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RESUMO

Introducdo: A combinagdo de drogas para atingir um efeito clinico maior, ou reduzir efeitos
adversos, é pratica corrente no tratamento de vérias condicdes morbidas. Os analgésicos de
uso corrente possuem efeitos adversos potencialmente perigosos que merecem ressalvas
guanto ao seu UuSO, pois se apresentam prevalentes nas doses terapéuticas usuais.
Objetivos: estudar a interagdo entre L-triptofano e os analgésicos ndo opioides dipirona,
cetoprofeno e paracetamol via intragatrica e intraperitoneal em modelos de nocicep¢do em
camundongos, verificando a importancia do bloqueio da neurotransmissdo serotonérgica
(Sintese e receptores 5-HT1, 5-HT2 e 5-HT3) bem como o bloqueio de receptores alfa-2
adrenérgicos, melatonina (MT-1 e MT-2) e canais de potassio dependentes de ATP
(K+ATP). A interacdo com &cido quinurénico, um metabdlito das vias das quinureninas
também foi analisada. Resultados: O L-triptofano (i.g ou i.p.) ndo possui atividade
antinociceptiva isoladamente, mesmo sendo capaz de aumentar a concentracéo central de
5-HT. Quando administrada via intragastrica, dipirona ou paracetamol apresentaram
ED50=128,7 mg/kg (92,78-178,6 mg/kg) e ED50=281 mg/kg (204,1 — 387,0 mg/kg) para o
efeito antinociceptivo, respectivamente. O tratamento conjunto (realizado na mesma
administracdo via intragastrica, i.g.) com L-triptofano nas propor¢des (peso/peso) de 1:1,4
com dipirona e 1:1,5 com paracetamol reduz significativamente os valores de ED50 para
33,30 mg/kg (28,05 — 39,54 mg/kg)* e 50,99 mg/kg (41,96,— 61,96mg/kg)*, respectivamente.
O tratamento prévio i.p com L-triptofano (definido como tratamento combinado) reduz as
ED50 para o efeito analgésico da dipirona (nas propor¢cfes de 1:1 e 1:2), paracetamol
(proporcdes de 1:4,12) ou cetoprofeno (proporgbes de 5,7:1), para 30,90 mg/kg (23.10-
43,56 mg/kg)* e 18,07 mg/kg (13,25- 24,67 mg/kg )*, 47,30 mg/kg (34.00 - 65.82 mg/kg)* e
2,09 mg/kg (1,355-3,224 mg/kg)*, respectivamente, quando comparado aos tratamentos
isolados de dipirona ED50=91,20 mg/kg (77.39 - 95.78 mg/kg ), Paracetamol ED50=96,18
mg/kg (76.23 - 121.3 mg/kg) e Cetoprofeno= 10,25 mg/kg (6,729 to 15,61mg/kg) no teste de
contor¢des induzidas pelo acido acético. O tratamento com L-triptofano aumenta as
concentracdes centrais de serotonina, mas néo influéncia na concentragées de Dopamina
ou Noradrenalina. O L-triptofano 25 ou 50 mg/kg néo influencia na concentracéo cortical de
glutamato, no entanto o tratamento combinado via i.p. com doses ndo-efetivas de dipirona e
paracetamol reduz a concentracdo desse neurotransmissor. O tratamento conjunto de L-
triptofano com doses ndo antinociceptivas (i.g) de dipirona e paracetamol exibiu efeito
antinociceptivo no teste de lambedura induzido pela formalina em ambas as fases do teste.
A associacao de L-triptofano e dipirona (i.p.) mostrou-se efetiva quando testada frente ao
teste de nocicepcao induzida pela capsaicina, mas a associacdo com paracetamol falhou
neste teste. O bloqueio da sintese de 5-HT, atraves do tratamento com o inibidor PCPA(p-
clorofenilalanina) antagoniza o efeito sinérgico da associagéo entre L-triptofano e dipirona no
teste de contor¢bes abdominais. O acido quinurénico exerce efeito sinérgico com a dipirona
e paracetamol nos testes de contor¢bes. O bloqueio dos receptores 5-HT2 e 5-HT3 néo
exercem influéncia sobre o sinergismo do L-triptofano com a dipirona, cetoprofeno ou
paracetamol no modelo de contor¢cbes. O blogueio de receptores de 5-HT1 parece ser
importante para o efeito sinérgico do L-triptofano com paracetamol e cetoprofeno, nao
exercendo efeito sobre o sinergismo com a dipirona. O bloqueio de receptores a2
adrenérgicos influencia no sinergismo do L-triptofano com o paracetamol. A interacédo
sinérgica com a dipirona é atenuada com o bloqueio de receptores de melatonina.
Conclusdo: Os nossos resultados mostraram que existe uma relacdo sinérgica entre o L-
triptofano e a atividade antinociceptiva do cetoprofeno, paracetamol e dipirona. O
mecanismo subjacente a esta interacdo parece ser diferente para a dipirona em relacdo a
mecanistica desse efeito para o paracetamol e cetoprofeno, embora para ambos os casos
pareca ser necessaria a metabolizacdo do L-triptofano a serotonina e, possivelmente, a
acido quinurénico.
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ABSTRACT

Introduction: the drug combination to reach greater clinical outcomes or reduce side effects is
usual practice in the managing of several morbid conditions. The current painkillers have
side effects potentially dangerous that should be monitoring during its utilization. Objective:
to study the interaction between L-tryptophan and non-opioids analgesics dipyrone,
ketoprofen or paracetamol, by oral or intraperitoneal route, in models of nociception in mice,
including the investigation about the importance of blockage of serotonergic
neurotransmission as well as alfa-2, melatonin and ATP-dependent potassium channel. The
interaction with kynurenic acid was analyzed too. Results: The L-tryptophan (p.o. or i.p) does
not possess antinociceptive activity as solely agent but it is capable to increase central 5-HT
amount. The EDsg, for antinociceptive effect of dipyrone or paracetamol were ED50=128,7
mg/kg (92,78-178,6 mg/kg) e ED50=281 mg/kg (204,1 — 387,0 mg/kg), respectively. The
oral co-treatment (on the same administration) with L-triptophan in the proportion
(weight/weight) 1:1,4 with dipyrone and 1:1,5 with paracetamol decrease with significance
the ED50 to 33,30 mg/kg (28,05 — 39,54 mg/kg)* and 50,99 mg/kg (41,96 — 61,96 mg/kg)*,
respectively. The previous intraperitoneal treatment with L-tryptophan (defined here as
combined treatment) reduces the ED50 for analgesic effect of dipyrone (in the proportions of
1:1 and 1:2), paracetamol (1:4,12) or ketoprofen (5,7:1), to 30,90 mg/kg (23.10-43,56
mg/kg)* e 18,07 mg/kg (13,25- 24,67 mg/kg )*, 47,30 mg/kg (34.00 - 65.82 mg/kg)* e 2,09
mg/kg (1,355-3,224 mg/kg)*, respectively compared to solely treatment with dipyrone
ED50=91,20 mg/kg (77.39 - 95.78 mg/kg ), Paracetamol ED50=96,18 mg/kg (76.23 - 121.3
mg/kg) or Cetoprofeno= 10,25 mg/kg (6,729 to 15,61mg/kg) on the abdominal writhing test
induced by acetic acid. The treatment with L-tryptophan increases the central concentration
of serotonin, but not influence the concentrations of noradrenaline or dopamine. L-tryptophan
25 or 50 mg/kg does not influence the concentration of cortical amount of glutamate.
However, the combined treatment i.p. with non-effective doses of dipyrone and paracetamol
reduces the concentration of this neurotransmitter. The combined treatment of L-tryptophan
with non antinociceptive doses (i.g.) dipyrone and paracetamol exhibited antinociceptive
effect in the formalin-induced licking test in both phases. The combination of L-tryptophan
and dipyrone (i.p.) was effective when tested against the test nociception induced by
capsaicin, but the association with paracetamol failed this test. Blockage of 5-HT synthesis
by treatment with the inhibitor PCPA (p-chlorophenylalanine) antagonizes the synergistic
effect of the L-tryptophan association with dipyrone in the writhing test. Kynurenic acid exerts
a synergistic effect with dipyrone and paracetamol in the writhing test. The blockage of 5-
HT2 and 5-HT3 receptor have no influence on the synergism of L-tryptophan and dipyrone,
ketoprofen, paracetamol or writhing model. The 5-HT1 receptor blockage seems to be
important for the synergistic effect of L-tryptophan ketoprofen with paracetamol and not
having an effect on the synergism and dipyrone. The blockage of the a2 adrenergic receptor
channels influences the synergism of L-tryptophan with paracetamol. The synergistic
interaction with dipyrone is attenuated by blocking melatonin receptors. Conclusion: Our
results showed that there is a synergistic relationship between L-tryptophan and
antinociceptive activity of ketoprofen, paracetamol and dipyrone. The mechanism underlying
this interaction appears to be different for dipyrone in relation to this mechanistic effect on
ketoprofen and paracetamol, although in both cases it seems important the metabolism of L-
tryptophan to serotonin and, possibly, kynurenic acid.

Key words: L-tryptophan, 5-HT, Dipyrone, Paracetamol, Kynurenic acid, Sinergysm,
Nociception, Pain.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor

A dor é definida pela International Association For Study of Pain - IASP como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesdo
tissular, potencial ou real, ou mesmo a nenhuma lesdo, embora, ainda assim,
descrita com termos sugestivos de que o dano tecidual tivesse de fato ocorrido. A
dor € sempre subjetiva, cada individuo aprende a aplicacdo da palavra através de

experiéncias relacionadas com lesdes no inicio da vida (IASP, 2011).

A dor pode ser classificada de diversas formas, a depender dos critérios
utilizados. Em relacdo ao aspecto temporal, pode-se considerar como transitoria
(onde os receptores da dor sdo ativados mesmo sem haver dano tecidual), aguda
(resposta normal causada por dano tecidual, com ativagéo de receptores, de modo
que a dor pode ser revertida antes mesmo da total restauracéo fisioldgica do local
afetado) ou crbnica (onde a lesdo ou a patologia causadora da dor supera a
capacidade do organismo em restaurar o tecido afetado) (LOESER; MELZACK,
1999).

Em relacdo a localizacéo do processo doloroso, podemos classifica-la em dor
somatica (onde os estimulos que geram a sensacdo dolorosa sdo oriundos da
periferia do organismo, podendo ser superficial, cutanea ou profunda) ou dor visceral
(quando os estimulos dolorosos sé@o provenientes dos 6rgaos internos) (RAJA et al.,
1999).

Quando avaliada a origem do processo doloroso, podemos classifica-lo como
nociceptivo, ou dor nociceptiva (desencadeada pela estimulagédo dos nociceptores
localizados em varias partes do organismo). Este termo é usado para descrever a
dor que ocorre com o funcionamento normal do sistema nervoso somatossensorial e
contrasta com a fungdo anormal associada a dor neuropatica. Esta é decorrente de
leséo tecidual ou alguma doenca no sistema nervoso somatossensorial, podendo ser
ainda de origem central ou periférica. Existe também a dor originada a partir de um
processo ou condi¢do inflamatoria. Neste caso, em resposta a um trauma, infecgéo

ou disfuncéo, varias substancias e mediadores inflamatoérios séo liberados de células
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inflamatodrias (macrofagos ou neutréfilos, por exemplo) ou ndo (células endoteliais,
por exemplo) sensibilizando e/ou ativando os neurdnios nociceptivos, levando ao
desenvolvimento de sensacfes dolorosas, alodinia e hiperalgesia (MILLAN, 1999;
KENNEDY, 2007; IASP, 2011).

A alodinia, dor associada a estimulos geralmente in6cuos, ou ndo-noxicos, e
a hiperalgesia que é o aumento da sensibilidade a dor, sdo sintomas comuns
associados a varias doencas que, do ponto de vista fisioldégico, podem ser Uteis para

a preservacgao de tecidos vulneraveis (SANDKUHLE, 2009).

A sensibilizacdo local e fisiolégica, principalmente relacionada com a
presenca de mediadores inflamatérios e neuromoduladores é qualificada como
hiperalgesia priméaria. Outras regides ndo envolvidas pelo estimulo nociceptivo
inicial podem sofrer pela expansédo desta hiperalgesia, de modo que o limiar para
desencadear a dor nestes novos locais se torna mais baixo, estabelecendo-se uma

dor generalizada, caracterizando a hiperalgesia secundaria (MARQUES, 2004).

Cada tipo de dor possui caracteristicas clinicas e epidemioldgicas distintas,
mas, no geral, os dados mostram que de 50 a 60% dos individuos atingidos por
condicbes dolorosas tornam-se parcial ou totalmente incapacitados para exercer
suas atividades, de maneira transitoria ou permanente, contribuindo negativamente
para sua qualidade de vida (SBED, 2005).

Em termo de dor aguda, podemos dizer que ela representa um fendmeno
guase universal como cita Teixeira e Siqueira (2009) sendo sua epidemiologia
variada de acordo com o tipo de condicdo (visceral ou musculoesquelética, por
exemplo). Os dados de prevaléncia de estados crénicos de dor variam de 7 a 40 %
na populacdo em geral (ANDERSEN, WORM-PEDERSEN, 1987; TEIXEIRA,
SIQUEIRA, 2009). Somente nos Estados Unidos da América (E. U. A), em funcéo de
dias de auséncia ao trabalho e reducdo na capacidade produtiva, estima-se uma
perda anual de US$ 50-70 bilhdes em consequéncia de estados dolorosos crénicos
(BRENNAN et al., 2007).

A dor visceral tem sido referida como tipo de dor mais prevalente em adultos
podendo ocorrer quando algum 6rgdo interno encontra-se inflamado, doente ou

lesionado. Este tipo de dor esta tanto associado a leves condi¢des dolorosas, como
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um desconforto gastrintestinal, bem como a intensas dores, como as colicas renais
decorrente de calculos ou pedras nestes 6rgéos. As descri¢cdes clinicas comuns séo
relatadas como dores profundas, em aperto, incbmodas ou doentias (URCH,
SUZUKI, 2008; COLLET, 2013).

A dor visceral possui caracteristicas unicas, sendo diferente da dor somética
principalmente em relacdo a localizacédo incerta referenciada pelo paciente. Dessa
forma, dores associadas a diversos 6rgdos como a vesicula biliar, eséfago, coracao,
bexiga e colon possuem consideravel sobreposicéo, criando problemas 6bvios no
que diz respeito aos diagnosticos diferenciais (GEBHART 1993; COLLET, 2013).

A compreensao atual sobre esse tipo de dor enfatiza alguns pontos principais:
primeiro, a dor por si s6 ndo surge de todas as visceras (por exemplo, parénquima
hepético), mas a dor associada com tais visceras surge quando a cépsula que
contém essa viscera distende ou se torna inflamada. Segundo, a leséo tecidual (ou
ameaca de tal lesdo) pode ndo ser necessaria para a producdo de dor visceral,
como é para a dor das estruturas cutaneas. Assim, ao contrario da dor somatica, os
estimulos adequados para a producéo de sensibilidade visceral, incluindo dor, ainda
nao estdo totalmente compreendidos. Terceiro, em relacdo a localizacdo difusa
referida pelo paciente neste tipo de dor, deve-se ter em mente que multiplas
visceras frequentemente convergem para 0s mesmos neurdnios da medula espinal,
que também recebem aferéncias de estruturas cutdneas, o que pode explicar a
hiperalgesia em estruturas somaticas superficiais proximas dos segmentos espinhais
acometidos. Lesfes estruturais distintas ou anormalidades bioquimicas explicam
este tipo de dor em apenas uma parte dos pacientes. Outra parte de acometidos
experimentam dores viscerais, geralmente muito intensas na natureza, sem qualquer
evidéncia de razdo estrutural ou histopatoldgica para tais sintomas, sendo a dor
atribuida a sintomas funcionais (CERVERO, 1988; NESS, GEBHART, 1988;
GEBHART, 1993; GSCHOSSMANN, 2002; COLLET, 2013).

Dados epidemiol6gicos destacam a grande prevaléncia de dor visceral.
Pesquisas tém mostrado taxas de prevaléncia entre adultos de 25% para dor
abdominal intermitente, 20% para a dor toracica e 16-24% para dor pélvica nas
mulheres. Apesar de dores nessas regides constituirem indicacbes de doenca

subjacente especifica, em muitos casos todos os testes de diagndstico sdo normais
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ou negativos, sendo, entdo, definidas como dores ndo especificas (HALDER, LOCK,
2009).

A prevaléncia de dor pélvica néo ciclica persistente foi estimada em cerca de
16% em estudos populacionais nos EUA e no Reino Unido. Cerca de um tergo das
mulheres com dor pélvica ndo possuem diagnostico de patologias ginecolégicas
Obvias e até um terco tera dor persistente apesar de histerectomia. Dores viscerais
também estdo amplamente presentes na infancia, tendo taxas de prevaléncia
variando de 22-40% (COLLET, 2013).

Dores somaticas e sindromes dolorosas especificas possuem imensos
impactos individuais e sociais, por exemplo, as dores lombares ou lombalgias
representam um dos maiores problemas de saude do mundo. Cerca de 70 a 85% da
populacdo sofrerd com algum tipo de lombalgia alguma vez em sua vida. Nos
Estados Unidos da América, a lombalgia é a principal causa de incapacitacdo de
individuos abaixo de 45 anos, sendo a segunda motivacdo mais comum de visitas
ao médico, como também a quinta causa mais comum de internacdes hospitalares
(ANDERSSON, 1999; IMAMURA et al., 2009).

