias, obtendo-se uma ASC de 1966
(Isatina + atropina) versus 5160 (lsatina), de 1897 (ISA017 + atropina) versus 7622
(ISA017) e de 1676 (ISA155 + atropina) versus 6319 (ISA155). Estes resultados
indicam a participacdo do NO na acdo antinociceptiva da ISA017 e ISA155.

Entretanto, o pré-tratamento dos animais com a mecamilamina foi capaz de
inibir apenas o efeito antinociceptivo da ISA155, obtendo-se uma ASC de 1864
(ISA155 + mecamilamina) versus 6319 (ISA155) e esse mesmo antagonista resultou em
aumento da ASC no efeito antinociceptivo da Isatina e ISA017 em relacdo ao grupo

tratado com o veiculo (gréafico 11).
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Gréfico 11: Avaliagdo da participacdo do sistema colinérgico sobre a antinocicep¢édo da
Isatina, ISA017 e ISA155 no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados
com atropina (1 mg/kg, i.p.) ou mecamilamina (2 mg/kg), 15 minutos antes da
administracdo oral da Isatina, ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg). Os resultados s&o
expressos como média + d.p. da ASC (n=6-8). A significancia estatistica de p < 0,05 foi
calculada entre os grupos tratados com lIsatina, ISA017 ou ISA155 e o veiculo (*) e entre 0s
grupos tratados com  veiculo+Atropina, Isatina+Atropina, ISAQ17+Atropina ou
ISA155+Atropina, veiculo+mecamilamina, Isatina+mecamilamina, ISA017+mecamilamina ou
ISA155+mecamilamina, e 0s seus respectivos grupos controles veiculo, Isatina, ISA017 e
ISA155 (#) por ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni.
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4.5.4. Avaliacéo da Participagdo do Canal de K* sensivel ao ATP

Os animais foram pré-tratados com glibenclamida, bloqueador da canal de K*
sensivel ao ATP, na dose de 2 mg/kg por via intraperitoneal e posteriormente tratados
por via oral com a Isatina, ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg) e avaliados no modelo da
placa quente.

Os resultados mostram que a o pré-tratamento com a glibenclamida foi capaz de
inibir os efeitos antinociceptivos da ISA017 e ISA155, obtendo-se uma ASC de 1605
(ISA017 + glibenclamida) versus 7622 (ISA017) e de 1540 (ISA155 + glibenclamida)
versus 6319 (ISA155). Esses resultados sugerem o envolvimento dos canais de K* na

acdo antinociceptivo dessas duas substancias (Grafico 12).
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Grafico 12: Avaliacio da participacio do canal de K* sensivel ao ATPsobre a
antinocicepgdo da Isatina, ISA017 e ISA155 no modelo da placa quente. Os animais
foram pré-tratados com glibenclamida (2 mg/kg, i.p.), 15 minutos antes da
administracdo oral da lIsatina, ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg). Os resultados sdo
expressos como média + d.p. da ASC (n=6-8). A significancia estatistica de p < 0,05 foi
calculada entre os grupos tratados com lIsatina, ISA017 ou ISA155 e o veiculo (*) e entre os
grupos tratados com veiculo+glibenclamida, Isatina+glibenclamida, ISA017+glibenclamida ou
ISA155+glibenclamida e 0s seus respectivos grupos controles veiculo, lIsatina, ISA017 e
ISA155 (#) por ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni.
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4.5.5. Avaliacao da Participacdo do Sistema Adrenérgico

Os animais foram pré-tratados com a ioimbina, um antagonista seletivo dos
receptores ap- adrenérgicos, na dose de 2 mg/kg, por via intraperitoneal. Posteriormente,
foram tratados por via oral com a Isatina, ISA017 ou ISA55 (10mg/kg). O efeito
antinociceptivo foi avaliado no modelo da placa quente.

O pré-tratamento com ioimbina ndo foi capaz de inibir de maneira significativa o
efeito antinociceptivo da Isatina, ISA017 e ISA155 esses resultados indicam que ndo ha
participagdo do sistema adrenérgico na acdo antinociceptiva destas substancias (gréfico

13).
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Gréfico 13: Avaliacdo da participacdo do sistema adrenérgico sobre a antinocicepgao
da Isatina, ISA017 e ISA155 no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados
com ioimbina (2 mg/kg, i.p.), 15 minutos antes da administracdo oral da Isatina, ISA017
ou ISA155 (10 mg/kg). Os resultados sdo expressos como média + d.p. da ASC (n=6-8).
A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os grupos tratados com lsatina,
ISA017 ou ISA155 e o veiculo (*) e entre os grupos tratados com veiculo+loimbina,
Isatina+loimbina, ISAO17+loimbina ou ISA155+loimbina e 0S Seus respectivos grupos
controles veiculo, lsatina, ISA017 e ISA155 (#) por ANOVA seguida de pods-teste de
Bonferroni.
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4.5.6. Avaliacdo da Participagdo do Sistema Canabinoide

Os animais foram pré-tratados com AMZ251, antagonista do receptor canabinoide
CB1, na dose de 1 mg/kg. Ap6s o tratamento por via oral com a Isatina, ISA017 ou
ISA155 (10 mg/kg), o efeito antinociceptivo foi avaliado no modelo da placa quente.