Também muito impactante sdo as dores cervicais ou cervicalgias, incluindo
dores no pescoco, que ocorrem anualmente em 30-50% da populagcéo geral. Essas
dores sdo experimentados por mais de 3 meses em até 15% da populacéo, e estdo
intimamente relacionadas a determinados fatores de risco, que incluem o trabalho
repetitivo, longos periodos de flexdo cervical, estresse aumentado no trabalho, fumo,

e traumatismos prévios do pescoc¢o e ombros (IASP, 2009).

Sindrome de dificil manejo clinico e ainda com a etiologia ndo totalmente
compreendida que possui relevantes impactos na vida do paciente, a fibromialgia ou
sindrome fibromiélgica apresenta prevaléncia de 2-10% na populacao geral, sendo
cinco vezes mais comum que a artrite reumatoide, € uma condi¢do dolorosa crbnica
difusa do sistema musculoesquelético, ndo-articular, caracterizada pela presenca de
dor a palpacdo em locais predeterminados, podendo ser acompanhada de: fadiga
cronica, distarbios do sono, rigidez matinal de curta duracdo, sensagao subjetiva de
edema, parestesias, cefaleia, fenobmeno de Raynaud, assim como a associagdo com

depressao, sindrome do péanico e ansiedade. Essa condicdo € mais prevalente no
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sexo feminino, sendo de até 10,4 % em determinada populagdo. O custo efetivo
médio anual de tratamento da fibromialgia calculado nos Estados Unidos foi de 12 —
15 bilhdes de ddélares (ROIZENBLATT et al., 1997, WOLFE et al., 1997,
WEINSTENIN et al., 2000; WHITE et al., 2003).

Condicéo e sintoma clinico importante, e muito comum em medicina, sdo as
cefaléias, tanto secundarias, sendo componentes de determinadas condi¢cdes
patolégicas subjacentes, como as cefaléias primarias que por si sé correspondem a
doencas. Os dados epidemiol6gicos mostram uma prevaléncia média de 46% na
populacdo global. Nos paises da Europa, Asia, nos Estados Unidos e Australia as
prevaléncias apresentam-se proximas de 50%, enquanto nos paises da Africa,
Américas do Sul e Central apresentam numeros préximos de 40%. Dentre as
cefaléias primarias, a migranea ou enxagueca aparece na 192 posi¢cdo no ranking
das doencas causadoras de incapacidade, sendo atribuida a essa condicao taxas de
prevaléncia de 11-16% durante a vida (STOVNER et al., 2007; FLEMING, PEREIRA
JUNIOR, 2009).

Esses dados mostram a grande prevaléncia de estados dolorosos na
populacao, sendo a busca por tratamentos mais eficazes para reduzir o impacto e as
incapacitacfes trasitorias ou permanentes um grande estimulo para o estudo da

fisiofarmacologia desse processo.

Por definicdo, a dor inclui um aspecto emocional e subjetivo. De fato, a
subjetividade deste processo o torna sobremaneira mais dificil de estuda-lo,
restando-se para o método cientifico concentrar-se em parametros eletrofisiologicos,
fisiopatolégicos e comportamentais sugestivos de sensacdo dolorosa, sendo a
unidade observacional na maioria das vezes um roedor (BENTLEY et al., 1983;
YEOMANS, PROUDFIT, 1996; STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2008; ZANBOORI
et al., 2008; CHO et al., 2012).

Esses parametros relacionados ao estudo da dor residem primariamente nas
vias nervosas envolvidas na transducao, codificacdo, transmisséo e integracdo dos
estimulos (noxicos e ndo-nodxicos), bem como na sensibilizacdo dessas vias por

neurotransmissores ou mediadores inflamatérios. Entende-se por estimulo néxico,
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aquele potencialmente lesivo, que pode levar a danos tissulares e n&o-noxico,

aquele estimulo geralmente inofensivo.

A via envolvida no transporte das informacdes da periferia para o cortex, onde
o estimulo torna-se percepcédo de dor, envolve, segundo a abordagem classica, trés
neurénios, em um trato espino-talamo-cortical: Neurdnio aferente primario, tendo o
seu corpo situado nos ganglios da raiz dorsal, esse neurdnio é bifurcado, do tipo
pseudo-unipolar. Este neurdnio possui 0 terminal pré-sinaptico no corno dorsal da
medula, que recebe o estimulo. A regido de transducdo do estimulo nocivo na
periferia deste neurbnio € onde estdo localizados os nociceptores, definido pela
IASP (2011) como “Receptor sensorial de alto limiar do sistema nervoso periférico
somatossensorial que é capaz de transduzir e codifica estimulos nocivos”. A nogéo
de transducédo, neste contexto, compreende a transformacdo do estimulo nocivo em
potencial de receptor que, entdo, é propagado pela fibra nervosa (Ad e C,

principalmente) (LAWSON, 2002; LAWSON, DJOUHRI, 2004).

ApOs o aferente primario penetrar no corno dorsal da medula ele faz sinapse
com o segundo neurbnio que entdo cruza a linha média da medula e ascende aos
ndcleos talamicos, podendo projetar-se para o nucleo ventroposterolateral (VPL) ou
outros nucleos talamicos como central medial, central lateral, medial dorsal e
complexo posterior do talamo. Um terceiro neurbnio entdo se projeta para as
estruturas corticais. O VPL projeta-se para cortex sensorial primario e secundario
estando intimamente ligado aos componentes sensorial discriminativos da dor
(localizacdo, duracdo, qualidade e intensidade). As projecbes para o coértex que
partem dos nucleos mediais talamico e complexo posterior sdo mais difusas e
envolvem os cértices insulares e cingulados, estando associados ao componente
motivacional-afetivo  (sensagdo desagradavel) e fazem parte da Vvia
paleoespinotalamica de conducgdo dos estimulos nociceptivos/dolorosos (Figura 1.)
(SLUKA, 1997).



27

Figura 1- Trato neoespinotalamico(esquerda) e paleoespinotalamico (direita).
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Fonte: Baseado em Dafny (2013).

A via espinotalamica faz parte do sistema nervoso somatossensorial, que €
responsavel pela captacédo de estimulos, nocivos ou inofensivos, seu processamento
e envio a regifes encefélicas superiores responsaveis pela percep¢cdo da sensacao
ligada a determinado estimulo, por exemplo, dor ou c6cegas (DAFNY, 2013).

No entanto, diferentemente do modo como sio recebidos ou ‘sentidos’ os
estimulos inofensivos ou n&o-noxicos, as fibras aferentes que conduzem os
estimulos potencialmente lesivos ndo possuem estruturas especializadas, como 0s
corpusculos de Meissner ou Paccini, que detectam pressédo cutanea indcua (Figura
2). No caso dos aferentes nociceptivos (que conduz estimulos nocivos ou néxicos), a
estrutura sensitiva é a terminacéo nervosa livre, sendo neurénios com alto limiar de
ativacao (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004; FEIN, 2011).
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Figura 2. Neurdnio nociceptivo primario. AR, Ad e C referem-se as fibras nervosas

condutoras de estimulos, conforme descrito na Tabela 1.
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Fonte: Baseado em Julius & Basbaum (2001) and Sluka (2009).

As fibras que conduzem os estimulos elétricos em resposta aos estimulos
noxicos ou potencialmente noxicos pertencem ao Grupo Il (fibras Ad) e IV (fibras C),
ou seja, sdo neurbnios aferentes pouco mielinizados ou nao-mielinizados,
respectivamente. J4 as informacgdes sensérias relacionadas com a propriocep¢ao ou
estiramento muscular sdo transduzidas por estruturas especializadas como, por
exemplo: os fusos musculares ou o 6rgédo tendinoso de golgi e sdo conduzidas por
fiboras aferentes do Grupo | (a e b) que sado fibras muito mielinizadas e com
velocidade de conducéo de sinal bem superior as outras fibras sensitivas. As fibras
que conduzem as modificacdes, deslocamentos ou deformacdes mecanicas no
terminal nervoso cutaneo através de estruturas especializadas como os corpusculos
de Paccini, corpusculos de Meissner, disco de Merkel e Termina¢des de Ruffini,
pertencem ao Grupo Il (fibras AB), que sao fibras mielinizadas, com velocidades de

conducdo intermediaria entre as fibras dos grupos | e Ill (SLUKA, 2009).

As fibras nervosas responsaveis pela conducdo do sinal nociceptivo da
periferia ao SNC sdo mostradas, na Tabela 1 (JULIUS, BASBAUM, 2001).

Sendo assim, o termo nocicepgéo pode ser definido como o processo que se
refere a recepcdo de sinais no S.N.C. evocados pela ativagdo de nociceptores,
ativacdo esta proveniente de dano tissular potencial, ou seja, o processo neural de
codificacdo do estimulo néxico. O impulso nervoso gerado por tal(is) estimulo(s) se
propaga pela fibra nervosa até a medula espinhal, desta para o centro supra
espinhal e cortex cerebral, onde serdo comandadas e geradas as respostas

fisiolégicas, emocionais e comportamentais (MUIR IlI, 1998, IASP, 2011).
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Tabela 1. Fibras nervosas e velocidades de conducéo.

Fibra Velocidade Localizacao Estimulo
aferente A
Diametro
Grupo Il - AB 25-70 m/s Pele, articulagdes, masculos.  Toque, Pressao,
vibracéo.
10 pm ¢
(Inécuo)
Grupo Il - Ad 2-25 m/s Pele, articulagBes, musculos, Estimulos
disco intervertebral, ossos. noxicos
2-6pum
(Lesivo)
Grupo IV -C <2m/s Pele, articulacdes, musculos, Estimulos
disco intervertebral, ossos. noxicos
0,4-1,2pum
(lesivo)

Fonte: Baseado em Julius & Basbaum (2001) and Sluka (2009).

Uma importante superfamilia de receptores, chamados de receptores
transientes possui papeis bem descritos na geracdo de estimulos nociceptivos.
Esses receptores formam uma grande familia de canais idnicos divididos em varias
subfamilias, como os receptores de potencial vanildide (TRPV), de potencial
melastatina (TRPM), e de potencial anquirina (TRPA), por exemplo. Tratam-se de
canais idnicos responsivos a diversos estimulos e podem ser expressos em grande
quantidade nos neurdnios sensitivos (YEATS et al., 1992; LIU, SIMON, 1994;
CATERINA et al., 2001).

Dentro desta superfamilia, de longe, o mais estudado é o TRPV1, que pode
ser ativado tanto pela substancia pungente ativa da pimenta, a capsaicina, como
pelo calor acima de 43°C. Além disso, a reducdo do pH até 6.3 potencializa a
abertura desses canais por quantidades subefetivas de capsaicina, embora o pH
acido ndo seja suficiente para ativacao desses receptores isoladamente (CATERINA
et al., 2001). A topologia dos receptores vaniloides prevé que haja um segmento de
formacéo de poros (denominado P-loop) por subunidade. Como € provavel que mais
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de uma P-loop € necessaria para formar um poro condutor de ions funcional, acha-
se que os receptores vanildides sdo proteinas multiméricas. O canal de cation dos
(TRPV1) é o receptor da capsaicina. O TRPV1 é altamente seletivo ao Ca®" embora
seja permedavel a outros ions mono e divalente na seguinte ordem de seletividade
Ca?* > Mg* > Na" = K* = Cs*. Em culturas de neurdnios sensoriais, a analise
eletrofisiolégica das respostas evocadas por vanildide mostraram-se ser
cineticamente complexas (LIU & SIMON, 1994; YEATS et al., 1992) além de a
estimulacdo sustentada levar a dessensibilicdo do canal. Em andlise, a
dessensibilizacdo parece estar associada a presenca de Ca?', de acordo com
estudos eletrofisiolégicos em cultura de neurénios sensoriais, a auséncia de Ca**
nao torna a estimulacdo sustentada de capsaicina capaz de dessensibilizar este
receptor (HOLZER, 1993).

Em revisdo, Ramsey et al. (2006) cita que os TRPV1 parecem ser
sensibilizados pelas Proteino-quinases A e C (PKA e PKC), bem como pela
Fosfolipase C (PLC) ativada por receptores (PREMKUMAR & AHERN, 2000;
CHUANG et al., 2001; MOHAPATRA, NAU, 2003; AHERN, 2003). O fosfatidilinositol-
4,5-difosfato (PIP2) parece ligar-se diretamente ao TRPV1, causando a inibicdo do
canal que é, entdo, desinibido pela hidrélise catalisada pela PLC do PIP2. Os
truncamentos da porcdo Carboxi-terminal (C-terminal) do TRPV1 compromete o sitio
de ligacdo do PIP2 e prejudica a capacidade de resposta térmica in vivo em ratos
(VLACHOVA et al., 2003), o que corrobora para a descricdo do papel crucial desses

receptores na hiperalgesia térmica.

Assim, € elementar associar a resposta da aplicacdo de capsaicina a
producdo de dor em queimacdo. Nos modelos animais, a administracdo de
capsaicina na pata de camundongos produz um comportamento sugestivo de dor
caracterizado por intensa lambedura da pata, o que tem sido extensivamente
utilizado como modelo para estudo da dor e prospeccdo de moléculas de origem

natural.

A resposta sensorial a um estimulo nociceptivo envolve muito mais do que as
vias que conduzem os impulsos elétricos aos centros superiores, na realidade, esse
processo € intensamente modulado por diferentes vias, ascendentes e

descendentes, capazes de inibir ou faciltar a conducdo de um estimulo
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potencialmente noxico. Assim, podemos citar varias estruturas supra espinais
envolvidas nas vias inibitorias descendentes, como a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG), sendo um nucleo situado ao redor do aqueduto cerebral no
mesencéfalo; Nucleo Magno da Rafe (NMR), constituindo-se de um ndcleo
serotonérgico localizado na medula oblonga, ou bulbo raquidiano, na regiao rostral
ventromedial (RVM). Cértex cerebral, tdlamo, ndcleo rubro, regido parabraquial,
amigdala, hipotalamo, nucleo pré-tectal e tegmentum lateral pontino também estao
envolvidos na supressdo da dor quando ativados. O Locus Coeruleos (LC), nucleo
noradrenérgico, situado na regido pontina do tronco encefalico, tem importante
participacdo inibitéria descendente no controle da dor (SEGAL, SANDBERG, 1977,
DESALLES et al., 1985; HARDY, 1985; ROBERT, REES, 1986; NEUGEBAUER et
al., 1995; DAFNY et al., 1996; SLUKA, REES, 1997; WILLIS, WESTLUND, 1997).

E fato que a estimulagéo elétrica da substancia cinzenta periaquedutal (PAG)
produz analgesia, além disso, os opidides sdo capazes de ativar os neurdnios da
PAG, e produzir seus efeitos neste local. Na realidade, a PAG participa na
supressdo de estimulos nociceptivos enviando projecbes descendentes para
ndcleos como o Locus coeruleos ou medula rostroventromedial — ndcleo magno da

rafe (RVM) que, entéo, sinaliza para o corno dorsal da medula (Figura 3).

Figura 3. Via descendente envolvendo PAG, NMR e Medula espinhal.

Substancia cinzenta periaquedutal

Periferia

Fonte: Retirado e traduzido de Loyd & Murphy (2009).
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Beitz (1982) concluiu que a PAG recebe projecbes a partir de uma
diversidade de sistemas neurais, incluindo o sistema limbico, sistema motor, sistema
sensorial e sistema autondmico. Assim sendo, esta regido provavelmente esta
relacionada nédo apenas com a supressao dolorosa, mas, também, com sua resposta
comportamental (SEWARDS, SEWARDS, 2002).

1.2. Mediadores centrais do processo nociceptivo.

Nas vias envolvidas nos processos nociceptivos, varios Ssao 0s
neurotransmissores e mediadores inflamatérios capazes de induzir, reduzir ou
modificar a nocicepgdo. Glutamato, Substancia P, GABA, Encefalinas, 5-HT,
Noradrenalina, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), bradicinina,
interleucinas, citocinas e prostaglandinas sédo alguns dos atores neste cenario. Para
0 processo de transducado e conducao da dor, algumas dessas substancias exercem

efeitos mais proeminentes, séao elas:

O glutamato € um importante aminoacido neurotransmissor excitatorio e seus
receptores ionotropicos sao essenciais para a transmissao nociceptiva e
sensibilizacdo dos neurdnios do corno dorsal da medula espinhal (DOUGHERTY et
al. 1992; YOSHIMURA & NISHI, 1995; LEEM et al. 1996;. LU, PERL 2003; CHEN,
PAN 2004;). O Glutamato estd presente nas fibras aferentes primarias possuindo
receptores nos terminais dos nociceptores e medula espinhal, mediando a sinapse
excitatoria entre a fibra aferente primaria e o segundo neurénio no corno dorsal da
medula espinhal (WESTLUND et al., 1992; CARLTON et al., 1995), além do Sistema
Nervoso Central (SNC), onde possui reconhecido papel como neurotransmissor
excitatério. O glutamato age sobre receptores acoplados a canais ibnico (NMDA,
AMPA e Cainato) bem como receptores acoplados a proteinas G (mGlu) (KEW,
KEMP, 2005). A administragéo periférica (BEIRITH et al., 2002) e intratecal (SHIM et
al.,, 2007) de glutamato gera resposta comportamental sugestiva de dor, o que
demonstra a ligagdo da neurotransmissao glutamatérgica tanto na periferia como em

estruturas supra-espinhais. Neste sentido, Quintero et al. (2012) demonstrou que a
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estimulacdo via elétrica ou por estimulo quimico noxico (formalina) é capaz de

aumentar o glutamato extracelular no cértex somatossensorial dos ratos estudados.

O envolvimento do glutamato nos processos nociceptivos parece ser mediada
por mais de um tipo de receptor, tendo a ativacdo de receptores NMDA ou AMPA
importancias diferentes dependendo do modelo de dor estudado. Assim, a
administracdo de antagonista dos receptores NMDA é capaz de bloquear a
hiperalgesia inflamatoria induzida por carragenina, o que ndo € observado com o
blogueio dos receptores do tipo AMPA. Por outro lado, a administracdo de
antagonista dos receptores NMDA (MK-801) ndo exerce efeito sobre a hiperalgesia
poOs-operatoria em ratos, inversamente ao que ocorre com bloqueador de receptores
AMPA que demonstraram ser efetivos na reversdo desse tipo de hiperalgesia
(ZAHN, BREENAN, 1998; ZAHN et al.,, 1998). De forma interessante, alguns
resultados sugerem que o bloqueio de receptores ndo-NMDA na medula espinhal é
0 mecanismo primario, e necessario, de analgesia induzida por drogas capazes de
antagonizar a via glutamatérgica no modelo de nocicepcédo térmica de retirada da
cauda (tail-flick test) sendo o bloqueio de receptores do tipo NMDA sem efeito neste
modelo (LUTFY et al., 1997).

O é&cido y-aminobutirico, GABA, é historicamente reconhecido como o mais
importante neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central. Este aminoécido
tem sido objeto de estudo, e muito ja foi descrito acerca do seu envolvimento na

nocicepcao de diversas origens.

O GABA age sobre receptores ionotropicos (GABA,) e metabotropicos
(GABAg), sendo o primeiro um complexo receptor-canal idbnico permeavel a ions
cloreto, enquanto o segundo trata-se de um receptor com sete alcas transmembrana
acoplado a proteina G (um tipico GPCR-G-Protein-Coupled-Receptor). Ambos os
receptores estdo presentes tanto no corno dorsal da medula espinhal como em
neurénios aferentes primarios sensiveis a capsaicina (DIRIG, YAKSH 1995;
MALCANGIO et al., 1996; KNABL et al., 2008; MUNRO et al., 2008; REICHL et al.,
2012).

Em uma série de experimentos Reichl et al. (2012) demonstraram a

importancia da neurotransmissdo gabaérgica na inibicdo da hiperalgesia térmica e
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mecanica induzida por inciséo intraplantar. Neste estudo, a ativagao de receptores
GABAA e GABAg por via intratecal € capaz de reduzir a hiperalgesia associada a
incisdo plantar, no entanto, a administracéo periférica no local da incisdo ndo possui
o0 mesmo efeito, sugerindo que, no caso da hiperalgesia por incisdo, o efeito inibidor

do GABA parece se dar em nivel medular.

Dirig e Yaksh (1995) demonstraram a capacidade de agonistas de ambos 0s
receptores para GABA de diminuir a nocicepcdo quimica bifasica induzida pela
formalina em ratos, sendo seus efeitos revertidos por antagonistas especificos. No
mesmo estudo, a administracdo intratecal de midazolan (benzodiazepinico que se
liga em sitio especifico dos receptores GABA,, e potencializa a acdo do GABA) nao
demonstrou efeito antinociceptivo, o que, sugere o autor, pode ser explicado pela
necessidade de GABA disponivel para a atividade da droga — Benzodiazepinicos sé
exercem efeitos sobre receptores-canais ionicos de GABAx quando agem

conjuntamente com o neurotransmissor inibitorio GABA).

As encefalinas (Met ou Leu-encefalina) sdo peptideos opidides enddgenos,
com efeitos antinociceptivos e anti-alodinico. Seus efeitos ocorrem em niveis
espinhais ou supra-espinhais mediados por receptores 8, e 0., respectivamente
(TAKEMORI, PORTOGHESE, 1993). Apesar de outros ndcleos possuirem neurdnios
encefalinérgicos, de grande importancia € a regido da PAG, visto ser um dos locais
de acdo da morfina, além de estar diretamente envolvida nas vias descendentes de
inibicdo da dor. Na realidade, parece existir um sistema de inibicdo tonica
envolvendo neurénios GABAérgicos na liberacdo de met-encefalina na PAG. Assim,
0 GABA inibe as projecBes encefalinérgicas da PAG, no entanto, a nocicepgéo é
capaz de sobrepujar essa inibicéo resultando em maior excitabilidade dos neurdnios

descendentes da PAG responsaveis pela antinocicepcao (WILLIAMS et al., 1995).

Substancia P (SP) é um neuropeptideo fortemente envolvido no processo de
nocicepcao sensorial primario. As fibras C de neurbnios utilizam principalmente o
glutamato como neurotransmissor e SP como co-trasmissor (MALMBERG, YAKSH,
1992; HORNFELDT, LARSON, 1994).

Interneurdnios eferentes serotonérgicos espinhais modulam negativamente a
trasmissdo da substancia P (LARSON et al., 1989; EIDE, HOLE, 1991).
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Concentra¢des aumentadas de SP no cérebro parece aumentar a quantidade de 5-
HT na medula espinhal, enquanto 5-HT diminui a liberagdo de SP para a medula
espinhal (MOLDOFSKY, 1982; MURPHY, ZEMLAN, 1987; SHARMA et al., 1990;
WALKER et al.,, 1991). Isto pode ser interpretado como um ciclo de feedback
negativo: os niveis elevados de SP poderiam levar a uma liberagdo de seu
antagonista 5-HT.

A via Serotoninérgica (5-hidroxitriptamina, 5-HT) esta envolvida na modulacéo
da emocdo, cognicdo e funcdes motoras, bem como ritmos circadiano e
neuroendocrino (HEILS et al., 1996). 5-HT é sintetizada a partir de seu precursor, 0
L-triptofano e metabolizada em &cido 5-hidroxiindoilacético (5-HIAA) (Figura 4). A
etapa limitante da sintese de serotonina € a hidroxilacdo pela triptofano hidroxilase,
por conta da sua baixa concentracdo no SNC (TANIS et at., 2008), no entanto, a
administracdo de L-triptofano é capaz de aumentar a sintese cerebral de 5-HT de
acordo com Gibbons (1979) e observacbes do nosso laboratorio publicadas
(ROCHA et al., 2013) e néo publicadas.

Figura 4. Sintese de 5-hidroxitriptamina (5-HT ou Serotonina),
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7

O L-triptofano € um aminoacido neutro de grande importancia para o
metabolismo humano, pois além de precursor metabdlico do neurotrasmissor
serotonina e do neuro horménio melatonina, participa da sintese da vitamina B3
(niacina) e da formacédo das quinureninas.

A serotonina é o principal neurotransmissor utilizado pelos neurénios dos
nucleos da rafe. Nestes ndcleos, os conjuntos de neurdnios serotonérgicos podem
ser alocados, com base na sua distribuicdo e principais projecfes, em dois grupos: o
grupo rostral, confinado ao mesencéfalo e ponte rostral, com grandes projecdes para
0 cérebro, e o grupo caudal, que se estende a partir da por¢cao caudal da ponte para
a parte caudal da medula oblonga, com grandes proje¢c0Oes para as por¢cdes caudais
do tronco cerebral e da medula espinhal. Esta divisdo antero-posterior em duas
populacdes foi recentemente corroborada por estudos genéticos que revelam as
suas origens em populagcdes precursoras separadas (DING et al., 2003). Como
assinalado anteriomente, as proje¢cfes serotonérgicas oriundas do ndcleo magno da
rafe exercem importantes efeitos sobre a supresséo dos estimulos nociceptivos nas
sinapses medulares.

A diminuicdo da concentracdo sérica de 5-HT e triptofano tem sido obervado
em pacientes com sindromes dolorosas como a fibromialgia e enxaqueca (RUSSEL
et al., 1992; HRYCAJ et al., 1993; STRATZ et al., 1993; HEILS et al., 1996; WOLFE
et al., 1997; SUPORNSILPCHAI et al., 2006). Tém sido postulado que a diminuicao
dos niveis de 5-HT pode estar ligado a um aumento na percepcdo da dor e a
estados de insonia (MOLDOFSKY, 1982).

Quando coadministrado ou realizado tratamento prévio, junto com outros
analgésicos, o comportamento do triptofano é pouco preditivo. O L-triptofano parece
exercer efeito potencializador sobre a antinocicepcédo induzida por estimulacéo via
eletrodos em mesencéfalo de animais (MOROZOVA, VAL'DMAN, 1979). No
entanto, a administracdo intraperitoneal de L-triptofano € capaz de atenuar a
analgesia associada a morfina, segundo HO et al. (1975). O L-triptofano ja foi
descrito como substancia antinociceptiva, nas doses de 300 e 600 mg/Kg no teste
da placa quente (HEYLIGER et al., 1998).

L-triptofano, que é um aminoacido essencial, indispensavel na alimentagéo,
pois ndo é sintetizado pelas células humanas, foi descoberto em 1901, e ja foi

descrito como co-adjuvante no tratamento da depressdo e como suplemento
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nutricional, bem como sedativo (SIMAT, STEINHART, KOCHEN, 1994) e agente
indutor do sono (GEORGE et al., 1989).

Apesar de ser precursor na sintese de serotonina e melatonina (RIOS et al,
2010), a maior via de metabolizagdo do L-triptofano leva a biossintese de derivados
do acido quinurénico, como visto na figura 5 (PETERS, 1991). Esta via de
metabolizacdo do L-triptofano ocorre tanto no cérebro quanto na periferia e é

conhecida como via das quinureninas.

Figura 5. Metabolismo de L-triptofano pela via das quinureninas
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Esta € a principal via de metabolismo do L-triptofano, levando a geracéo de
uma familia de metabdlitos, incluindo: 3-hidroxiquinurenina, acido antranilico, acido
3-hidroxiantranilico, acido xanthurénico, &acido quinolinico e acido quinurénico
(KYNA), todos com propriedades biolégicas (LAPIN, 1978; PETER, 1991). Desta
forma, esta via gera substancias deletérias tais como o acido 3-hidroxiquinurénico e

3-hidroxiantranilico que aumenta o stress oxidativo e pode causar morte neuronal, e
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acido quinolinico, agonista do receptor de NMDA, que pode exercer efeitos
excitotoxicos (CARVALHO et al., 1996). Em contraste, o0 KYNA foi descrito por
Heyliger et al. (1998) como substancia antinociceptiva nos testes de nocicepcéo
térmica provavelmente pela capacidade de bloquear receptores de glutamato
(BERTOLINO et al., 1989).

No controle da dor as doses mais elevadas de L-triptofano (> 300 mg / kg)
foram associadas com efeito antinociceptivo em alguns modelos de nocicep¢do em
ratos (HEYLIGER et al.,, 1998). Este estudo contradiz o trabalho realizado por
Dennis, Melzack (1980), pois este ultimo falha ao mostrar efeito analgésico do L-
triptofano no teste da placa quente. Malin et al. (2002) descreveu um importante
efeito potencializador de L-triptofano sobre o efeito antinociceptivo de
eletroestimulacdo transcraniana de baixa corrente. Em todo caso, a administragéo
intratecal de 5-HT ou L-triptofano tem sido descrita como capaz de modular o

comportamento da dor.

Vérios relatos tém sido publicados sobre o efeito antinociceptivo da
melatonina, no entanto, a influéncia de 5-HT no controle da dor € complexa, desde o
envolvimento dos receptores serotonérgicos aos resultados em modelos animais de

dor.

Existem varios receptores responsivos a serotonina, possuindo maior
importancia clinica e experimental, neste momentos, as familias de receptores 5-

HT,, 5-HT, e o receptor 5-HT3, que € um canal idnico regulado por ligante.

A familia dos receptores 5-HT; compreende cinco subtipos de receptores
diferentes (receptores 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F), que partilham
40-63% de identidade de sequéncia e agem acoplados a proteina Gi para inibir a
formacdo de AMPc. 5-HT;a € 5-HT1g agem como auto-receptores somatodendritico
e terminais, respectivamente, no entanto, estes receptores também sdo expressos
em todo o SNC BARNES et al., 2012).

A familia 5-HT, compreende trés receptores 5-HT,a, 5-HT2s € 5-HToc que
exibem 42-51% de identidade de sequéncia de aminoacidos global e se acoplam a

proteina Gqg para aumentar a hidrolise de fosfatos de inositol e elevar o calcio
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citossolico. Além disso, Gg/G11 parece se acoplar com outras vias de transducdo,
por exemplo, PI3K/Akt e ERK (BARNES et al., 2012)

O receptor 5-HT3; contrasta com todos os outros receptores 5-HT
identificados, sendo um receptor acoplado a um canal iGnico, que exibe estreitas
relacdes estruturais com o receptor nicotinico de acetilcolina, GABA-A, 0s receptores
ionotropicos. Os receptores 5-HT3 medeiam respostas de despolarizacdo rapidas
que sdo propensas a dessensibilizagdo com a ativacdo agonista prolongada. O
complexo receptor € composto por cinco subunidades que circundam o canal idnico
integrante em arranjo de anel. A primeira subunidade a ser identificada, 5-HT3a,
forma um receptor eficiente homomérico funcional que apresenta muitas das
caracteristicas de alguns receptores 5-HT3z nativos. As subunidades que foram
identificadas (5-HT3g, 5-HT3c, 5-HT3p, subunidades 5-HT3g), que ndo aparecem para
formar receptores funcionais homomeéricos, contudo sao integrantes da montagem
dos receptores heteroméricos 5-HT3, juntamente com a subunidade 5-HT3za
(BARNES et al., 2012)

Yaksh e Wilson (1979) demonstraram que a injecéo intratecal de serotonina
em rato, coelho, gato produz uma elevacao no limiar nociceptivo em varias medidas
comportamentais. Na mesma obra, os autores demonstraram que o bloqueio de
receptor por metisergida (antagonista misto de 5-HT; e 5-HT,) exerce efeito
antinociceptivo. No entanto, Schmauss et al. (1983) demonstrou a auséncia de
envolvimento do receptor 5-HT, sobre a atividade antinociceptiva de 5-HT
administrado por via intratecal em teste de retirada da cauda. Outra pesquisa
descreveu o envolvimento de receptores 5-HT3 sobre o controle da dor. Bardin et al.
(2000) demonstraram que o antagonismo do receptor 5-HT3 por tropisentron reverte
a acao antinociceptiva da 5-HT, bem como a administracao intratecal de agonista de

5-HT3 mostra o efeito antinociceptivo.

Podemos, entdo, entender que a via de transmissao serotonérgica exerce
importantes efeitos sobre o processamento do estimulo ndxico, embora ainda nao
seja definitiva a importancia que cada tipo, ou subtipo, de receptor serotonérgico

possui no controle da dor.
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A bradicinina € um peptideo derivado do plasma pela acdo da calicreina
sobre o seu precursor o cininogénio de alto peso molecular (CAPM ou HMWK). Esse
mediador esta envolvido na sinalizacdo da dor, inflamacdo e coagulacéao, além de
possuir acbes vasculares e renais. Junto com a calidina, a bradicinina forma o
sistema de cininas plasmaticas. Estas agem sobre receptores especificos
denominados B1 e B2. A bradicinina parece se ligar mais facilmente aos receptores
B2, estes por sua vez, parecem mediar a maioria das respostas a bradicinina e
calidina na auséncia de processo inflamatorio. Os receptores de bradicinina B2
podem ser encontrados em neurdnios sensoriais (STERANKA & BURCH et al, 1997)

e a sua ativacao conduz a excitacdo neuronal e a geracao de dor (DRAY, 1995).

Alguns estudos sugeriram que os receptores B1 da bradicinina poderiam ter
também um papel na geracdo e manutencdo da hiperalgesia em condi¢cdes que
envolvem inflamag&o de longa duragdo (PERKINS et al.,, 1993; , KELLY, 1993;
DAVIS, PERKINS, 1994). De fato, esses receptores parecem mediar a hiperalgesia
resultante de processos inflamatérios, no entanto, os resultados de Davis et al.
(1996) mostraram que neurdnios do ganglio da raiz dorsal ndo respondem a
estimulacdo de agonistas especificos de receptores do tipo B2 de animais
previamente estimulados com indutores do processo inflamatoério. Essa observacgao
considerada juntamente com o fato de os receptores Bl serem expressos em
células inflamatérias como macr6fagos e sua ativacdo levar a producdo dos
mediadores inflamatérios TNF-a e IL-18 (DRAY, 1995), leva a sugerir que as acdes
pré-nociceptivas mediadas pelo receptor B2 ndo provém da estimulacdo direta

desses receptores nos nervos sensitivos.