Os resultados obtidos mostraram que o pré-tratamento com o antagonista
AM251 ndo foi capaz de inibir o efeito antinociceptivo de nenhuma das trés
substancias, indicando que o sistema canabinoide (via receptor CB1) ndo esté envolvido

na acao antinociceptiva destes compostos (Gréafico 14).
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Graéfico 14: Avaliacdo da participacdo do sistema canabinoide sobre a antinocicepcao
da Isatina, ISA017 e ISA155 no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados
com AM251 (1 mg/kg, i.p.), 15 minutos antes da administracdo oral da Isatina, ISA017
ou ISA155 (10 mg/kg). Os resultados sdo expressos como média + d.p. da ASC (n=6-8).
A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre 0s grupos tratados com lIsatina,
ISA017 ou ISA155 e o veiculo (*) e entre 0s grupos tratados com veiculo+AM251,
Isatina+tAM251, ISA017+AM251 ou ISA155+AM251 e 0s seus respectivos grupos controles
veiculo, Isatina, ISA017 e ISA155 (#) por ANOVA seguida de pds-teste de Bonferroni.
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4.5.7. Avaliacao da Participacdo do Sistema Serotoninérgico

Com o objetivo de avaliar se a acdo antinociceptiva da Isatina, ISA017 e
ISA155 poderia envolver o sistema serotoninérgico através de uma interagdo com 0s
receptores 5-HT3, 0s animais foram pré-tratados com ondasentrona, um antagonista do
receptor serotoninérgico 5-HT3 na dose de 0,5 mg/kg, 15 minutos antes do tratamento
oral com a lIsatina, ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg) e o efeito antinociceptivo foi
avaliado no modelo da placa quente.

O pré-tratamento com a ondasentrona somente foi capaz de inibir
significativamente o efeito antinociceptivo da ISA155, produzindo uma reducéo
significativa da ASC, obtendo-se uma ASC de 2671 (ISA155 + ondasentrona) versus

6319 (ISA155) (gréfico 15).
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Gréfico 15: Avaliagdo da participagdo do sistema serotoninérgico sobre a antinocicepgdo da
Isatina, 1ISA017 e ISA155 no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados com
ondasentrona (0,5 mg/kg, i.p.), 15 minutos antes da administragdo oral da Isatina, ISA017 ou
ISA155 (10 mg/kg). Os resultados sdo expressos como média + d.p. da ASC (n=6-8). A
significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os grupos tratados com lIsatina, ISA017
ou ISA155 e o veiculo (*) e entre os grupos tratados com veiculo+Ondasentrona, Isatina+
Ondasentrona, ISA017+ Ondasentrona ou ISA155+ Ondasentrona e 0s seus respectivos grupos
controles veiculo, Isatina, ISA017 e ISA155 (#) por ANOVA seguida de poés-teste de

Bonferroni.
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4.6. Avaliacao do Envolvimento das Fibras Sensiveis a Capsaicina

Com o objetivo de explorar o papel das fibras sensiveis a capsaicina no efeito
antinociceptivo da Isatina, ISA017 e ISA155 os animais foram tratados com 50 mg/kg
de capsaicina (s.c.) no 2 ° dia de vida com o propdésito de induzir a degeneracéo
irreversivel de neurdnios aferentes ndo mielinizados, especialmente as fibras C (Santos
e cols., 2005)

Primeiramente, foi feita a confirmacdo da dessensibilizagdo das fibras C pela
capsaicina através da quantificacdo do nimero de movimentos de limpeza ocular e foi
observado que o grupo o qual havia sido injetado a capsaicina (50 mg/kg) por via
subcutanea, apresentou 3,5 movimentos de limpeza ocular versus 28,8 se comparado

com o grupo tratado com o veiculo (gréfico 16).
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Grafico 16: Teste para confirmacdo da dessensibilizacdo das fibras C pela capsaicina.
Nos camundongos adultos (8 semanas) foi feita uma instilacdo intraocular de 50 pL de
capsaicina (0,01%) e foi quantificado o nimero de movimentos de limpeza ocular
(piscadas) durante 1 minuto. Os resultados s&o expressos como média + d.p. do nimero

de movimentos de limpeza ocular (n=6-8). A significancia estatistica (* p < 0,05) foi calculada

por ANOVA seguida do pos-teste de Bonferroni.
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O tratamento neonatal dos animais com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) foram capazes de
gerar dessensibilizacdo irreversivel das fibras C e 0os mesmos animais, apos oito
semanas, foram testados no modelo da formalina. O tratamento dos animais com a
Isatina, ISA017 ou ISA155, na dose de 10 mg/kg (dose escolhida para realizar este
experimento, pois foi a que mais inibiu o tempo de lambedura da pata injetada no
modelo da formalina antes realizado) ndo foi capaz de reduzir o tempo de lambedura
tanto na 1% quanto na 22 fase, como observado no primeiro experimento de formalina

realizado (gréafico 17).
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Graéfico 17: Efeito do tratamento com capsaicina em camundongos neonatos no efeito
antinociceptivo da Isatina, ISA017 e ISA155 no modelo da formalina. Os animais foram
pré-tratados oralmente com veiculo (PBS), Isatina, ISA017 ou ISA155 (10 mg/kg), 60 minutos
antes da injecdo intraplantar de formalina (2,5%). Os resultados sdo expressos como média +
d.p. do tempo em que o0s animais permaneceram lambendo a pata injetada com a formalina
(n=6-8). A significancia estatistica (* p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com a
ISA017 ou AAS e o veiculo por ANOVA seguida do pds-teste de Bonferroni.
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4.7. Modelo da Hiperalgesia Térmica (Teste da placa quente modificado)

Com o objetivo de avaliar se a Isatina, ISA017 e ISA155 também poderiam ter
seu efeito antinociceptivo modulado através da inibicdo da nocicepcao associada a dor
inflamatoria aguda foi feito 0 modelo da hiperalgesia térmica.

A injecédo intraplantar de carragenina (25 pL, 2%) no grupo tratado oralmente
com o veiculo produziu uma hiperalgesia térmica tempo-dependente que persistiu até 6
horas ap6s a injecdo da mesma, sendo a hiperalgesia mais evidenciadano tempo de 4
horas, diminuindo o tempo de laténcia, ou seja, diminuindo o limiar de dor dos animais.