A Noradrenalina é uma amina simpatica que possui diversas funcdes
organicas imprescindiveis para manuntencdo da homeostase, participando na
regulacéo da presséao arterial, agindo nos vasos e no coragéo. As agdes centrais da
noradrenalina estdo ligadas ao histérico postulado entre quantidades baixas de
noradrenalina no SNC e quadros depressivos. Essa visao € fortalecida pela nogao
que a inibicdo da recaptacdo ou metabolismo desta substancia € o mecanismo de
acdo de antidepressivos classicos como triciclicos e inibidores da
monoaminoxidase(MAO) (POTTERHOLLISTER, 2008).
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No controle da dor existem consideraveis evidéncias que apontam para uma
interférencia dessas monoaminas no controle das vias nociceptivas. Clinicamente, a
amitriptilina, um inibidor da recaptacdo de noradrenalina e serotonina e, portanto,
capaz de aumentar a sua disponibilidade, tem sido usada para o controle da
enxaqueca (SILBERSTEIN, US Headache Consortium, 2005) e quadros dolorosos
advindos da neuropatia diabética (BANSAL et al., 2009) e tendo sido relatada
também efetividade do tratamento da dor cronica associado a desordens da
articulacao temporomandibular (RIZZATTI-BARBOSA et al., 2003).

No corno dorsal da medula existem receptores alfa-adrenérgicos do tipo 2, a-
2. Além disso, 0 nucleo magno da rafe possui neurdnios ndo serotonérgicos e a
estimulacdo desse nucleo produz antinocicep¢ao bloqueavel tanto por metisergida,
antagonista serotonérgico, quanto por fentolamina, antagonista noradrenérgico
(HAMMOND, YAKSH, 1984; JONES, LIGHT, 1992).

Outras evidencias como aquelas levantadas pelos trabalhos de Sagen et al.
(1983) e Reddy e Yaksh (1980) sugerem a modulacdo da noradrenalina nas vias
descendentes de controle da dor. Esses autores mostraram que lesdes medulares
por 6-hidroxidopamina, que leva a uma queda no contetddo de noradrenalina, causa
hipernocicepcao, assim como a injecédo intratecal de noradrenalina produz um efeito

analgésico.

As Prostaglandinas sdo mediadores derivados do acido araquiddnico com
diversas funcdes biolégicas. As prostaglandinas sédo descritas como fatores
protetores gastricos, mediadores nos processos nociceptivos, inflamatérios e febris.
O 4&cido araquidénico €é biotransformado a prostaglandina pela acdo da
cicloxigenase(COX), enzima que ocorre pelo menos em trés isoformas, ou seja,
COX-1, COX-2 e COX-3). Todas as isoformas catalisam a mesma reacado sendo
diferenciada pela expressao constitutiva/fisiologica da COX-1 e da expresséo
induzida/patologica da COX-2. A COX-3 é uma variagdo da COX-1, localizada
principalmente no tecido cerebral, mais especificamente no cértex (DRAY, 1995;
CHANDRASEKHARAN et al., 2002; RANG et al., 2006; BOTTING, 2006).
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Entre os muitos mediadores da inflamacéo, as prostaglandinas (PGSs)
possuem importancia especial. Elas sdo liberadas por quase todo tipo de estimulos

guimicos ou mecanicos e sempre acompanham a resposta inflamatéria.

A COX-2 é a isoenzima induzida em células inflamatérias mediante estimulo
inflamatério. A PGE,; torna a célula neural hipersensivel a estimulos dolorosos e
interage com citocinas na geracao de febre durante processos infecciosos. A PGD; é
o principal metabdlito da via da COX nos mastdcitos e, juntamente com PGE; e
PGl,, causa vasodilatagdo e potencializa a formacdo de edema pela acdo sinérgica
entre as substancias enddgenas que causam o aumento da permeabilidade
vascular, como a bradicinina e histamina (DRAY, 1995; RANG et al.,, 2003;
BOTTING, 2006).

1.3. Sinergismo farmacologico

A combinacédo de drogas para atingir um efeito clinico maior é prética corrente
no tratamento de varias condicbes morbidas. Assim, sdo padronizados protocolos de
combinacdes de drogas antineoplasicas, de antibiéticos bem como para o
tratamento da dor. O objetivo maior de combinar drogas analgésicas €, sem duvida,
reduzir em proporcdo ainda maior o estado doloroso quando comparado com o
tratamento isolado. No entanto, nessas estratégias pode-se obter além de um efeito
maior, uma reducdo no potencial toxico quando a associacdo permite uma reducao
consideravel nas doses das drogas administradas conjuntamente.

Na maioria dos casos a combinacdo de duas drogas analgésicas reportem
resultados simplesmente de adicéo de efeitos, ou seja, o0 efeito da administracao € a
soma algébrica dos efeitos das drogas isoladas, como no caso descrito por Taber et
al. (1969) na coadministracdo de analgésicos opidides morfina e metadona. Porém,
em alguns casos, notadamente quando se combinam drogas com mecanismos de
acao diferentes, pode-se obter um efeito maior do que a simples soma de acoes,
efeito maior do que o aditivo, chamado de efeito sinérgico, como os descritos por
Tallarida et al. (2003) e Miranda et al. (2006).
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Algumas combinacdes de analgésicos tém sido estudadas e rotineiramente
revistas na prética clinica. A associacdo de paracetamol e codeina no alivio da dor
oral associada a cirurgia de extracdo do terceiro molar € efetiva quando o estado
doloroso se apresenta de forma mais severa, enquanto o paracetamol se mostra
efetivo apenas no alivio da dor moderada, administrado em doses acima de 500 mg.
No entanto, analise de varios estudos, revisto por Mehlisch (2002) sugere uma
relacdo aditiva desta combinacédo no controle deste tipo de dor. Relata, ainda, Ong
et al. (2010) que uma combinacdo de paracetamol e determinados AINEs pode
proporcionar analgesia superior do que qualquer uma das drogas isoladamente no
tratamento da dor pos-operatoria.

Esses relatos sobre a maior efetividade no tratamento de condi¢cdes dolorosas
com combinacdes de drogas sao ainda mais importantes quando se analisa 0s
insucessos relativos das drogas mais recentes, ndo tdo novas assim, lancadas para
o tratamento de condi¢cBes dolorosas como osteoartrite e dor muscular. Tomemos
como exemplo duas drogas integrantes da classe dos Coxibs, antiinflamatérios ndo
esterdides que inibem seletivamente a enzima cicloxigenase do tipo 2(COX-2), o
rofecoxib (Vioxx®) e valdecoxib(Bextra®). Aprovadas em 1999 para uso nos Estados
Unidos, essas drogas foram retiradas do mercado norte-americano em 2004 e 2005,
respectivamente, por acdo do Orgao regulamentador, o FDA (Food and Drug
administration), conjuntamente com as induastrias produtoras, Merck Co. Inc.® e
Pfizer®, respectivamente, sob a alegacdo de aumentar o risco de eventos
tromboembdlicos cardiovasculares, ou seja, 0s beneficios do seu uso ndo superam
0s riscos associados (FDA, 2012).

Os dois principais estudos clinicos que avaliaram a maior seguran¢a quanto a
eventos adversos gastrointestinais dos medicamentos rofecoxib e celecoxib, o
VIGOR - Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research (BOMBARDIER et al, 2000) e o
CLASS - Celecoxib Long-term Arthritis Safety Study (SILVERSTEIN et al., 2000),
demonstraram eficacia semelhante das novas drogas frente a AINES tradicionais
como o Diclofenaco ou Ibuprofeno para o controle dos sintomas da artrite. Neste
caso, é relatada uma reduzida incidéncia de efeitos gastrintestinais como lesdes
géastricas e complicacdes de ulcera como perfuracdes e hemorragias, no entanto,

nada foi descrito acerca do risco de efeitos cardiovasculares.
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Esses estudos foram publicados nos dois periddicos voltados a pesquisa
clinica e terapéutica mais importantes na atualidade e motivaram tomadas de
atitudes de varias agéncias regulatérias em todo mundo, inclusive no Brasil, no
sentido de aprovacao desses produtos e posterior adverténcias sobre seus efeitos
sobre eventos cardiovasculares tromboembolicos. No entanto, a analise critica mais
pertinente no contexto desse trabalho € a constatacdo de que todo o investimento
das grandes industrias em atividade nos paises desenvolvidos a fim de descobrir
novas drogas para o controle da dor inflamatéria retornaram a produtos com eficacia
terapéutica semelhante a produtos no mercado ha mais de 50 anos e com efeitos
adversos potenciais maiores que o0s associados aos antigos AINEs, com excecgao
dos efeitos adversos no trato gastrintestinal.

Em sintese, mesmo com as modernas ferramentas das ciéncias quimicas e
biomédicas, o desenvolvimento de uma molécula clinicamente mais eficaz por via
oral e com perfil de efeitos colaterais menor néo logrou éxito no campo do controle
da dor inflamatoria, restando como ferramenta terapéutica o melhor manejo dessas
condicBes com moléculas ja existentes, ou novas drogas de imitacao.

Neste sentido, a utilizacdo concomitante de duas drogas planejadas de forma
racional e com doses e proporgdes ideais parece ser uma alternativa ndo tao
atraente em termos invencionais, mas, talvez, clinicamente mais Util e segura
guando comparadas com as estratégias atualmente empregadas.

Essa ideia ndo € tdo sofisticada quanto a tendéncia de alguns grupos de
pesquisadores e empreendedores, de adicionar a molécula de um analgésico um
radical capaz de agir na reducao de efeitos adversos, como o desenvolvimento de
NO-AINES (analgésicos e anti-inflamatorios usados como carreadores e liberadores
de 6xido nitrico). No entanto, parece ser um atalho na geracdo de novos produtos
com maior seguranga, principalmente quando se leva em consideragdo as
facilidades de registros desses produtos nas agéncias regulatorias quando utilizando
drogas ja em uso. Tudo isto torna mais facil a translacdo dos resultados da bancada
até a clinica.

Ao investigar a interacado de duas moléculas quanto ao efeito antinociceptivo,
a importancia principal € tdo somente a descricdo desse efeito de forma

cientificamente convincente. Diferente do que se possa imaginar, o fenbmeno da



45

interacdo sinérgica é algo imprevisivel tanto nos modelos experimentais atualmente
empregados para o estudo da dor, quanto na pratica clinica.

Do quadro a seguir pode-se depreender que o registro de produtos na forma
de associagcdo em dose fixa pode pular varias fases clinicas, podendo ser
requisitado, para alguns produtos integrantes da situacdo 01, apenas ensaios de
bioequivaléncia relativa/biodisponibilidade (BRASIL, 2010)

Quadro 1. Requisitos para registro de Nova Associacdo em Dose Fixa (ADF)
no pais. BRASIL, 2010.

Situacédo 1 Situacéo 2

A ADF possui 0s mesmos principios ativos,
nas mesmas concentracbes e posologia
gue um regime de tratamento com uso
concomitante das monodrogas que
possuem seu perfil de seguranca e eficacia
estabelecido por meio de evidéncia

cientifica disponivel na literatura.

As monodrogas registradas possuem
perfil de eficacia e seguranca bem
estabelecido, mas a associacdo ainda
nao foi estudada nas doses e para as
indicacOes terapéuticas que se pretende
pleitear, ou seu perfil de eficacia e
seguranca ndo estd estabelecido por
meio de evidéncia cientifica disponivel

na literatura.

Requisitos para registro

Requisitos para registro

Podera ser apresentado relatério clinico
baseado em dados de literatura publicados
em revistas indexadas, desde que

atendidos os requisitos estabelecidos.

Nesse caso, sempre sera necessaria a
conducdo de estudo clinico Fase lll, e
eventualmente de estudos clinicos Fase

Il com a associacgao.

Tallarida et al. (2003) descrevem o sinergismo existente entre a glicosamina e

ibuprofeno no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético. De
outra forma, mesmo trabalho demonstra que a glicosamina bloqueia o efeito
antinociceptivo do paracetamol nesse modelo. Na clinica, Genovese et al. (2004)
demonstraram que o uso combinado de etanercept (Enbrel®) e anakinra (Kineret®),

respectivamente uma imunoglobulina solivel com receptor para Fator de Necrose
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Tumoral (TNF) e um antagonista do receptor de Interleucina-1 (IL-1), ndo possuem
vantagens quando comparado ao uso isolado de qualquer um para o tratamento de
pacientes com artrite reumatoide que né&o tiveram resposta satisfatdria com o

metotrexato.

Assim, o sinergismo entre drogas ndo € uma propriedade classe-dependente
e ndo ha como prever esse comportamento farmacolOgico, caracterizado pela
potencializacdo do efeito clinico ou de uma resposta a um teste pré-clinico de uma
substancia em tratamento conjunto com outra baseando-se em mecanismos
principais de acao dessas drogas, mesmo quando a teoria aponta para isso, como

no uso de etanercept e anakinra.

Uma aplicacédo de sucesso utilizando apenas conceitos de sinergismo entre
drogas analgésicas foi o desenvolvimento da associagdo, hoje clinicamente
disponivel, entre o analgésico opidide tramadol e o paracetamol (Ultracet®)
desenvolvido a partir de um estudo publicado em 1996 por Ronald Tallarida e Robert
Raffa onde o método de avaliagdo da atividade antinociceptiva foi, e nada além, o
teste de contor¢cdes abdominais induzidas pelo &cido acético descrito por Collier et
al. em 1968 e o tratamento matematico adequado dos dados experimentais
(COLLIER, 1968; TALLARIDA, RAFFA, 1996).

Assim como o paracetamol, a dipirona também é comercialmente disponivel
em combinagdes com outras substancias, como por exemplo: Dorflex®, Benegripe® e
Apracur®, drogas indicadas principalmente para o tratamento de dores musculares,
cefaleias e estados gripais. Embora a dipirona néo esteja disponivel comercialmente
associada a analgésicos opiodides, dados pré-clinicos mostram a capacidade dessa
substancia em potencializar o efeito do tramadol em modelo de nocicepcao térmica
na placa quente (RODRIGUEZ-SILVERIO et al., 2009) e parece exibir associagio
sinérgica com a cafeina em modelo de nocicepcao quimica induzida pela formalina
(DIAZ-REVAL et al., 2008).

Essas duas substancias, Paracetamol e Dipirona, tém em comum a
capacidade de bloquear seletivamente a producdo central de prostaglandinas,
possuindo agdo nula sobre tecidos periféricos (CHANDRASEKHARAM et al., 2002),

diferentemente do que ocorre com outros AINES como cetorolaco e cetoprofeno que
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sdo capazes de inibir a sintese periférica e central de prostaglandinas (SHUKURI et
al.,, 2011). Nesse contexto, dipirona e paracetamol pareceram ser capazes de
potencializar o efeito de alguns analgésicos opidides e ndo-opioides (TALLARIDA et
al., 2003; MIRANDA et al., 2006) o que pode sugerir que 0 bloqueio central da
sintese de prostaglandinas é uma importante ferramenta de incremento da analgesia

de outras drogas

1.4. Dipirona

Dipirona € uma droga analgésica historicamente utilizada no Brasil e um dos
antitérmicos mais utilizados na pratica clinica. Trata-se de derivado pirazolénico,
nao-esterdide e com pronunciada atividade analgésica, sendo amplamente utilizada
em algumas partes do mundo como um analgeésico, inclusive na Europa e América
do Sul. Em outras regides seu uso foi proibido por causa de sua controversa relacao
com agranulocitose (EDWARDS, McQUAY, 2002). Essa associacdo foi
principalmente evidenciada nos Estados Unidos da América e outros paises
desenvolvidos (DORR, COOK, 1996; HEDENMALM, SPIGSET, 2002; EDWARDS,
McQUAY, 2002). No entanto, varios estudos demonstraram a seguranca da dipirona
em diferentes populagbes (MALUF, 1999; MARTINEZ-MARTIN et al., 2001;
TULUNAY et al., 2004; BASAK et al., 2010). No Brasil a dipirona € uma substancia
presente em varios medicamentos vendidos sem receita médica, alguns deles estédo
entre os mais vendidos do pais. Em contrapartida, as discrasias sanguineas como a
anemia aplastica e agranulocitose séo raras, o que fez a dipirona ser definida como
droga segura pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BENSENOR,
2001; HAMERSCHLAK et al., 2005; SOUZA et al., 2012).

A dipirona é classificada como um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE), no
entanto, apesar das suas atividades antipiréticas e analgésicas, possui efeito quase
desprezivel em termos anti-inflamatorios e fraca capacidade de inibicdo frente a
ambas as isoformas de cicloxigenases COX-1 ou COX-2 (BOTTING, 2000). A
capacidade analgésica e antitérmica da dipirona parece estar relacionada
intimamente com a capacidade de inibicdo da COX-3 pelo seu metabdlito ativo 4-
metilaminoantipirina (CHANDRASEKHARAM et al.,, 2002). Apesar disso, ha

evidéncia do envolvimento de outros mediadores como Oxido nitrico periférico e
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central e glutamato (BEIRITH et al., 1998). Em animais, a dosagem minima para se
obter efeitos antinociceptivos com a dipirona em modelos de dor utilizando roedores
€ um pouco acima de 350 mg/kg (BEIRITH et al., 1998; PAKULSKA et al., 2003;
DIAZ-REVAL et al., 2008). Considerando-se que a reducdo desta dose pode ser
uma estratégia para diminuir os possiveis efeitos adversos, a avaliacdo de qualquer
ferramenta, a fim de manter a atividade antinociceptiva da dipirona em doses
menores é (til e pode ser uma forma de fornecer um farmaco analgésico eficaz para
varias populacbes aparentemente mais suscetiveis aos efeitos colaterais da

dipirona.

1.5. Paracetamol

O paracetamol € um dos analgésicos de comprovada eficacia mais utilizados
no mundo, principalmente quando se leva em consideragéo o fato da dipirona ser
prescrita em diversos paises, marcadamente em paises desenvolvidos. Contudo, as
doses mais elevadas estdo associadas a efeitos toxicos graves. E hepatotdxico para
0os seres humanos em doses acima de 125 mg/kg (BUCKLEY, 2007) e sua
overdose, tanto intencionais como n&o intencionais, continua a ser uma
preocupacao de saude publica, registrando uma média anual (2000-2006) de 33,520
internacBes somente nos EUA.