Uma reducéo significativa no tempo de laténcia (segundos) foi observada 4 e 6
horas apds a injecdo de carragenina, reduzindo o tempo 8,45 £+ 2,9 segundos (1 hora
apos a injecdo) para 2,66 + 3,1 segundos e 3,18 + 1,8 segundos, 4 e 6 horas apos,
respectivamente.

O gréfico 18 mostra que a lIsatina, administrada por via oral,ndo foi capaz de
aumentar ou diminuir o tempo de laténcia dos animais, nas trés doses testadas e também
nos quatro tempos avaliados, sugerindo que esta substancia ndo inibe mecanismos de
dor com componente inflamatério.

Porém, o tratamento por via oral com a ISAS017 foi capaz de aumentar o tempo
de laténcia dos animais na placa quente no tempo de 6 horas ap6s a injecdo de
carragenina, nas doses de 1 e 10 mg/kg, sugerindo que esta substancia possa atuar
inibindo a liberagdo de componentes inflamatdrios, aumentando o limiar de
excitabilidade da fibra nervosa (gréfico 19).

Ja o grafico 20, mostra que o tratamento oral com a ISA155 foi capaz de
aumentar o tempo de laténcia dos animais na placa quente no tempo de 4 e 6 horas apés
a injecdo de carragenina, nas doses de 1 e 10 mg/kg, sendo o efeito mais pronunciado no
tempo de 6 horas, sugerindo que esta substancia seja ainda mais eficaz em modelos de
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hiperalgesia térmica, onde também se avalia o0 processo de dor inflamatéria gerada pela

injecéo de carragenina.
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Grafico 18: Efeito da Isatina no modelo da hiperalgesia térmica. Os animais foram pré-
tratados oralmente com veiculo (PBS) ou a lIsatina (0,1, 1 ou 10 mg/kg) 60 minutos antes da
injecdo intraplantar de carragenina 2% e observados nos tempos de 1, 2, 4 e 6 horas ap0s essa
injecdo.0 tempo necessario para o animal lamber as patas ou saltar da placa aquecida foi
quantificado em segundos. Os resultados sdo expressos como média + d.p. do tempo de
lambedura. A significancia estatistica (* p < 0,05) foi calculada por ANOVA seguida do pds-
teste de Bonferroni.
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Grafico 19: Efeito da ISA017 no modelo da hiperalgesia térmica. Os animais foram pré-
tratados oralmente com veiculo (PBS) ou a ISA017 (0,1, 1 ou 10 mg/kg) 60 minutos antes da
injecdo intraplantar de carragenina 2% e observados nos tempos de 1, 2, 4 e 6 horas apds essa
injecdo.0 tempo necessario para o animal lamber as patas ou saltar da placa aquecida foi
quantificado em segundos. Os resultados sdo expressos como média + d.p. do tempo de
lambedura. A significancia estatistica (* p < 0,05) foi calculada por ANOVA seguida do pds-

teste de Bonferroni.
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Grafico 20: Efeito da ISA155 no modelo da hiperalgesia térmica. Os animais foram pré-
tratados oralmente com veiculo (PBS) ou a ISA155 (0,1, 1 ou 10 mg/kg) 60 minutos antes da
injecdo intraplantar de carragenina 2% e observados nos tempos de 1, 2, 4 e 6 horas ap0s essa
injecd0.0 tempo necessario para o animal lamber as patas ou saltar da placa aquecida foi
quantificado em segundos. Os resultados sdo expressos como média + d.p. do tempo de
lambedura. A significancia estatistica (* p < 0,05) foi calculada por ANOVA seguida do pds-

teste de Bonferroni.
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4.8. Avaliacdo do Desempenho Locomotor e Atividade Espontanea

A fim de descartar a atividade estimulante ou depressora e até uma acdo do tipo
ansiolitica das substancias testadas e verificar se estas poderiam promover incoordenacao
motora dos animais, seja por sedacdo e/ou por relaxamento muscular, foram utilizados os
modelos do campo aberto e Rota-rod, respectivamente.

Ap0bs administracdo da dose de 10mg/kg (v.0.) da Isatina, ISA017 ou ISA155foi
avaliado o desempenho locomotor, quantificando-se o nimero de quedas que cada
animal apresentou no aparelho Rota-rod e observou-se que as trés substancias nédo
foram capazes de aumentar ou diminuir o nimero de quedas se comparado com 0S
valores do grupo tratado com o veiculo.

O mesmo também foi observado no modelo do campo aberto, o qual se avalia a
atividade espontanea. O tratamento com a lIsatina, ISA017 ou ISA155, na dose de 10
mg/kg ndo foi capaz de aumentar ou diminuir o nimero de quadrados percorridos se

comprado com os valores do grupo tratado com o veiculo (tabela 2).
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Atividade Espontéanea

Horas ap6s tratamento

0,5 1 2 35
N° de quadrados percorridos
Veiculo 56,2+ 7,8 58,4+9,2 52,8+ 122 50+ 6,2
ISATINA 64,6 £9,3 68,4 + 8,2 56,2+ 9,4 59,8+6,9
ISA017 56,4+8,4 48,8 +55 50,2+ 8,5 66,8+ 13,1
ISA155 60,2 £ 8,4 63,4 +8,8 50,8 +4,4 48,2 +5,6
Desempenho Locomotor 0,5 1 2 3,5
N° de quedas do animal
Veiculo 0,2+0,9 0409 0,2+04 0+0
ISATINA 02+04 04+0,9 0,6 +0,5 02+04
ISA017 02+£04 04+05 04+05 0,204
ISA155 02+04 04+£05 0409 02+04

Tabela 2: Efeito da Isatina, ISA017 e ISA155 no desempenho locomotor e atividade

espontanea.
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4.9. Toxicidade

Durante a realizacdo dos protocolos experimentais, ndo foram observadas
alteracdes de comportamento dos animais, tais como sedacdo, perda de coordenagéo
e/ou agitacdo ou outros sinais que indicassem toxicidade da Isatina e seus derivados nas

diferentes doses testadas.
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5. DISCUSSAO
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O objetivo deste trabalho foi investigar uma possivel atividade antinociceptiva
da Isatina e de dois novos derivados.

A lsatina é encontrada em plantas do género Isatis (GUO e CHEN, 1986), nas
espécies Calanthe discolor Lindl. (YOCHIKAWA e cols., 1998)e Couroupita
guianensis Aubl.(BERGMAN e cols., 1985) e em seres humanos como um derivado
metabolico de adrenalina (ISCHIA e cols., 1998; PALUMBO e cols., 1989; HALKET e
cols., 1991). Atua inibindo a monoamina oxidase (MAQO) e promovendo uma acgéo
antagonista do peptideo natriurético atrial e da ativacdo da guanilato ciclase
(MEDVEDEV e cols., 2007; CHEN e cols., 2011).

Como a lsatina possui uma grande versatilidade sintética, houve interesse na
sintese de novas moléculas a partir da molécula de Isatina. Assim, o grupo liderado pelo
professor Angelo da Cunha Pinto, do Instituto de Quimica, UFRJ foi o primeiro a
utilizar a Isatina como matéria prima para a sintese de diversas outras moléculas
(GARDEN e cols., 1997).

O primeiro modelo utilizado para iniciar os estudos foi 0 modelo da formalina.
Este teste representa um modelo de estudo de dor moderada e tonica (HUNSKAARe
cols., 1985). Apresenta duas fases distintas, as quais refletem dois tipos diferentes de
dor. A primeira fase (dor neurogénica) é caracterizada pela estimula¢do quimica direta
dos nociceptores, predominantemente fibras aferentes do tipo C e, em parte, as do tipo
Ad, enquanto a segunda fase (fase inflamatoria) € caracterizada pelo surgimento de um
processo inflamatério local, onde ha liberacdo de varios mediadores quimicos pro-
inflamatdrios (CHICHORRO e cols., 2004).

Além disso, a injecdo intraplantar da formalina também é capaz de degranular
mastocitos, causando a liberagdo de histamina e serotonina (PARADA e cols., 2001).

Esses mediadores, por sua vez, ativam os nociceptores, promovendo também a liberacao
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de neuropeptideos como substancia P (sP), neurocinina A, neurocinina B e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina CGRP, nos terminais periféricos dos aferentes
primarios (SANTOS e CALIXTO, 1997).

Segundo resultados descritos na literatura, a primeira fase esta associada com a
liberagdo de varios mediadores quimicos como sP, o glutamato e a bradicinina,
enquanto que na segunda fase os mediadores quimicos detectados foram histamina,
serotonina, prostaglandina E2 (PGE;) e bradicinina (HUNSKAAR e HOLE, 1987;
SHIBATA e cols., 1989; TJOLSEN e cols., 1992; CORREA e CALIXTO, 1993;
TJOLSEN e HOLE, 1997).

Farmacos analgésicos possuem acdes diferentes na primeira e na segunda fase
do teste da formalina. Os opioides possuem acdo central e inibem as duas fases
similarmente. Por outro lado, fArmacos com acgéo periférica, como os anti-inflamatorios
ndo esteroidais (AINEs) e glicocorticoides, inibem somente a segunda fase
(HUNSKAAR e cols., 1985; HUNSKAAR e HOLE, 1987).

Os resultados obtidos mostraram que a Isatina (com excegdo da dose de 0,1
mg/kg na primeira fase), a ISA017 e a ISA155 nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg foram
capazes de inibir significativamente tanto a primeira fase quanto a segunda fase do
modelo da formalina. Os resultados da primeira fase sugerem uma atividade
antinociceptiva que pode ser decorrente tanto da atuacdo direta em receptores opioides
ou ainda, uma inibicdo na liberacdo de mediadores como serotonina, SP, cininas,
histamina e CGRP. Ja o efeito inibitdrio apresentado pelas 3 substancias na segunda
fase da formalina pode sugerir uma inibigdo na formagéo e/ou liberacdo de metabolitos
do acido araquidbnico, como prostaglandinas e leucotrienos, bem como outros
mediadores inflamatorios como bradicinina, histamina e serotonina, assim como

tambem citocinas, eicosanoides, cininas, glutamato e oxido nitrico (NO).
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Assim, os resultados obtidos no modelo da formalina sugerem que a lIsatina,
ISA017 e ISA155 sdo eficazes ndo apenas na reducdo da dor neurogénica como também
da dor inflamatdria, podendo, ambas estarem envolvidas tanto na inibicdo de vias
centrais e periféricas de geracdo da dor como na inibicdo na producdo e/ou acdo dos
mediadores inflamatorios.

Como as trés substancias apresentaram efeito antinociceptivo periférico, isto nos
motivou a avaliar se eles apresentariam algum efeito antinociceptivo espinhal. Para
tanto, utilizamos o modelo da placa quente.

No modelo da placa quente, um estimulo térmico ativa nociceptores que
transmitem informacdo nociceptiva aguda a regides especificas do sistema nervoso
central (SNC) (p. ex., ativacdo do cdrtex somatossensorial), produzindo uma resposta
organizada, refletindo em uma resposta motora de elevagdo e/ou lambedura das patas
(MOGIL e ADHIKRI, 1999).

Estudos recentes sugerem a participacdo de mecanismos periféricos na
transmissdo da resposta térmica. Assim, além do receptor vaniloide tipo 1(VR-1), outros
receptores como o receptor relacionado ao VR-1(VLR-1) e o canal idnico ativado pelo
estiramento (ASIC) foram clonados e identificados como proteinas termoreceptoras. A
ativacdo destas proteinas causa influxo de ions em neurbnios sensoriais, iniciando o
processo de conducdo da informacgdo nociceptiva térmica (REICHLING e LEVINE,
2000). Desta forma, € possivel observar o envolvimento de mecanismos supra-
espinhais, a nivel taldamico-cortical, através do mecanismo de defesa do animal frente a
um estimulo nocivo (BARS e cols., 2001).