Paracetamol é a denominacdo internacional recomendada para o0 bem
conhecido nos Estados Unidos e Europa acetaminofeno. Essa substancia foi
sintetizada pela primeria vez em 1878 por Morse (1878) e usada clinicamente pela
primeira vez por Von Mering em 1887 (1893). Nesta época foi preterido e descartado
em favor da fenacetina. Os estudos de Brodie e Axelrod (1948) levaram a sua
"redescoberta" de marketing na década de 1950 nos Estados Unidos como um
analgésico substituto para a fenacetina, que fora "condenada"™ por sua
nefrotoxicidade. Algumas preocupagbes da ONU néo-fundamentadas sobre a
seguranca do paracetamol atrasou sua ampla aceitacdo até o ano de 1970. A partir
de entdo, o paracetamol se tornou uma das drogas mais populares e amplamente
utilizada no mundo para o tratamento da dor e febre, provavelmente, o medicamento
mais comumente prescrito para criangcas (BENTLEY & MACKIE, 1995; RIANO-
GALAN et al. 1998; PANDOLFINI, 2005; BERTOLINI et al., 2006). Paracetamol
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ocupa uma posi¢do Unica entre as drogas analgésicas, tanto para o tipo de dor
aliviada e para os efeitos secundarios. Assim, por exemplo, ao contrario de outros
AINEs, o paracetamol € quase unanimemente considerado ineficaz na dor
inflamatoria, bem como no tratamento da dor intensa. Ao contrario dos opiaceos, €
ineficaz em dor decorrente de espasmo do musculo liso visceral e ndo tem efeito
depressor sobre a respiracdo. Além disso, ao contrario de outros AINES o
paracetamol ndo produz danos gastrointestinais ou efeitos adversos cardiorenais. O
mecanismo de acdo do paracetamol € o bloqueio central da sintese de
prostaglandinas através da inibicdo da COX-3 (COX-1b) (CHANDRASEKHARAM et
al., 2002). Recentemente foi aventada a possibilidade do paracetamol e seus
metabdlitos atuarem como agonistas de canais ibnicos situados centralmente como
TRPV1 (MALLET et al., 2010) e TRPA1 (ANDERSSON et al., 2011).

Em sintese, € um analgésico e antitérmico amplamente prescrito, que, apesar
de ndo necessitar de receitas médicas para sua aquisicdo, esta ligado a eventos
hepatotoxicos importantes e a reducdo de sua disponibilidade pode ser uma

estratégia de diminuicdo de eventos adversos e mortes por suicidios.
1.6. Cetoprofeno

O Cetoprofeno € um classico anti-inflamatério ndo esteroide (AINE)
pertencente a familia dos derivados propidnicos com atividades analgésicas, anti-
inflamatorias e antipiréticas que possui 0s mesmos problemas que seus congéneres
de classe tais quais aqueles associados com um aumento do risco de
desenvolvimento de Ulceras no trato gastrointestinal e suas complicagdes, como, por
exemplo, hemorragias e perfuracdes, (SZABO et al., 1985; SCHOENFELD et al.,
1999). Relata em revisdo, Sarzi-Puttini et al. (2010), que o cetoprofeno tem sido
amplamente utilizado no manejo de estados dolorosos oriundos de dano tecidual e
no tratamento da dor no pos-operatorio, é eficaz também em pacientes com dor
reumatica aguda, incluindo bursite relacionada, tendinites e dor lombar, sendo
observado um rapido inicio de atividade analgésica.

Essa droga € uma mistura racémica, onde apenas 0 isbmero-S possui
atividade biolégica, enquanto que o isdmero R é muito menos potente (CABRE et
al., 1998; BARBANOJ et al., 2001). O principal mecanismo de acdo analgésica do
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cetoprofeno € a inibicdo ndo seletiva das ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2) e,
consequentemente, diminuicdo da producdo de prostaglandina E; (PGE;). Em
adicdo aos seus efeitos sobre a ciclo-oxigenase, o cetoprofeno também inibe a
lipoxigenase, a via da cascata do acido araquidonico (WALKER, 1980) que conduz a

uma diminui¢éo da sintese de leucotrienos.

Um estudo conduzido por Fiorentino e colaboradores (1996), avaliando a
eficacia do cetoprofeno como profilaxia da osteopenia induzida por imobilizacdo da
cauda em roedores, sugere que os AINEs, cetoprofeno em particular, podem reduzir
a reabsorcdo 0ssea, e ndo alteram significativamente a formacao 6ssea em doses
subefetivas para efeito anti-inflamatério. E conhecido que imobilizacdo conduz a
uma perda de massa 6ssea tanto em animais como em seres humanos, assim como

€ umas das complicacdes associadas a cirurgias ortopédicas.

Estudo clinico verificou que o uso de cetoprofeno parece ser capaz de reduzir
as necessidades de administracdo de analgésicos opidides como o fentanil nos
pacientes em tratamento pds cirurgia ortopédica. O mesmo estudo ndo descreve
essa propriedade para o paracetamol (SARZI-PUTTINI et al., 2010).

Os efeitos adversos do cetoprofeno, como os outros AINES, sdo dependentes
de dose e de tempo de tratamento, sendo clinicamente importante reduzir a carga de
ingestdo dessa droga mantendo-se suas atividades analgésicas, o que pode ser
conseguido, em tese, potencializando seu efeito com o0 uso de uma droga menos
toxica, tal como sua acao frente ao fentanil (SCHOENFELD et al., 1999; SARZI-
PUTTINI et al., 2010).
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2 Relevancia e justificativa.

Condicdes dolorosas sdo altamente presentes na sociedade, variando de uma
simples dor associada a dismenorreia a dores intensas como colicas renais ou dores
associadas a neoplasias. Alguns desses estados sdo refratarios ao uso de
analgésicos, ou 0 uso de analgésicos levam ao aparecimento de efeitos adversos

potencialmente graves.

Combinar analgésicos de eficacia comprovada € uma estratégia que se
destina a atingir um ou mais objetivos terapéuticos tais como a facilitar a adeséo do
paciente, simplificar a prescricdo, melhorar a eficacia sem aumentar os efeitos

adversos, ou diminuir os efeitos adversos sem perda de eficacia (RAFFA, 2001).

Interferir em mais de uma via de um processo fisiolégico ou fisiopatolégico
como 0 processo noceptivo/doloroso € uma estratégia racional de se combinar
analgésicos buscando debelar a dor. Assim, a possivel potencializacdo de vias
moduladoras inibitorias cérebro-espinhais serotonérgicas pela administracdo de L-
triptofano pode servir de plano de fundo para potencializar o efeito de analgésicos
nao-opidides como a dipirona ou paracetamol, tendo em vista essas drogas agirem
inibindo o processo nociceptivo em outro ponto. Essas drogas ja foram descritas
como poupadoras de morfina, reduzindo a dose necessaria para a morfina exibir
antinocicepgao/analgesia (KORPELA et al., 1999; HERNANDEZ-DELGADILLO et
al., 2002)

Dessa forma, o estudo do sinergismo entre o L-triptofano e a dipirona,
paracetamol ou cetoprofeno pode servir de base para instituicdo de novas terapias
de manejo da dor, possibilitando reduzir os riscos de eventos adversos dose-

dependentes ou aumentar a eficacia dos tratamentos.
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3 Objetivos

3.1. Geral

O principal objetivo deste trabalho foi demonstrar a capacidade do L-triptofano
de interagir sinergicamente com os analgésicos nao-opidides dipirona, paracetamol

e cetoprofeno.

3.2. Especificos

e Estudar o efeito do L-triptofano em administracdo conjunta, em doses fixas,
via oral, com a dipirona e paracetamol, bem como o efeito do tratamento
prévio com L-triptofano, em doses fixas, intraperitoneais, com a dipirona,
paracetamol e cetoprofeno frente ao teste de contorc¢des induzidas pelo &cido
acetico.

e Verificar o efeito do L-triptofano em administracdo conjunta com a dipirona e
paracetamol via oral frente ao teste de nocicepcao induzida pela formalina.

e Demonstrar o efeito da interacdo entre L-triptofano e dipirona via
intraperitoneal no teste de nocicepcédo térmica na placa quente, bem como a
interacdo entre L-triptofano e dipirona ou paracetamol, via intraperitoneal no
teste de nocicepcéo induzida pela capsaicina.

e Analisar a influéncia do L-triptofano sobre as quantidades centrais de
Noradrenalina, Serotonina (5-HT) e Dopamina. Assim como definir a
influéncia do tratamento combinado com L-triptofano e dipirona ou
paracetamol sobre as quantidades corticais de glutamato.

¢ Investigar a influéncia do bloqueio de receptores 5-HT;, 5-HT, e 5-HT3 sobre
0 efeito sinérgico do L-triptofano combinado com a dipirona, paracetamol e
cetoprofeno frente ao teste de contor¢des induzidas pelo acido acético.

e Definir a acdo do bloqueio da sintese de 5-HT sobre o efeito sinérgico do L-
triptofano combinado com a dipirona.

e Verificar o bloqueio de receptores de melatonina sobre o efeito sinérgico do L-

triptofano combinado com a dipirona.
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e Estudar o efeito antinociceptivo do acido quinurénico e sua interacdo com a

dipirona e paracetamol frente a nocicepcao induzida pelo acido acético.

4 Materiais e métodos

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos suicos machos e fémeas em todos os
experimentos pesando entre 24 e 31 g. Os animais oriundos do biotério central da
Universidade Federal do Ceard foram mantidos na sala de manutencdo do
laboratorio de neurofarmacologia em temperatura aproximada de 25°C em caixas de
plastico rigido sendo alimentados com racdo para camundongos e agua da rede
publica (torneiras). A utilizacdo dos animais seguiu o plano discriminado no projeto
aprovado pela comissdo de ética em pesquisa animal (CEPA) da instituicdo, sob o
namero 63/2012.

4.2. Preparo de substancias e aplicacao.

L-triptofano, acido acético, luzindol, acido quinurénico, capsaicina, p-cloro
fenilalanina(PCPA), ritanserina e NAN-190 foram adquiridos de empresas
pertencentes ao grupo SIGMAALDRICH Co. Dipirona, paracetamol e cetoprofeno
foram adquiridos da EMS, Boehringer Ingelheim do Brasil e Sanofi-Aventis,
respectivamente. O quadro abaixo (Quadro 2) resume as atividades de cada

substancia.

Quadro 2. Resumo das acéo das substancias empregadas nesse trabalho.

Substancia Acao
Acido acético Indutor de nocicepcgao visceral
Acido quinurénico Metabolito do L-triptofano (via quinureninas)
Capsaicina Agonista de receptores TRPV1
L-triptofano, Aminoécido essencial
Luzindol Antagonista de receptores de Melatonina
NAN-190 Antagonista de receptores 5-HTia
Ondasentron Antagonista de receptores 5-HT3
p-cloro fenilalanina (PCPA) Inibidor da sintese de 5-HT
Ritanserina Antagonista de receptores 5-HTac




54

As substéancias aplicadas intraperitonelmente (i.p.) foram diluidas com solucéo
salina estéril ou agua destilada e aplicadas no volume de 10 ml para cada 1 kg de
peso do animal. As substancias aplicadas via intragastrica (i.g.) foram diluidas em
agua destilada. Dessa forma, as doses de 50 e 25 mg/kg, i.p. ou i.g., por exemplo,
foram obtidas aplicando os respectivos tratamentos nas concentracoes de 5 e 2,5
mg/ml. Diluigbes de L-triptofano acima de 10 mg/ml foram realizadas com auxilio de
um sonicador. As drogas e demais substancias utilizadas foram preparadas no

momento de uso.

Os tratamentos intraperitoneais quando realizados mais de uma vez, foram
feitos em regides distintas dos animais. Utilizou-se seringas intradérmicas adquiridas
no comércio local, com capacidade de volume de 1ml e agulhas 12,7 mm x 0,33 mm
(29 G) da marca BD Ultra-Fine®

4.3. Material

Para preparo de substancias e reagentes: béqueres de 5, 10 e 50 mL; Pipetas
labmate soft® 10-100pl e 1-1000 pl; balanca anallitica Shimadzu® AUW220D;
Sonicador Ultracleaner, frascos de vidro ambar; Bastdes de vidro e papel aluminio.
Para o procedimento de pesagem observou-se 0 peso da amostra em comparagao
com o recipiente utilizado para a pesagem, ndo sendo admitido o recipiente utilizado

ter massa superior a 10% do peso da amostra.

Para os ensaios: foram utilizados funis grandes com 27 cm de diametro para

a observacédo das contorcdes, placa quente Ugo Basile® e crondmetros ChronoBio®.

Para quantificacdo de monoaminas: Cromatégrafo Shimadzu® Cromatrografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE — HPLC).
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4.4 Teste de Contor¢bes abdominais induzidas pelo acido acético.

4.4.1 Tratamentos isolados

O teste baseia-se na quantificacdo das contor¢des abdominais induzidas pela
aplicacdo intraperitoneal de acido acético 0,6% (v/v). O animal exibe um
comportamento sugestivo de dor — nociceptivo caracterizado pela contor¢cdo do
abdbémen seguido da extenséo das patas traseiras. Foi utilizado uma modificacdo do
teste descrito por Collier et al. (1968) e Koster et al. (1979), decorridos 5 minutos da
aplicacdo de 4cido acético foi contado o numero de contor¢des no intervalo de 15
minutos subsequentes. O numero de contor¢cdes foi o parametro utilizado para
avaliar o potencial antinociceptvo dos tratamentos neste teste. A aplicacdo do acido
acético ocorreu sempre 30 min. apos o Ultimo tratamento intraperitoneal ou 60 min.

apos o tratamento via oral.

Para a avaliacdo das respostas aos tratamentos intraperitoneais (i.p.)
isolados, os animais foram tratados com L-triptofano nas doses de 12,5; 25; 50; 100
e 200 mg/kg; dipirona 12,5; 25; 50; 100 e 200 mg/kg; paracetamol 50, 75, 150 e 300
mg/kg e cetoprofeno 3, 10, 30, 90 e 180 mg/kg e entdo submetidos ao teste para
obtencdo da curva dose resposta e a respectiva EDsy. Foram utilizados grupos

contendo de 6-10 animais (Figura 6).

Figura 6. Fluxo de tratamento no teste de contor¢des induzidas pelo &cido acético.

Tratamento(i.p. ou Aplicagdo de Contor¢des
i.g) acido acético 5-20 min.

Controle:s - tratados com veiculo
Dipirona
Paracetamol

Cetoprofeno
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Para a avaliagdo das respostas aos tratamentos intragastricos via oral (i.g.)
isolados, os animais foram tratados com L-triptofano nas doses de 25, 50 e 100
mg/kg; dipirona, nas doses de 25, 75, 175 e 350 mg/kg e Paracetamol, nas doses de
25, 100, 200 e 400 mg/kg e, entdo, submetidos ao teste para obtencdo da curva
dose resposta e a respectiva EDsg. Foram utilizados grupos de 5-10 animais (Figura
4).

4.4.2. Tratamentos conjuntos

Para avaliagdo dos tratamentos conjuntos via i.g., 0S animais receberam
conjuntamente, na mesma administracdo, L-triptofano com dipirona ou paracetamol.
(Figura 7). Foram construidas curvas dose-respostas dos tratamentos combinados
utilizando proporgbes fixas entre as drogas. Dessa forma, os tratamentos
combinados com L-triptofano e dipirona foram realizados nas proporgdes de 1:1,4
(peso:peso, mg/kg) entre L-triptofano e dipirona. Para o paracetamol a relacéo foi

1:1,5, também em peso/peso em termos de mg/kg de animal.

Tabela 2. Doses utilizadas nos tratamentos conjuntos de L-triptofano e dipirona ou
paracetamol.

Tratamento conjunto (1: 1,4) Tratamento conjunto (1: 1,5)
L-triptofano  + Dipirona L-triptofano  + Paracetamol
50 + 70 mg/kg 50 + 75 mgl/kg
25 + 35 mg/kg 25 + 37,5 mgl/kg
125 + 17,5 mg/kg 12,5 + 18,5 mg/kg
4,2 + 6 mg/kg 6,25 + 9,25 mg/kg

As propor¢des nas combinagoes foram escolhidas a partir de testes pilotos

utilizando doses nao efetivas conjuntamente com as doses testadas de L-triptofano
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(25, 50 e 100 mg/kg). As proporcOes utilizadas foram as verificadas como mais

promissoras em termos de atividade analgésica.

Figura 7. Fluxo de tratamento no teste de contor¢des induzidas pelo acido acético —

tratamentos COhjUI’]tOS.