As trés substancias testadas apresentaram efeito antinociceptivo significativo no
modelo da placa quente. Os animais tratados com a Isatina apresentaram elevado tempo

de laténcia frente ao estimulo térmico, sendo o pico maximo observado nos tempos de
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120 e 150 minutos ap6s a sua administracdo (dose de 10 mg/kg). Os animais tratados
com a ISA017 ou com a ISA155 apresentaram, também na dose de 10 mg/kg, e entre 0s
tempos de 60 a 150 minutos apds a sua administracdo, um elevado tempo de laténcia
frente ao estimulo térmico.

A possivel acdo antinociceptiva periférica e central nos levou a investigar se as
substancias também teriam efeito na nocicepcao neurogéncia induzida pela capsaicina.

Sakurada e cols. (1992; 1993) foram os primeiros a demonstrar que a injecao
intraplantar de capsaicina na pata posterior de camundongos causa vigorosa dor,
caracterizada por lambidas e mordidas na pata injetada, sendo esse efeito relacionado
com a dor de origem neurogénica. A capsaicina € uma amina neurotoxica extraida de
plantas do género Capsicum(pimenta vermelha) e que, quando aplicada na pele ou
injetada em animais, produz irritacdo caracterizada por reacdo dolorosa e subsequente
dessensibilizacéo para a dor induzida quimicamente (JANCSO e cols., 1981).

Estudos ja demonstraram que a capsaicina atua através da ativacdo de receptores
especificos, os quais foram denominados de receptores vaniloides do tipo 1 (TRPV-1).
A capsaicina ativa uma distinta subpopulacdo de neurdnios primarios sensoriais, com
corpos celulares na raiz dorsal, ganglios nodoso e trigeminal. Esses neurdnios
transmitem informacgdes nociceptivas para 0 SNC (funcéo aferente), ao passo que suas
terminacGes periféricas sdo sitios de liberacdo de neuropeptideos pré-inflamatérios
(funcéo eferente). A susceptibilidade & capsaicina distingue estes neur6nios aferentes
primarios (GAMSE e cols., 1981; SZOLCSANY, 1985; LEMBECK, 1988; OH e cols.,
1996; CATERINA e cols., 1997, 2000;SANTOS e CALIXTO, 1997). Tais receptores
estdo acoplados a um canal i6nico permeavel a cations mono e divalentes que, quando
ativados, levam a uma despolarizacdo e excitabilidade de neurénios resultando na

liberacdo de neuropeptideos, como a sP, neurocinina A, neurocinina B, aminoacidos
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excitatorios, NO, CGRP e somatostatina, entre outros (GAMSE e cols., 1981;
LEMBECK, 1988; SZALLASI e BLUMBERG, 1996, 1999; SANTOS e CALIXTO,
1997; CATERINA e cols., 1997).

Nossos resultados mostraram que a Isatina, a ISA017 e a ISA155 foram capazes
de inibir de maneira significativa, nas trés doses avaliadas e apds administracdo oral, a
nocicepgdo neurogénica causada pela capsaicina, sendo a dose de 10 mg/kg de todas as
substancias aquela com percentuais de inibicdo proximos ao apresentado pela
capsazepina, um antagonista do receptor TRPV-1.

Quando a lsatina, ISA017 ou a ISA155 foram também administradas pela via
intraplantar, com o objetivo de avaliar se as substancias testadas poderiam ainda ter seu
efeito antinociceptivo por uma acdo local direta e/ou sem sofrer metabolizagdo pelo
sistema hepatico (que pode ocorrer quando s@o administradas por via oral), observamos
que a Isatina, ISA017 e alSA155 também reduziram o tempo de lambedura da pata .Ou
seja, tanto a administracdo oral como a intraplantar de qualquer uma das trés substancias
foram capazes de reduzir a nocicep¢do causada pela capsaicina. Estes dados sugerem
que o efeito das substancias possa estar sendo mediado por uma acdo direta nos
receptores da capsaicina. Apesar de ndo termos tentado identificar a possibilidade de
metabolizacdo hepatica das substancias apds a administracdo oral, os dados obtidos
sugerem que o efeito observado ndo deva ser decorrente de algum metabdlito formado
apo6s o metabolismo.

Diversos neurotransmissores estdo envolvidos na nocicepcdo, dentre eles o
glutamato, um dos principais neurotransmissores excitatorios que tem papel relevante
na sensibilizacdo do corno dorsal da medula espinhal, uma vez que a estimulacdo das
fibras aferentes primarias induz a liberagdo deste neurotransmissor no local (MILLAN,

2002).
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A injecdo intraplantar ou intratecal de glutamato é capaz de promover uma
reacdo nociceptiva no animal, atraves de lambedura e mordidas no local (AANONSEN
e WILCOX, 1990; BEIRITH e cols., 1998). O tratamento oral com a Isatina, ISA017 ou
ISA155 promoveu reducgéo da nocicepcdo induzida pelo glutamato indicando que a agéo
antinociceptiva destas substancias possa também ser resultante em parte devido a uma
modulacdo direta, através do blogueio de receptores N-metil D-aspartato (NMDA) e
ndo-NMDA ou acdo indireta, atuando sobre outros mediadores integrados com o
sistema glutamatérgico.

Sasamura e cols. (1998) reportaram, no hipotalamo, a presenca de terminacGes
glutamatérgicas sensiveis a capsaicina, algumas destas expressando TRPV-1, que
quando ativados evoca a liberagdo de glutamato (PALLAZO e cols., 2002). Esses
achados podem justificar, pelo menos em parte os resultados obtidos neste estudo, nos
modelos de nocicepgdo induzida por capsaicina e por glutamato.

Sabendo-se que diversos sistemas enddgenos, como o sistema opioide,
serotoninérgico e canabinoide estdo envolvidos no controle da dor, também
investigamos 0 mecanismo de acdo antinociceptivos da Isatina e de seu analogos através
da administracdo de agentes farmacol6gicos, como antagonistas de receptores
envolvidos no mecanismo inibitério da dor. A reversdo do efeito antinociceptivo pelo
antagonista sugere o envolvimento da via enddgena inibitéria.

O pré-tratamento com naloxona provocou a reversao da antinocicepcdo causada
pela Isatina, ISA017 e ISA155 sugerindo a participacdo do sistema opioide no efeito
antinociceptivo destas substancias. Os receptores opioides p, 9, € k € sdo encontrados
em regides periféricas, espinhal e supra-espinhal. Tais receptores sdo densamente
expressos no corno dorsal da medula (lamina I e 11), no ganglio da raiz dorsal, no ndcleo

magno da rafe e na substancia cinzenta periaquedutal. A acdo analgésica promovida

94



pelos opioides se da pela ativacdo de receptores opioides, principalmente receptores | e
K, acoplados a proteina G;. Uma vez ativada, a enzima inibe a atividade da adenilato
ciclase que consequentemente promove a abertura do canal de K* e o fechamento dos
canais de Ca2".Esse efeito inibitorio do influxo de calcio resulta em diminuicdona
liberagdo de neurotransmissores, como o glutamato e sP, no corno dorsal da medula,
mecanismo esse envolvido no controle ascendente da dor (PAN e cols., 2008).

A modulacdo descente da dor também envolve a participacdo de receptores
opioides, os quais promovem redugdo na liberagdo sinaptica de acido y-aminobutirico
(GABA) na medula espinhal por projecdes rostro-medial e na substancia cinzenta
periaquedutal; ocorrendo subsequentemente a desinibi¢cdo espinhal de projecdes de
neurbnios adrenérgicos do locus coeruleus (PAN e cols., 2008). Nesse contexto, as trés
substancias testadas podem exercer seus efeitos antinociceptivos via sistema opioide a
nivel periférico, espinhal e/ou supra-espinhal.

O conhecimento do papel dual do NO na transmissédo nociceptiva e sua
contribuicdo na antinocicepcdo por analgésicos opioides e anti-inflamat6rios nos
motivou a avaliar se a antinocicepc¢éo da Isatina, ISA017 ou da ISA155 envolveria a via
nitrérgica. O NO presente no corno dorsal da medula é capaz de estimular a liberacéo de
neurocinina A (NKA), sP, CGRP e glutamato pelas fibras aferentes primarias
facilitando a transmissao nociceptiva. A ativacao de receptores do tipo NMDA pelo NO
esta envolvida no mecanismo de sensibilizagdo central. Essas evidéncias surgiram da
observacdo de que a administracdo de inibidores da enzima 6xido nitrico sintase (NOS),
como o L-NAME, causava uma liberagdo de glutamato no corno dorsal evocando
nocicepcdo. Na presenga do NO a enzima guanilato ciclase catalisa a conversdo de
guanosina trifosfato (GTP) em GMPc (CURY e cols., 2011). A via de sinalizagédo NO-

GMPc esta presente em neurdnios no corno dorsal da medula e também participa na
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sensibilizacdo central. Além da estimulacdo de GMPc, o NO esta envolvido na
modulacdo da proteina cinase C dependente-GMPc, de canais ibnicos e das
fosfodiesterases (CURY e cols., 2011).

Vérias evidéncias mostram a relacdo entre a via NO-GMPc e a abertura dos
canais de K sensivel ao ATP. A elevagdo no nivel de GMPc promove abertura do canal
de K* sensivel ao ATP e consequente nocicepcdo. A observacdo do antagonismo na
liberagdo de metionina-encefalina no corno dorsal da medula por um inibidor da NOS
evidencia o papel do NO na liberacdo neuronal de opioides enddgenos (HARA e cols.,
1995).

Nesse contexto, nossos resultados mostraram que o efeito antinociceptivo da
ISA017 e da ISA155 foi revertido pelo pré-tratamento com L-NAME e pela
glibenclamida, bloqueador de canal de K. Tais resultados sugerem que o efeito
antinociceptivo desses dois derivados envolve a inibi¢do da atividade enzimética da
NOS e que a reversdo da antinocicep¢do também promovida pela glibenclamida pode
indicar que o mecanismo se assemelha ao de opioides, sendo um mecanismo
dependente de NO. Entretanto, para termos certeza de que estes andlogos poderiam ter
efeito inibitorio direto na NOS ainda serd necessario ensaios in vitro da atividade da
NOS (o que sera realizado futuramente).

A participagdo do sistema colinérgico foi avaliada através do pre-tratamento
com 0s antagonistas de receptor ndo seletivo muscarinico, a atropina e de receptor
nicotinico, a mecamilamina. A pronunciada analgesia causada pela administracdo de
agonistas nicotinicos ou muscarinicos indica a participacdo da via colinérgica na
modulagdo da dor. A ativacao de receptores nicotinicos, principalmente do subtipo a2f,
no corno dorsal da medula espinhalcontribui para analgesia espinhal e supra-espinhal

(NIROGI e cols., 2011).
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Khan e cols. (2001) também propuseram que a ativacdo de receptor nicotinico
em terminacOes adrenergicas resultava em um efeito antinociceptivo. Além disso,
refletindo a complexidade das interacbes da via colinérgica com outros sistemas de dor,
foi demonstrado que a antinocicepcéo resultante da ativacdo de receptores nicotinicos
envolvia a ativacdo do sistema serotoninérgico descendente do ndcleo magno da rafe
(MILLAN, 2002). Os estudos sobre a via colinérgica muscarinica mostram que a
ativacdo de receptor muscarinico do subtipo M, é capaz de reduzir a resposta periférica
de nociceptores frente a estimulos ndxicos. No corno dorsal da medula espinhal, a
estimulagdo de receptores muscarinicos M2 e M4 contribui para o efeito analgésico
através da desinibicdo dos interneurdnios inibitérios da l&mina 1l reduzindo a
transmissdo nociceptiva (WESS e cols., 2003).