Aplicagiode Contorgdes

Tratamento(i.g) e ST

Controles - tratados com veiculo

L-triptofano + Dipirona

L-triptofanc + Paracetamol

4.4.3. Tratamentos combinados

Para avaliacdo dos tratamentos combinados via i.p., foram realizados
tratamentos prévios com L-triptofano 30 minutos antes da injec&o i.p. de dipirona,
cetoprofeno e paracetamol (Figura 8). Foram construidas curvas dose-respostas dos
tratamentos combinados utilizando propor¢des fixas entre as drogas. As proporcgdes
nas combinacdes foram escolhidas a partir de testes pilotos utilizando doses nao
efetivas combinadas com as doses testadas de L-triptofano (12,5, 25 e 50 mg/kg).
As proporc¢des utilizadas foram as verificadas como mais promissoras em termos de
atividade analgésica. Assim, os tratamentos combinados com L-triptofano e dipirona
foram realizados nas proporcdes de 1:1 e 1:2 (peso:peso, mg/kg) entre L-triptofano e
dipirona. Para o cetoprofeno a relacao foi 1:5,75 entre cetoprofeno e L-triptofano e
4,12:1 entre paracetamol e L-triptofano, ambas também em peso/peso em termos de
mg/kg de animal. Seguindo os tratamentos descritos a seguir:
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Tabela 3. Tratamento combinado intraperitoneal com L-triptofano e dipirona

Tratamento combinado (1:1) Tratamento combinado (1:2)
L-triptofano + Dipirona L-triptofano + Dipirona
100 + 100 mg/kg 50 + 100 mg/kg
50 + 50 mg/kg 25 + 50 mg/kg
25 + 25 mg/kg 12,5 + 25mgl/kg
12,5 +12,5 mgl/kg 6,25 +12,5 mg/kg

Figura 8. Fluxo de tratamento no teste de contor¢des induzidas pelo acido acético —

tratamentos combinados.

Dipirona (i.p) Contorgdes

L-triptofano

(i.p) Cetoprofeno (i.p)

: 5-20 min.
Paraceamol(i.p)

Tabela 4.Tratamento combinado intraperitoneal com L-triptofano e Cetoprofeno ou
Paracetamol.

Tratamento combinado (5,75:1) Tratamento combinado (1: 4.12)
L-triptofano + Cetoprofeno L-triptofano + Paracetamol
50 + 8,7 mglkg 25 +103 mg/kg
25 + 4,36 mg/kg 12,5 + 51,5mgl/kg
12,5 + 2,18 mg/kg 6,25 + 25,7 mg/kg
6,25 + 1,09 mg/kg 3,125 +12,8 mg/kg
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4.5 Avaliacdo do papel da biotransformacdo do L-triptofano em serotonina no
efeito sinérgico com a dipirona.

Grupos de animais receberam PCPA (p-cloro-fenil-alanina, 100 mg/kg, i.p.)
uma vez ao dia durante os trés dias prévios a realizacdo do experimento e no dia do
procedimento experimental para deplecdo de 5-HT. Um dos grupos recebeu apenas
PCPA e tratado com veiculo i.p. 3 horas apés o tratamento com PCPA sendo, entéo,
submetido ao teste 30 minutos apds. Grupos de animais receberam L-triptofano 50
mg/kg i.p. 3 horas depois do tratamento com PCPA e, 30 minutos depois do
tratamento com L-triptofano, recebeu dipirona 50 mg/kg i.p. (dose ndao-
antinociceptiva) ou dipirona 100 mg/kg i.p. (dose antinociceptiva). Esses animais
foram submetidos ao teste 30 minutos apds o tratamento com dipirona. Foi ainda
avaliado o efeito do PCPA sobre animais tratados com dipirona 100 mg/kg i.p.

4.6 Quantificacdo de Noradrenalina, Dopamina e 5-HT no cérebro dos
animais tratados com L-triptofano.

Os animais foram decapitados 30 minutos apos tratamento com L-triptofano
25 ou 100 mg/kg. Foram produzidos homogenatos a 10 % em acido perclérico
(HCIO,4) e centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada (4°C) a 15.000
rom. Uma aliquota de 20 puL do sobrenadante foi entdo injetada no equipamento de
HPLC.

Animais tratados com dipirona 25, 50 ou 100 mg/kg ou PCPA 100 mg/kg por 3

dias também tiveram as concentracdes centrais de 5-HT mensuradas.

Para a analise de 5-HT, foi utilizado um equipamento de CLAE — HPLC
(Shimadzu®) com uma coluna BDS HYPERSIL C18 (comprimento de 250 mm,
calibre 4,6 mm e de particula de 5 um) da Thermo Scientific. A fase mdvel utilizada
era composta por tampdo acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo &cido
octanosulfénico sodico (SOS) 0,69 M, como reagente formador do par i6nico,
acetonitrila 4 % v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. A 5-HT foi eletronicamente
detectada usando um detector amperométrico (Modelo LECD-6A da Shimadzu,
Japao) pela oxidacdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85V relativo a
um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl (HALLMAN; JONSSON, 1984).
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4.7. Quantificacdo de glutamato nos cortices dos animais tratados com
dipirona ou paracetamol combinado com L-triptofano

Os animais foram decapitados imediatamente apds o teste de contorcdes.
Foram avaliados os tratamento com L-triptofano 50 mg/kg, L-triptofano 25mg/kg +
dipirona 12,5 mg/kg ou L-triptofano 25 mg/kg + paracetamol 20 mg/kg. Foram feitos
homogenatos a 10 % dos cortices em acido perclorico (HCIO4) e centrifugados por
15 minutos em centrifuga refrigerada (4°C) a 15.000 rpm. Uma aliquota de 20 pL do
sobrenadante foi, entdo, injetada no equipamento de HPLC.

4.8. Avaliacdo do bloqueio de receptores serotonérgicos (5-HTy; 5-HT,; 5-HT3)
sobre o efeito sinérgico do L-triptofano com a dipirona, paracetamol ou
cetoprofeno.

Para avaliar o bloqueio dos receptores 5-HTs foram realizados tratamentos
intraperitoneais com Dipirona 25 mg/kg; L-triptofano 25 mg/kg + dip 25 mg/kg;
Antagonista seletivo + L-trip 25 mg/kg + dip 25 mg/kg ou controles. Nestes

experimentos o L-triptofano foi administrado 30 min. antes da dipirona.

NAN-190 1 mg/kg, Ritanserina, 1 mg/kg ou Ondasentron 0,75 mg/kg foram
usados como antagonistas seletivos para bloguear os receptores 5-HT;,5-HT, ou 5-

HT3 respectivamente, em experimentos diferentes.

Nos experimentos com receptores 5-HTs bloqueados, em cada caso, NAN-
190, Ritanserina ou Ondasentrona foram administrado intraperitonealmente 15
minutos antes do tratamento com L-triptofano. Decorridos 30 min. apés o tratamento
com L-triptofano foi realizado o tratamento com dipirona.

O mesmo procedimento foi realizado para a investigacdo do bloqueio de
receptores de 5-HT sobre o efeito sinérgico envolvendo o Paracetamol 50 mg/kg ou
Cetoprofeno 2,18 mg/kg.

4.9. Avaliacdo do bloqueio de receptores noradrenérgicos alfa-2 no efeito
sinérgico do I-triptofano com o paracetamol.

Para avaliar o bloqueio dos receptores alfa foram realizados tratamentos

intraperitoneais com paracetamol 50 mg/kg; L-triptofano 12,5 mg/kg + paracetamol
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50 mg/kg; loimbina 1,5 mg/kg + L-trip 12,5 mg/kg + paracetamol 50 mg/kg ou
controles. Nestes experimentos o L-triptofano foi administrado 30 min. antes do

Paracetamol. A ioimbina foi usada para bloquear os receptores alfa-2.

No grupo com receptor alfa-2 bloqueado, a ioimbina foi administrada
intraperitonealmente 15 minutos antes do tratamento com L-triptofano. Decorridos 30

min. apds o tratamento com L-triptofano foi realizado o tratamento com Paracetamol.

4.10. Avaliagéo do bloqueio de receptores de melatonina (MT1 e MT2) no efeito
sinérgico do L-triptofano com a dipirona

Para avaliar o bloqueio dos receptores de metatonina foram realizados
tratamentos intraperitoneais com dipirona 25 mg/kg; L-triptofano 25 mg/kg + dipirona
25 mg/kg; Luzindol 10 mg/kg + L-trip 25 mg/kg + dipirona 25 mg/kg ou controles.
Nestes experimentos o L-triptofano foi administrado 30 min. antes da dipirona. O

Luzindol foi usado para bloquear a melatonina (MT1 e MT2).

No grupo com receptor de melatonina bloqueado, o luzindol foi administrado
intraperitonealmente 15 minutos antes do tratamento com L-triptofano. Decorridos 30

min. apos o tratamento com L-triptofano foi realizado o tratamento com dipirona.

4.11. Teste de nocicepgdao induzida pela formalina.

A aplicacdo de solugéo de formalina a 2% na pata traseira direita de roedores
leva a um comportamento sugestivo de dor, lamber e/ou morder a pata, bifasico,
onde a primeira fase ocorre do momento da aplicagdo até o quinto minuto
subsequente e a segunda ocorre entre 0 20° e 30° minuto seguintes a aplicacéo
intraplantar de formalina. Os animais foram tratados oralmente com doses néo-
antinociceptivas de Dipirona e Paracetamol, 25 mg/kg cada, via intragastrica, assim
como tratados conjuntamente com L-triptofano 25 e 20 mg/kg, i.g., respectivamente,
os tratamentos ocorreram 60 minutos antes da aplicacdo de formalina. O tempo de
lambedura foi registrado em segundos e a reducdo desse tempo foi considerado
como evidencia de atividade antinociceptiva (HUNSKAARS & HOLE, 1987). Foram

utilizados grupos de 6-9 animais. (Figura 9).
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Figura. 9. Teste de lambedura induzida pela formalina.

m Contagem do tempo de lambedura (s.)

Injecdo de
Formalina 2%
na pata

Primeira fase Segunda fase
0.5 min. 20-30 min.

Tratamento
(i.8)

Controles - tratados com veiculos

Dipirona 25 mg/kg
Paracetamol 25 mg/kg

L-triptofano 25 mg/kg

L-triptofano 25 mg/kg + Dipirona 25 mg/kg

L-triptofano 20 mg/kg +Paracetamol 25 mg/kg

4.12. Teste de nocicepcdo térmica na placa quente.

O teste de nocicepcdo térmica na placa quente baseia-se no tempo de
latencia para a expressao de resposta ao calor, lamber a pata traseira ou pular. Este
teste foi descrito por Eddy e Leimbach (1959). Neste ensaio, 0s animais sao
expostos ao calor na placa quente 55+0,5 °C antes e nos tempo de 30, 60, 90 e 120
minutos apos o tratamento. Sdo admitidos apenas animais com tempo de resposta
ao calor de até 30 segundos, portanto, para essa triagem, os animais foram
submetidos a placa quente no dia anterior a0 ensaio e apenas 0S animais que
exibiram respostas até o tempo limite foram selecionados para o experimento. Antes
do teste os animais receberam inicialmente tratamentos com L-triptofano 25, 50, 100
e 200 mg/kg, i.p., ou dipirona 25, 50, 100 e 200 mg/kg, i.p. para definir doses
antinociceptivas e ndo-antinociceptivas. Posteriormente, 0s animais receberam
aplicacoes intraperitoneais de doses ndo-antinociceptivas de L-triptofano 30 minutos
antes da aplicacéo via i.p. de doses nao-antinociceptivas de dipirona para verificar a

interagdo positiva dessas substancias nesse teste.
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4.13. Avaliacdo do efeito sinérgico do tratamento combinado de L-triptofano e
dipirona ou paracetamol sobre a nocicep¢ao induzida por capsaicina.

Os animais foram tratados intraperitonealmente com paracetamol 25 mg/kg;
L-triptofano 50 mg/kg; L-trip 50 mg/kg + paracetamol 25 mg/kg; vermelho de ruténio
3 mg/kg ou controles. Quando combinado, o L-triptofano foi administrado 30 min.
antes do paracetamol. Os animais foram submetidos ao teste 30 min. apds 0s

ultimos tratamentos. Os controles foram tratados com veiculo 30 min. antes do teste

Em outro experimento, os animais foram tratados intraperitonealmente com
Dipirona 50 mg/kg; L-triptofano 50 mg/kg; L-trip 50 mg/kg + Dipirona 50 mg/kg;

vermelho de ruténio 3 mg/kg ou controles.

L-triptofano foi administrado 30 min. antes da dipirona. Os animais foram
submetidos ao teste 30 min. ap0s os ultimos tratamentos. Os controles foram

tratados com veiculo 30 min. antes do teste

Neste teste, 0s animais receberam injecao intraplantar de 20 pl/pata de uma
solucéo contendo 1,6 umols de capsaicina na pata direita traseira. Apos a aplicacéo
foi observado o tempo de lambedura durante 5 minutos. O tempo de lambedura foi

utilizado como parametro de nocicepcéao/dor.

4.14. Avaliacdo do efeito antinociceptivo do acido quinurénico no teste
de contorcdes induzidos por acido acético.

O acido quinurénico, metabdlito do L-triptofano foi testado nas doses de 6,25;
12,5; 18,5; 25 e 50 mg/kg no teste de contor¢Bes induzidas pelo acido acético.
Foram realizados tratamentos intraperitoneais 30 min. antes do teste. O teste foi

realizado similarmente ao descrito anteriormente.

4.15. Avaliacdo do efeito sinérgico do tratamento combinado de acido
quinurénico e dipirona no teste de contor¢des induzidas pelo acido
acético
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Para avaliar a interagdo sinérgica entre o acido quinurénico e a dipirona,
foram realizados intraperitonealmente tratamentos combinados com &cido
quinurénico e dipirona conforme descrito na tabela a abaixo, ou controles. O acido
quinurénico foi administrado 15 minutos antes da dipirona. Subseguindo, 30 minutos
apos o tratamento com dipirona os animais foram submetidos ao teste de contor¢des
induzidas pelo 4cido acético, sendo contados o numero de contor¢cdes durante 15
minutos, tendo uma laténcia de inicio do teste de 5 minutos, conforme descrito

anteriormente.

Tabela 5. Tratamento combinado intraperitoneal com acido quinurénico e dipirona.

Tratamento combinado (1:2)

Acido quinurénico + Dipirona

1,5625 + 3,13 mg/kg
3,125 +6,25 mg/kg
6,25 +12,5 mg/kg
125 +25 mg/kg

4.16. Avaliacdo do efeito sinérgico do tratamento combinado de &cido
guinurénico e paracetamol no teste de contor¢cdes induzida pelo acido
aceético

Para avaliar a interacao sinérgica entre o acido quinurénico e a paracetamol,
foram realizados intraperitonealmente, tratamentos combinados com &cido
quinurénico e paracetamol conforme descrito na tabela a abaixo, ou controles. O
acido quinurénico foi administrado 15 minutos antes do paracetamol.
Subsequentemente, 30 minutos apds o tratamento com paracetamol 0s animais
foram submetidos ao teste de contor¢des induzidas pelo acido acético, sendo
contados o numero de contor¢des durante 15 minutos, tendo uma laténcia de inicio

do teste de 5 minutos, conforme descrito anteriormente.
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Tabela 6. Tratamento combinado intraperitoneal com acido quinurénico e
paracetamol.

Tratamento combinado (1: 4,05)

Acido quinurénico + Paracetamol

1,5625 + 6,25 mg/kg
3,125 + 12,5 mg/kg
6,25 +25 mg/kg
12,5 +50 mg/kg
185 +75 mglkg

4.17. Andlise dos dados e estatistica

4.17.1. Andlise do sinergismo entre L-triptofano e dipirona, paracetamol ou
cetoprofeno no teste de contorc¢des induzidas pelo acido acético, curvas dose-
respostas.

Apbs os tratamentos com dipirona (i.p. ou i.g.), paracetamol (i.p. ou i.g.) ou
cetoprofeno i.p. isoladamente e em combinacdo de proporcbes fixas com o L-
triptopfano (i.p. ou i.g) foram calculadas as EDsy desses tratamentos no teste de
contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético. As EDsg foram calculadas por
regressao néo-linear das curvas dose-repostas normalizadas (soma dos quadrados
extras) para o teste de contor¢bes abdominais. A normalizagdo neste teste foi
realizada definindo como nocicepcdo 100% o numero de contor¢cdes do grupo
controle e antinocicepcdo 100% a auséncia de contor¢des. As respostas aos
tratamentos foram dadas em porcentagem de reducao dessa nocicepcéo induzida
pelo acido acético em relacdo a média dos controles. Assim, foram geradas curvas
dose-respostas normalizadas em termos de porcentagem de antinocicepcdo. As
curvas foram, entdo, analisadas e as EDsy dos tratamentos isolados foram
comparadas com as obtidas com o tratamento combinado com o L-triptofano. A
comparacao das curvas (elevacao e interceptos) foi realizada utilizando analise de
variancia (ANOVA).
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4.17.2. Comparagdes entre grupos no teste de contorgdes e nos testes da formalina e
de lambedura

Para a comparacao de grupos foi utilizada anélise de variancia e testes post-
hoc (Dunnet e Student-Neumann-Keuls). Para o experimento de nocicepc¢ao térmica
na placa quente os dados foram analisados por analise de variancia de duas vias
utiizando o teste de Bonferroni como teste post-hoc. Os parametros foram

considerados diferentes quando p<0,05.

4.17.3. Andlise do efeito sinérgico entre &cido quinurénico e dipirona ou paracetamol.

Para a andlise do efeito sinérgico entre o acido quinurénico e dipirona ou
paracetamol, foi realizada a andlise isobolografica. As EDsp do acido quinurénico e
dipirona ou paracetamol foram plotadas no grafico com uma linha reta entre elas —
linha de aditividade (Add). Os valores sobre essas linhas sdo valores tedricos de
aditividade, ou seja, onde o efeito € a simples soma dos efeitos de cada uma das
drogas (Tallarida et al., 2000).