Nossos resultados evidenciaram a reversdo do efeito antinociceptivo da Isatina,
da ISA017 e da ISA155 com pré-tratamento com atropina sugerindo que tal efeito seja
mediado pela via muscarinica. Ja o pré-tratamento com mecamilamina somente reverteu
o efeito antinociceptivo da ISA155, sugerindo o envolvimento da via nicotinica somente
em parte do efeito antinociceptivo deste analogo.

Ao investigar a participagcdo do sistema adrenérgico no efeito antinociceptivo
das substancias testadas, observamos que o pré-tratamento com ioimbina (antagonista
seletivo de receptor alfa-2 adrenérgico) ndo foi capaz d reverter o efeito antinociceptivo
da Isatina, da ISA017 e da ISA155. Os receptores alfa-2 adrenérgicos (alfa 2A, 2B e
2C) sdo densamente encontrados no sistema nervoso periférico e central, destacando-se
as regides do locus coeruleus, do corno dorsal da medula e nos neurdnios do ganglio da
raiz dorsal (MILLAN, 2002). Nossos resultados sugerem que ndo ha o envolvimento
dos receptores alfa-2 adrenérgicos presentes nas terminacdes de aferentes primarios no

mecanismo de acdo da isatina e dos seus dois analogos.
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A participacdo do sistema canabinoide na analgesia é decorrente da ativacdo de
receptores CB1 presentes em neur6nios no ganglio da raiz dorsal, na regido do funiculo
dorsolateral e nas laminas | e Il do corno dorsal da medula. Diversos trabalhos indicam
que a ativacdo de receptor CB1 exerce antinocicepcdo frente a estimulos como
capsaicina e formalina (HOHMANN e cols., 2004; REA e cols., 2007; PAN e cols.,
2008). Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com AM251, antagonista de
receptor CB1, ndo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo da Isatina, da ISA017
ou da ISA155 sugerindo que a acdo dessas substancias também ndo envolve o sistema
canabinoide.

O envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antinociceptivo somente
foi observado no derivado ISA155 ap6s pré-tratamento com o antagonista de receptor 5-
HT; a ondasentrona. Sabe-se que a serotonina pode atuar através de varios receptores
inibindo ou facilitando a transmissdo nociceptiva (KAYSER e cols., 2007). Os
resultados obtidos mostraram que a reversdo do efeito antinociceptivo da ISA155 pela
ondasentrona indica que a via serotoninérgica contribui, pelo menos em parte, para a
acao deste derivado. Tal acdo poderia estar relacionada com a producéo e liberagéo da
serotonina e/ou uma atuacdo antagonista direta em receptores 5-HT3, presentes nas
terminagdes de fibras aferentes primérias.

Como parte dos nossos resultados sugere haver um envolvimento das fibras
ascendentes de dor decidimos tentar avaliar a participacdo das fibras C e Ad. Sabe-se
que o tratamento subcutdneo de camundongos neonatos com capsaicina causa
diminuicdo das fibras Ad e deplecéo total das fibras C e também uma diminuigédo da
expressdo do receptor TRPV-1 no génglio da raiz dorsal e da medula

espinhal(JANCSO, 1978; KAWAKAMI e cols., 1993; MILLER e cols., 1982; SZOKE
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e cols., 2002). No entanto, tem sido assumido que nem todas as fibras nociceptivas
aferentes séo sensiveis a capsaicina (MICHAEL e PRIESTLEY, 1999).

No presente estudo, os efeitos antinociceptivos da lsatina e seus derivados
parecem estar relacionados com as fibras C nociceptivas visto que seus efeitos foram
reduzidos nos camundongos adultos que haviam sido expostos a capsaicina quando
ainda neonatos. Além disso, o tratamento neonatal dos camundongos com a capsaicina,
também bloqueou significativamente a antinocicepcdo promovida Isatina e seus
derivados no modelo da formalina. Portanto, estes resultados sugerem ainda mais a
importancia de fibras sensiveis capsaicina no efeito antinociceptivo da lIsatina, da
ISAQ017 e da ISA155.

Outro tipo de dor que foi investigada foi a dor inflamatéria aguda.

Um importante aspecto da dor inflamatoria aguda é a hiperalgesia, que envolve
tanto a sensibilizagdo das terminacGes nervosas nociceptivas periféricas quanto a
facilitagdo da transmissdo central a nivel do corno dorsal da medula espinhal. O seu
componente periférico reflete a acdo de mediadores inflamatérios que atuam sobre as
terminacBes nervosas, enquanto a central decorre da facilitagdo da transmisséao sinéptica
(MORRIS e cols., 2003).

No modelo da hiperalgesia térmica, apés a obtencdo de um valor basal o animal
recebe a injecdo intraplantar de um estimulo inflamatério, normalmente carragenina
(CG), em doses suficientemente baixas para que o animal continue apoiando a pata
injetada sobre a superficie aquecida. O periodo transcorrido entre o contato com a
superficie e a ocorréncia da resposta descrita € medido. A redugdo neste tempo de
laténcia é entendida como um indice da hiperalgesia inflamatéria (MENENDEZ e cols.,

2002).
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A inflamacdo induzida pela carragenina foi descrita originalmente por Winter e
cols. (1962), como sendo uma resposta aguda, ndo imune e altamente reprodutivel. Os
sinais cardinais da inflamacdo: edema, hiperalgesia, dor e eritema desenvolvem-se ap6s
a injecdo subcutdnea da carragenina, resultando da acdo de agentes pro-inflamatorios
como a bradicinina, histamina, eicosanoides, radicais livres do oxigénio, liberados
diretamente na pata do animal. Tais agentes podem ser gerados no local da lesdo ou por
células migratorias. Segundo Lavich e cols. (2005), a estimulacdo plantar de ratos com a
carragenina (250 e 50 pg/pata) leva a uma rapida resposta hiperalgésica na pata injetada
que pode ser avaliada pelo teste da hiperalgesia térmica (teste da placa quente
modificada).

Além do mais, os receptores metabotropicos de glutamato do subtipo 5 (mGlut5)
também estdo envolvidos na hiperalgesia térmica sugerindo que estes possam estar
envolvidos na mecanismo de acdo de substancias testadas (DOGRUL e cols.,2000). De
acordo com os resultados obtidos, a ISA017 foi capaz de aumentar o tempo de laténcia
dos animais na placa quente no tempo de 6 horas apds a injecdo de carragenina
sugerindo que esta substancia possa também atuar inibindo a liberacdo de componentes
inflamatorios, aumentando o limiar de excitabilidade da fibra nervosa. J& a ISA155 foi
capaz de aumentar o tempo de laténcia dos animais na placa quente no tempo de 4 e 6
horas ap6s a injecdo da carragenina sendo o efeito mais pronunciado no tempo de 6
horas. Esses dados sugerem que a ISA155 também deve estar agindo via inibicdo da
liberagdo e/ou producéo de outros mediadores inflamatérios formados em tempos mais
tardios apos a injecdo da carragenina.

Para confirmar o efeito antinociceptivo das substancias testadas e descartarmos
que poderiamos estar observando um efeito sedativo foram realizados ensaios nos

modelos do rota rod e do campo aberto.
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O rota rod é um dispositivo que mede a atividade forcada, através da avaliagéo
do equilibrio e da coordenagdo dos animais, parametros esses indicativos de transtornos
neuroldgicos (ROSLAND e cols.,, 1990). Este modelo experimental avalia a
coordenagdo motora, que esta associada com cerebelo e fatores cognitivos (GASBARRI
e cols., 2003).

Os resultados obtidos nesse modelo mostraram que a Isatina, a ISA017 e a
ISA155 ndo foram capazes de alterar o desempenho motor dos animais,comprovando
assim que a reducdo dos tempos de lambedura dos animais tratados com as substancias
no modelo da formalina, capsaicina e glutamato é resultante de uma acdo
antinociceptiva e ndo decorrente de uma reducdo do desempenho motor.

No teste do campo aberto, foi avaliado o nimero total de cruzamentos, que
avalia a atividade exploratéria do animal. Esta atividade pode ser afetada por farmacos
com acdo no SNC ou relaxantes musculares periféricos (ARCHER, 1973; SIEGEL,
1946). A auséncia de efeito das substancias, na dose testada, sobre o nimero de
cruzamentos realizados pelos camundongos é um importante indicativo de que estes
compostos causam efeito antinociceptivo ao invés de qualquer outro efeito central que
comprometeria as medidas baseadas no comportamento dos animais. E importante frisar
que a lIsatina, a ISA017 e a ISA155 ndo foram capazes de aumentar ou diminuir o
namero de quadrados percorridos se comparado com os valores do grupo tratado com o

veiculo.
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Apbs a realizacio dos estudos farmacoldgicos com a Isatina, ISA017 e ISA155,
podemos concluir que todos:

Possuem efeito antinociceptivo periférico demonstrado atraves do modelo da
formalina;

Possuem efeito antinociceptivo central demonstrado pelo modelo de placa
quente;

A acdo antinociceptiva das substancias esta relacionada com a ativacdo de
receptores vaniloides TRPV1 (nocicepgéo induzida por capsaicina);

A acdo antinociceptiva das substancias esté relacionada direta ou indiretamente
ao sistema glutamatergico (nocicepcao induzida por glutamato);

O sistema opioide esta envolvido no efeito antinociceptivo das trés substancias
testadas, como observado pela reverséo do efeito da naloxona;

A reversdo por L-NAME do efeito antinociceptivo da ISA017 e ISA155 sugere
o0 envolvimento da via nitrérgica;

O sistema colinérgico participa em parte da acdo antinociceptiva das trés
substancias: a atropina, um antagonista ndo seletivo de receptor muscarinico foi
capaz de reverter 0 efeito antinociceptivo da Isatina, ISA107 e ISA155 e a
mecamilamina, um antagonista do receptor nicotinico, somente foi capaz de
reverter o efeito da ISA155;

A via do NO-GMPc-PKG-K™ atp participado efeito antinociceptivo da ISA107 e
ISA155 como observado com o pré-tratamento com glibenclamida, um
bloqueador de canal de K* sensivel ao ATP;

O sistema adrenérgico ndo esta envolvido no efeito antinociceptivo das trés

substancias testadas, ja que a ioimbina ndo foi capaz de reverter a acdo destas;
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A acdo antinociceptiva das trés substancias ndo esté relacionada com o sistema
enddgeno canabinoide, ja que o AM251 ndo foi capaz de reverter a acdo
antinociceptiva destas;

O sistema serotoninérgico esta envolvido no efeito antinociceptivo da ISA155;
Possam ter um possivel mecanismo de acdo mediante o envolvimento das fibras
sensiveis a capsaicina, em especial a fibra C, conforme a realizacdo do
experimento da formalina realizado com os animais dessensibilizados;

Com excecdo da lsatina, seus dois derivados foram capazes de aumentar o
tempo de laténcia dos animais na placa quente, com relevancia para o tempo de
6 horas, no modelo da hiperalgesia térmica;

N&o alteraram o desempenho locomotor (modelo do Rota- Rod) e a atividade
espontanea (modelo do campo aberto);

N&o apresentaram alteracOes de comportamento ou sinais de toxicidade quando

avaliados nos modelos in vivo;
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