Add=(f) EDso, Dipirona ou Paracetamol +(7-f) EDsp, a. quinurénico, onde f & a fracéo
de dipirona ou paracetamol na mistura.

As EDsp dos tratamentos combinados foram calculadas e comparadas com os
tratamentos isolados e com os valores tedricos de aditividade a partir da equacgao
acima (THAM et al., 2005). As variancias dos valores tedricos calculados foram

derivadas dos tratamentos isolados seguindo Raffa et al. (2010):

Var ED50 ad = (0.5)? * Var EDsp a.quinurénico +(0.5)? * Var EDs, Dipirona ou
Paracetamol.

Foi utilizado test t para comparacdo entre o valor teorico de aditividade das
combinagdes e valor obtido experimentalmente.

4.17.4. Apresentacao dos dados.

Para a plotagem dos graficos foram utilizados a média e erro padrédo da média
(EPM) nos graficos de coluna ou a porcentagem de reducdo média (porcentagem de
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antinocicepgcao) e EPM. As EDsp sdo apresentadas juntamente com seus intervalos
de confianca 95% (IC 95%). Os parametros foram considerados diferentes quando
p<0,05. Nos gréaficos que mostram os efeitos dos tratamentos combinados as doses

sao descritas em relacdo a dipirona, cetoprofeno e paracetamol.
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5 Resultados

5.1 Efeito do tratamento intragastrico com L-triptofano sobre a resposta
nociceptiva no teste de contor¢gdes abdominais.

Efeito da administracdo intragastrica de L-triptofano ou dipirona sobre o nimero de
contor¢des induzidas pelo acido acético em camundongos. Neste teste, a administracdo de
L-triptofano ndo altera a resposta nociceptiva induzida pelo acido acético quando comparado
ao controle (tratados com solugéo salina) nas doses avaliadas (25; 50; 100 e 200 mg/kg,
I.p.), ndo exercendo efeito antinociceptivo.
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Fig. 10. Efeito da administracdo intragastrica de L-triptofano (25 — 200 mg/kg) sobre o
namero de contor¢des induzidas pelo acido acético em camundongos. CTRL (Controles)
representa animais tratados com salina. O grafico mostra a média £+ E.P.M. *p<0,05 vs
CTRL (ANOVA, seguido de Student-Newmann-Keuls como post hoc).
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5.2 Efeito do tratamento intragastrico com dipirona ou paracetamol sobre a
resposta nociceptiva no teste de contor¢gdes abdominais

Efeito da administracdo intragastrica de dipirona (A) ou paracetamol (B) sobre
0 numero de contorgdes induzidas pelo acido acético em camundongos. Neste teste,
a administracdo de dipirona altera a resposta nociceptiva induzida pelo &cido acético
gquando comparado ao controle (CTRL - tratados com solugédo salina) nas doses
acima de 175 mg/kg, i.g., exercendo efeito antinociceptivo nessas doses. O
tratamento com paracetamol nas doses acimas de 200 mg/kg, i.g., altera a resposta
nociceptiva do animal ao acido acético, reduzindo a média do niumero de contor¢des
em relacdo ao controle.
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Fig. 11. Efeito da administracdo intragastrica de Dipirona, A, (25 — 350 mg/kg) e
paracetamol, B, (25 — 400 mg/kg) sobre o numero de contor¢des induzidas pelo acido
acético em camundongos. CTRL representa o controle com animais tratados com salina. O
gréfico mostra a média + E.P.M. *p<0,05 vs CTRL (ANOVA, seguido de Student-Newmann-
Keuls como post hoc).
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5.3 Efeito do tratamento intraperitoneal com L-triptofano ou dipirona sobre a
resposta nociceptiva no teste de contor¢gdes abdominais

Efeito da administracao intraperitoneal de L-triptofano ou dipirona sobre o numero de
contor¢Bes induzidas pelo &cido acético em camundongos. Neste teste, a administracao de
L-triptofano ndo altera a resposta nociceptiva induzida pelo acido acético quando comparado
ao controle (tratados com solug¢do salina) nas doses avaliadas (12,5; 25; 50; 100 e 200
mg/kg, i.p.), ndo exercendo efeito antinociceptivo (A). De outra forma, o tratamento com
dipirona nas doses avaliadas, 100 e 200 mg/kg, i.p., altera a resposta nociceptiva do animal
ao acido acético, reduzindo a média do nimero de contor¢cdes em relacdo ao controle de
24,31 £ 2,88, para 7,00 + 0,843 e 5,33 * 1,245 respectivamente (B).
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Fig. 12. Efeito da administracdo intraperitoneal de L-triptofano, A, (12,5 — 200 mg/kg) e
dipirona, B, (12,5 — 200 mg/kg) sobre o numero de contor¢des induzidas pelo acido acético
em camundongos. CTRL (Controles) representa animais tratados com salina. O grafico
mostra a média = E.P.M. *p<0,05 vs CTRL (ANOVA, seguido de Student-Newmann-Keuls
como post hoc).
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5.4. Efeito do tratamento intraperitoneal com cetoprofeno ou paracetamol
sobre a resposta nociceptiva no teste de contor¢gdes abdominais

Efeito da administracdo intraperitoneal de cetoprofeno ou paracetamol sobre o
namero de contor¢des induzidas pelo acido acético em camundongos. Neste teste, a
administracdo de cetoprofeno foi capaz de diminuir a resposta nociceptiva induzida pelo
acido acético quando comparado ao controle (tratados com solu¢ao salina) nas doses de 10,
30, 90 e 180 mg/kg, exercendo, essas doses, efeito antinociceptivo (A). Da mesma forma, o
tratamento com paracetamol nas doses avaliadas, 50, 75, 150 e 300 mg/kg, altera a
resposta nociceptiva do animal ao &cido acético, reduzindo a média do numero de
contor¢des em relagdo ao controle. (B)
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Fig. 13. Efeito da administracdo intraperitoneal de cetoprofeno, A, (3 — 180 mg/kg) e
paracetamol, B, (50 — 300 mg/kg) sobre o numero de contor¢cbes induzidas pelo acido
acético em camundongos. CTRL representa o controle com animais tratados com salina. O
grafico mostra a média + E.P.M. *p<0,05 vs CTRL (ANOVA, seguido de Student-Newmann-
Keuls como post hoc).
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5.5 Dose-resposta do efeito antinociceptivo do tratamento intragastrico com
dipirona isoladamente e conjuntamente com L-triptofano

Curva dose-resposta do efeito antinociceptivo produzido pelo tratamento com
dipirona i.g. isoladamente e conjuntamente com L-triptofano (i.g., na mesma administracao)
na propor¢cdes de 1:1,4, 1h antes do experimento. A analise da regressdo mostra que as
curvas sao diferentes para o tratamento isolado e em associa¢do caracterizando um efeito
sinérgico, ou supra aditivo. A dose necessaria para obtencdo de 50% da resposta maxima
(EDsp) foi calculada em 128,7 (92,78 — 178,6) mg/kg enquanto a EDg, para a dipirona
administrada conjuntamente com L-triptofano na raz&o de 1:1,4 foi de 33,30 (28,05 — 39,54)
mg/kg. Demonstrando uma importante redug&o neste parametro.
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Fig. 14. A curva mostra a regressao para a relagdo dose resposta da dipirona isolada e em
associacdo com o L-triptofano. Os dados mostrados sao as médias da porcentagem de
reducdo no numero de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético (antinocicepcao
%) + E.P.M em comparagdo com a média dos animais controles.

Tabela. 7. Valores de EDs, para tratamento isolado e combinado com dipirona e L-triptofano.

Tratamento Razéo EDso (Mmg/kg)
Dipirona - 128,7 (92,78 — 178,6)
L-trip + Dipirona 1:1,4 33,30 (28,05 — 39,54)*

Tabela 7. Dose necessaria para reduzir em 50% o numero de contor¢des induzidas pelo
acido acético em comparagdo com grupos controles(EDs;). O tratamento conjunto com L-
triptofano reduz a EDs, quando comparado ao tratamento com dipirona isolado. Os dados
sdo expressos como EDsq (IC 95%). *p < 0,05 vs Dipirona (ANOVA, Soma de quadrados
extra — F teste)
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5.6. Dose-resposta do efeito antinociceptivo do tratamento intragastrico com
paracetamol isoladamente e conjuntamente com L-triptofano

Curva dose-resposta do efeito antinociceptivo produzido pelo tratamento com
paracetamol i.g. isoladamente e conjuntamente com L-triptofano (i.g., na mesma
administracao) na proporc¢des de 1:1,5, 1h antes do experimento. A andlise da regresséo
mostra que as curvas sao diferentes para o tratamento isolado e em associagcdo
caracterizando um efeito sinérgico, ou supra aditivo. A dose necessaria para obtencdo de
50% da resposta maxima (EDsp) com paracetamol isolado foi calculada em 281 (204,1 —
387,0) mg/kg enquanto a EDs, para o paracetamol administrado conjuntamente com L-
triptofano na razdo de 1:1,5 foi de 50,99 (41,96 — 61,96) mg/kg. Demonstrando uma
importante reducdo neste parametro.
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Fig. 15. A curva mostra a regresséo para a relagédo dose resposta do paracetamol isolado e
em associagdo com o L-triptofano. Os dados mostrados sdo as médias da porcentagem de
reducdo no numero de contor¢gdes abdominais induzidas pelo &cido acético (antinocicepcao
%) + E.P.M em comparagdo com a média dos animais controles.

Tabela. 8 Valores de ED50 para tratamento isolado e combinado com dipirona e L-
triptofano.

Tratamento Razéo EDso (Mmg/kg)
Paracetamol - 308.1 (256.1-370.8)
L-trip + Paracetamol 1:15 50,99 (41,96,— 61,96)*

Tabela 8. Dose necessaria para reduzir em 50% o namero de contor¢des induzidas pelo
acido acético em comparacdo com grupos controles(EDs;). O tratamento conjunto com L-
triptofano reduz a EDsy, quando comparado ao tratamento com paracetamol isolado. Os
dados sdo expressos como EDsy (IC 95%). *p < 0,05 vs Dipirona (ANOVA, Soma de
gquadrados extra — F teste)
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5.7 Dose-resposta do efeito antinociceptivo do tratamento com dipirona
iIsoladamente e combinado com L-triptofano

Curva dose-resposta do efeito antinociceptivo produzido pelo tratamento com
dipirona isoladamente e em combinacédo (tratamento prévio) com L-triptofano em propor¢des
de 1:1 e 2:1. A andlise da regressédo mostra que as curvas sao diferentes para o tratamento
isolado e em associacdo caracterizando um efeito sinérgico, ou supra aditivo. A dose
necessaria para obtencdo de 50% da resposta maxima (EDs,) foi calculada em 91,20 (77.39
- 95.78) mg/kg enquanto a EDs, para a dipirona associada ao tratamento prévio com L-
triptofano na razdo de 1.1 e 2:1 foi de 30,90 (21,33-42,56) e 18,07 (9,21-25,94),
respectivamente. Demonstrando uma importante reducéo neste parametro.
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Fig. 16. A curva mostra a regressao para a relacdo dose resposta da dipirona isolada e em
associacdo com o L-triptofano. Os dados mostrados sao as médias da porcentagem de
reducdo no numero de contor¢gées abdominais induzidas pelo acido acético (antinocicepcao
%) + E.P.M em comparagdo com a média dos animais controles.

Tabela 9. Valores de EDs para tratamento isolado e combinado com dipirona e L-triptofano.

Tratamento Razéo EDso (ma/kg)
Dipirona - 91,20 (77.39 - 95.78)
L-triptofano + Dipirona 11 30,90 (23.10- 43,56)*
L-triptofano + Dipirona 1:2 18,07 (13,25- 24,67 )*

Tabela 9. Dose necessaria para reduzir em 50% o numero de contor¢Ges induzidas pelo
acido acético em comparacao com grupos controles(EDsp). Os tratamentos prévios com L-
triptofano reduzem as EDs, quando comparados com o tratamento com dipirona isolado. Os

dados sdo expressos como EDsy (IC 95%). *p < 0,05 vs Dipirona (ANOVA, Soma de
guadrados extra — F teste)
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5.8 Dose-resposta do efeito antinociceptivo do tratamento com cetoprofeno
iIsoladamente e combinado com L-triptofano

Curva dose-resposta do efeito antinociceptivo produzido pelo tratamento com
cetoprofeno isoladamente e em combinacdo (tratamento prévio) com L-triptofano na
proporcdo de 1:5,73. A andlise da regressdo mostra que as curvas sao diferentes para o
tratamento isolado e em associacéo caracterizando um efeito sinérgico, ou supra aditivo. A
dose necessaria para obtencdo de 50% da resposta maxima (EDsg) foi calculada em 10,25
(6,73-15,61) mg/kg para o cetoprofeno, enquanto a EDs, para cetoprofeno associada ao
tratamento prévio com L-triptofano na razdo de 1:5,73 foi de 2,09 (1,355 to 3,224) mg/kg.
Demonstrando uma importante reducéo neste parametro.
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Fig. 17. A curva mostra a regressao para a relacado dose resposta do cetoprofeno isolado e
em associagdo com o L-triptofano. Os dados mostrados sdo as médias da porcentagem de
reducdo no numero de contor¢gées abdominais induzidas pelo acido acético (antinocicepcao
%) + E.P.M em comparagdo com a média dos animais controles.

Tabela 10. Valores de EDs para tratamento isolado e combinado com cetoprofeno e L-
triptofano.

Tratamento Razao EDso (Mmg/kg)
Cetoprofeno - 10,25 (6,729 - 15,61)
L-triptofano + Cetoprofeno 571 2,09 (1,355 - 3,22)*

Tabela 10. Dose necesséria para reduzir em 50% o numero de contor¢des induzidas pelo
acido acético em comparacado com grupos controles(EDsp). Os tratamentos prévios com L-
triptofano reduzem as EDs, quando comparados com o tratamento com cetoprofeno isolado.

Os dados sao expressos como EDsg, (IC 95%). *p < 0,05 vs Cetorprofeno (ANOVA, Soma de
quadrados extra — F teste)
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5.9 Dose-resposta do efeito antinociceptivo do tratamento com paracetamol
iIsoladamente e combinado com L-triptofano

Curva dose-resposta do efeito antinociceptivo produzido pelo tratamento com
paracetamol isoladamente e em combinacdo (tratamento prévio) com L-triptofano na
proporcdo de 4,12:1. A andlise da regressdo mostra que as curvas sao diferentes para o
tratamento isolado e em associacdo caracterizando um efeito sinérgico, ou supra aditivo. A
dose necessaria para obtencdo de 50% da resposta maxima (EDsg) foi calculada em 96,18
(76,23-121,3) mg/kg enquanto a EDs, para o paracetamol associada ao tratamento prévio
com L-triptofano na razdo de 4,12:1 foi de 47,30 (34,00-65,82). Demonstrando uma
importante reducdo neste parametro.
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Fig. 18. A curva mostra a regressao para a relacdo dose resposta do paracetamol isolado e
em associagdo com o L-triptofano. Os dados mostrados sdo as médias da porcentagem de
reducdo no numero de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético (antinocicepcao
%) + E.P.M em comparagdo com a média dos animais controles.

Tabela. 11. Valores de EDs, para tratamento isolado e combinado com cetoprofeno e L-
triptofano.

Tratamento Razao EDso (Mmg/kg)
Paracetamol - 96,18 (76.23 - 121.3)
L-triptofano + Paracetamol 1:4,12 47,30 (34.00 - 65.82)*

Tabela 11. Dose necessaria para reduzir em 50% o nuamero de contor¢des induzidas pelo
acido acético em comparacdo com grupos controles(EDs). Os tratamentos prévios com L-
triptofano reduzem as EDs, quando comparados com o tratamento com paracetamol isolado.
Os dados séo expressos como EDs, (IC 95%). *p < 0,05 vs paracetamol (ANOVA)
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5.10 Efeito do tratamento combinado de L-triptofano e dipirona sobre a
resposta nociceptiva no teste de contor¢gdes abdominais

O tratamento combinado produz resposta antinociceptiva ao reduzir o niUmero de
contor¢cBes induzido por acido acético comparado com controle nas doses avaliadas
descritas nas fig. 19. O tratamento combinado causa uma redu¢do no numero de
contor¢cBes, desde combinacBes de 1/8 da dose efetiva de dipirona, 12,5 mg/kg (18,71 +
2,46), em comparac¢ao com controles (28,48 + 2,419).
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Fig. 19. Efeito do tratamento combinado de L-triptofano e dipirona sobre a resposta
antinociceptiva no teste de contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido acético. O grafico
cima mostra que todas as combinacdes exibem médias do numero de contorcdes menores
qgue 0s animais nao tratados controles (CTRL) (p<0,05). Dados expressos como média +
E.P.M. O grafico abaixo mostra a porcentagem de reducdo no numero de contorcdes
associados a cada combinacdo em comparacdo com os controles. *p<0,05 vs CTRL;
ANOVA, teste de multiplas comparacdes de Dunnet)
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5.11. Influéncia da deplecdo de serotonina no efeito antinociceptivo do
tratamento combinado de L-triptofano e dipirona no teste de contorcdes
abdominais

A deplecdo de 5-HT (via tratamento com PCPA) antagoniza a atividade
antinociceptiva da dipirona em dose efetiva isoladamente (100 mg/kg) (A). A deplecéo de 5-
HT nos animais tratados aumenta o nimero de contor¢bes (17,83 = 3,59) em relacdo ao
tratamento com dipirona isolado (5,50 + 1,32), no entanto, o niumero de contorcbes €&
significantemente menor que a média dos controles (29,29 + 2,45). A deplecao de 5-HT pelo
PCPA bloqueia parcialmente o efeito antinociceptivo do tratamento combinado com L-
triptofano plus dipirona, 50 mg/kg cada, (20,33 £+ 3,35). O tratamento prévio com PCPA
blogueia parcialmente o efeito antinociceptivo da associacdo L-triptofano 50 mg/kg +
Dipirona 100 mg/kg, sendo a resposta antinociceptiva menor que o tratamento sem PCPA
(0,43 + 0,20) e maior que que os controle (B).
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Fig. 20. Efeito da deplecdo de 5-HT sobre o efeito antinociceptivo do L-triptofano(T),
Dipirona (Dip) e combinagdo. Os dados séo apresentados como Média + E.P.M. *p<0,05 vs
Controle(CTRL); Wp<0,05 vs Controle e tratamentos sem PCPA (p-Cloro-fenilalanina).
(ANOVA, seguido de teste de multiplas comparacdes de Dunnet).
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5.12 Efeito do tratamento com L-triptofano e dipirona sobre a concentracéao
central de 5-HT em cérebro total

O tratamento com L-triptofano aumenta a concentragdo de 5-HT no cérebro de
animais em comparacao aos controles (0,028 + 0,0030 umol/g de tecido) nas doses de 25
mg/kg a 100 mg/kg (0,072 + 0,0046 e 0,061 + 0,0074, respectivamente). O tratamento com
PCPA(p-clorofenilalanina) por 100 mg/kg por 4 dias seguidos depleta o cérebro de 5-HT
(0,0026 = 0,0002205 pmol/g de tecido) (A). Na parte de baixo da figura € mostrada a
capacidade da dipirona de aumentar a concentracdo de 5-HT na dose de 100 mg/kg, dose
antinociceptiva. (0,07705 + 0,0221 pmol/g de tecido) (B).
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Fig. 21. Efeito do tratamento com L-triptofano e Dipirona sob a concentracédo de 5-HT. Os
dados sdo mostrados como média + E.P.M *p,¥ <0,05 vs Controle(CTRL) (ANOVA, seguido
de Student-Neumann-Keuls).
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5.13. Efeito do tratamento com L-triptofano sobre as concentracdes centrais de
noradrenalina e dopamina em cérebro total

O tratamento com L-triptofano ndo altera as concentracdo de noradrenalina (A) ou
dopamina (B) nos cérebro de animais em comparacao aos controles nas doses de 25 mg/kg
e 50 mg/kg.
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Fig. 22. Efeito do tratamento com L-triptofano sob as concentracdes de noradrenalina (A) e
dopamina (B). Os dados sdo mostrados como média + E.P.M.
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5.14. Efeito do tratamento com Paracetamol e Dipirona combinado com L-
triptofano sobre as concentragdes corticais de glutamato nos animais
submetidos ao teste de contor¢cédo abdominal

O tratamento combinado com paracetamol e dipirona com L-triptofano (25 mg/kg)

diminui a concentracdo de glutamato no cortex de animais em comparacdo aos controles

nas doses de 25 mg/kg e 50 mg/kg.
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Fig. 23. Efeito do tratamento combinado com paracetamol e dipirona com L-triptofano sob
as concentracdes corticais de glutamato. Os dados sdo mostrados como média + E.P.M *p
<0,05 vs Controle(CTRL) (ANOVA, seguido de Student-Neumann-Keuls).
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5.15. Efeito do bloqueio de receptores de Serotonina 5-HT3; sobre o efeito
sinérgico da associacao do L-triptofano com a dipirona no teste de contor¢des
induzidos pelo &cido acético.

O tratamento com ondasentrona 0,75 mg/kg, antagonista de receptores de
Serotonina 5-HT3, ndo altera o efeito sinérgico da associado de L-triptofano 25 mg/kg, i.p. 30
minutos antes da dipirona 25 mg/kg, i.p. O numero de contor¢fes € igual entre 0s grupos
tratados com ondasentrona 15 minutos antes de receberem L-triptofano 25 mg/kg, i.p. e
dipirona 25 mg/kg (16,50 + 3,65) i.p., e ndo pré-tratados com ondasentrona (16,25 + 4,47).
Ambos diferentes do controle (32,10 * 2,48).
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Fig. 24. Efeito do tratamento prévio com Ondasentrona (Ond) na dose de 0,75 mg/kg sobre
o efeito antinociceptivo sinérgico da associagéo de L-triptofano 25 mg/kg, i.p. (T) 30 minutos
antes da administracdo de dipirona 25 mg/kg, i.p. (Dip). Os dados sdo mostrados como
média + E.P.M. *p<0,05 vs Controle(CTRL) (ANOVA, seguido de Student-Neumann-Keuls)
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5.16 Efeito do bloqueio de receptores de Serotonina 5-HT3; sobre o efeito
sinérgico da associacdo do L-triptofano com paracetamol no teste de
contorgdes induzidos pelo &cido acético.

O tratamento com ondasentrona 0,75 mg/kg, antagonista de receptores de
Serotonina 5-HTs, ndo altera o efeito sinérgico da associado de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p.
30 minutos antes da administracdo de paracetamol 50 mg/kg, i.p. O ndmero de contor¢cbes
€ igual entre os grupos tratados com ondasentrona 15 minutos antes de receberem L-
triptofano 12,5 mg/kg, i.p. e paracetamol 50 mg/kg (13,60+ 1,78) i.p., € ndo pré-tratados com
ondasentrona (12,33 + 4,79). Ambos diferentes do controle (30,60 + 2,43).
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Fig 25. Efeito do tratamento prévio com Ondasentrona (Ond) na dose de 0,75 mg/kg sobre o
efeito antinociceptivo sinérgico da associacao de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p. (T) 30 minutos
antes da administracdo de paracetamol 50 mg/kg, i.p. (Par). Os dados sdo mostrados como
média + E.P.M. *p<0,05 vs Controle(CTRL) (ANOVA, seguido de Student-Neumann-Keuls)
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5.17 Efeito do bloqueio de receptores de Serotonina 5-HT3; sobre o efeito
sinérgico da associacdo do L-triptofano com cetoprofeno no teste de
contor¢@es induzidos pelo acido acético

O tratamento com ondasentrona 0,75 mg/kg, antagonista de receptores de
Serotonina 5-HTs, ndo altera o efeito sinérgico da associado de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p.
30 minutos antes da administracdo de cetoprofeno 2,18 mg/kg, i.p. O nimero de contor¢des
€ igual entre os grupos tratados com ondasentrona 15 minutos antes de receberem L-
triptofano 25 mg/kg, i.p. e dipirona 25 mg/kg (18,40 + 2,90) i.p., e ndo pré-tratados com
ondasentrona (15,86 + 3,22). Ambos diferentes do controle (29,64 + 1,88).
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Fig. 26. Efeito do tratamento prévio com Ondasentrona (Ond) na dose de 0,75 mg/kg sobre
o efeito antinociceptivo sinérgico da associacdo de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p. (T) 30
minutos antes da administracdo de cetoprofeno 2,18 mg/kg, i.p. (Cet). Os dados s&o
mostrados como média + E.P.M. *p<0,05 vs Controle(CTRL) (ANOVA, seguido de Student-
Neumann-Keuls)
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5.18 Efeito do bloqueio de receptores de Serotonina 5-HT, sobre o efeito
sinérgico da associacao do L-triptofano com a dipirona no teste de contorc¢des
induzidos pelo acido acético

O tratamento com Ritanserina 1 mg/kg, antagonista de receptores de Serotonina 5-
HT,, ndo altera o efeito sinérgico da associado de L-triptofano 25 mg/kg, i.p. 30 minutos
antes da dipirona 25 mg/kg, i.p. O numero de contorcdes € igual entre os grupos tratados
com ritanserina 15 minutos antes de receberem L-tripfano 25 mg/kg, i.p. e dipirona 25 mg/kg
(16,83 £ 3,33) i.p., e ndo pré-tratados com ritanserina (16,50 + 5,73). Ambos diferentes do
controle (35,82 + 2,85).
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Fig. 27. Efeito do tratamento prévio com ritanserina (Rit) na dose de 1 mg/kg no efeito
antinociceptivo sinérgico da associacdo de L-triptofano 25 mg/kg, i.p. (T) 30 minutos antes
da administracdo de dipirona 25 mg/kg, i.p. (Dip). Os dados sdo mostrados como média +
E.P.M. *p<0,05 vs Controle(CTRL) (ANOVA, seguido de Student-Neumann-Keuls)
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5.19 Efeito do bloqueio de receptores de Serotonina 5-HT, sobre o efeito
sinérgico da associacdao do L-triptofano com a paracetamol no teste de
contorcdes induzidos pelo acido acético

O tratamento com Ritanserina 1 mg/kg, antagonista de receptores de Serotonina 5-
HT,, ndo altera o efeito sinérgico da associado de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p. 30 minutos
antes do paracetamol 50 mg/kg, i.p. O namero de contor¢bes é igual entre 0s grupos pre-
tratados com ritanserina 15 minutos antes de receberem L-tripfano 12,5 mg/kg, i.p. e
paracetamol 50 mg/kg (20,38 + 4,09), i.p., e ndo pré-tratados com ritanserina (12,33 + 4,78).
Ambos diferentes do controle. (35,82 + 2,85).
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Fig. 28. Efeito do tratamento prévio com ritanserina (Rit) na dose de 1 mg/kg no efeito
antinociceptivo sinérgico da associacao de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p. (T) 30 minutos antes
da administracdo de paracetamol 50 mg/kg, i.p. (Par). Os dados sdo mostrados como média
*+ E.P.M. *p<0,05 vs Controle(CTRL) (ANOVA, seguido de Student-Neumann-Keuls)
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5.20 Efeito do bloqueio de receptores de Serotonina 5-HT2 sobre o efeito
sinérgico da associacdo do L-triptofano com a cetoprofeno no teste de
contorcdes induzidos pelo acido acético

O tratamento com Ritanserina 1 mg/kg, antagonista de receptores de Serotonina 5-
HT,, ndo altera o efeito sinérgico da associado de L-tripfano 12,5 mg/kg, i.p. 30 minutos
antes da administracao de cetoprofeno 3 mg/kg, i.p. O numero de contorcdes € igual entre
0S grupos pré-tratados com ritanserina 15 minutos antes de receberem L-tripfano 12,5
mg/kg, i.p. e cetoprofeno 2,18 mg/kg, i.p. (14,14 + 3,86), e ndo pré-tratados com ritanserina
(17,43 + 3,66). Ambos diferentes do controle (35,82 + 2,85).
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Fig. 29. Efeito do tratamento prévio com ritanserina (Rit) na dose de 1 mg/kg sobre o efeito
antinociceptivo sinérgico da associacao de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p. (T) 30 minutos antes
da administracdo de cetoprofeno 2,18 mg/kg, i.p. (Cet). Os dados sdo mostrados como
média + E.P.M. *p<0,05 vs Controle(CTRL) (ANOVA, seguido de Student-Neumann-Keuls)
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5.21. Efeito do bloqueio de receptores de Serotonina 5-HT; sobre o efeito
sinérgico da associacao do L-triptofano com a dipirona no teste de contor¢des
induzidos pelo &cido acético

O tratamento com NAN-190 1 mg/kg, antagonista de receptores de Serotonina 5-HT;
nao altera o efeito sinérgico da associado de L-tripfano 25 mg/kg, i.p. 30 minutos antes da
administracao de dipirona 25 mg/kg, i.p. O nuamero de contor¢cBes € igual entre 0s grupos
tratados com NAN-190 15 minutos antes de receberem L-tripfano 25 mg/kg, i.p. e dipirona
25 mg/kg (10,00 = 4,75) i.p., e ndo pré-tratados com NAN-190 (16,50 + 5,73). Ambos
diferentes do controle (34,90 + 4,79).
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Fig. 30. Efeito do tratamento prévio com NAN-190 na dose de 1 mg/kg sobre o efeito
antinociceptivo sinérgico da associacdo de L-triptofano 25 mg/kg, i.p. (T) 30 minutos antes
da administracdo de dipirona 25 mg/kg, i.p. (Dip). Os dados sdo mostrados como média +
E.P.M. *p<0,05 vs Controle(CTRL) (ANOVA, seguido de Student-Neumann-Keuls).
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5.22. Efeito do bloqueio de receptores de Serotonina 5-HT; sobre o efeito
sinérgico da associacdo do L-triptofano com paracetamol no teste de
contor¢@es induzidos pelo acido acético

O tratamento com NAN-190 1 mg/kg, antagonista de receptores de Serotonina 5-HT;,
altera o efeito sinérgico da associado de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p. 30 minutos antes da
administracdo de paracetamol 50 mg/kg, i.p. O numero de contor¢Bes é diferente entre os
grupos pré-tratados com NAN-190 15 minutos antes de receberem L-triptofano 12,5 mg/kg,
i.p. e paracetamol 50 mg/kg (25,71 + 4,40), i.p., e ndo pré-tratados com NAN-190 (9,25 +
4,19). O grupo pré-tratado com NAN-190 ndo difere do grupo controle (34,90 + 4,79).
Inversamente, o tratamento combinado nas doses acima, quando ndo pré-tratados com
NAN-190, exibe efeito antinociceptivo.
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Fig. 31. Efeito do tratamento prévio com NAN-190(NAN) na dose de 1 mg/kg no efeito
antinociceptivo sinérgico da associacao de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p.(T) 30 minutos antes
do paracetamol 50 mg/kg, i.p. (Par). Os dados sdo mostrados como média + E.P.M. *p<0,05
vs Controle(CTRL). *p<0,05 vs. CTRL, Wp<0,05 vs. T + Par. (ANOVA, seguido de Student-
Neumann-Keuls)
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5.23. Efeito do bloqueio de receptores de Serotonina 5-HT; sobre o efeito
sinérgico da associacdo do L-triptofano com a cetoprofeno no teste de
contor¢@es induzidos pelo acido acético

O tratamento com NAN-190 1 mg/kg, antagonista de receptores de Serotonina 5-HT;,
altera o efeito sinérgico da associado de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p. 30 minutos antes da
administracdo de Cetoprofeno 2,18 mg/kg, i.p. O nimero de contorcbes € diferente entre os
grupos pré-tratados com NAN-190 15 minutos antes de receberem L-triptofano 12,5 mg/kg,
i.p. e cetoprofeno 2,18 mg/kg (27,00 £ 1,16), i.p., e ndo pré-tratados com NAN-190 (15,86 +
3,22). O grupo pré-tratado com NAN-190 ndo difere do grupo controle (32,33 + 4,52).
Inversamente, o tratamento combinado nas doses acima, quando ndo pré-tratados com
NAN-190, exibe efeito antinociceptivo.
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Fig. 32. Efeito do tratamento prévio com NAN-190(NAN) na dose de 1 mg/kg sobre o efeito
antinociceptivo sinérgico da associacao de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p.(T) 30 minutos antes
da administragdo de cetoprofeno 2,18 mg/kg, i.p. (Cet). Os dados sdo mostrados como
média + E.P.M. *p<0,05 vs Controle(CTRL). *p<0,05 vs. CTRL, Wp<0,05 vs. T + Cet.
(ANOVA, seguido de Student-Neumann-Keuls).
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5.24 Efeito do bloqueio de receptores adrenérgicos a2 sobre o efeito sinérgico
da associagcdo do L-triptofano com paracetamol no teste de contorcdes
induzidos pelo &cido acético

O tratamento com ioimbina na dose de 1,5 mg/kg, antagonista de receptores de
adrenérgicos a2, altera o efeito sinérgico da associado de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p. 30
minutos antes da administracdo de paracetamol 50 mg/kg, i.p. O numero de contor¢des é
maior entre 0s grupos pré-tratados com loimbina 15 minutos antes de receberem L-
triptofano 12,5 mg/kg, i.p. e paracetamol 50 mg/kg (28,50 + 5,26), i.p., em comparacao aos
ndo pré-tratados com ioimbina (11,110 + 3,70). O grupo pré-tratado com ioimbina néo difere
do grupo controle (26,13 £ 3,13). Inversamente, o tratamento combinado nas doses acima,
guando nédo pré-tratados com ioimbina, exibe efeito antinociceptivo.
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Fig. 33. Efeito do tratamento prévio com loimbina (loim) na dose de 1,50 mg/kg no efeito
antinociceptivo sinérgico da associacao de L-triptofano 12,5 mg/kg, i.p. (T) 30 minutos antes
da administracao de paracetamol 50 mg/kg, i.p. (Par). Os dados sdo mostrados como média
+ E.P.M. *p<0,05 vs Controle(CTRL); ¥p<0,05 vs tratamento sem ioimbina (ANOVA, seguido
de Student-Neumann-Keuls)
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5.25. Efeito do bloqueio de receptores de melatonina (MT, e MT;) sobre o efeito
sinérgico da associacdo do L-triptofano com Dipirona no teste de contor¢des
induzidos pelo &cido acético

O tratamento com Luzindol 10 mg/kg, antagonista de receptores de melatonina,
altera o efeito sinérgico da associacdo de L-triptofano 25 mg/kg, i.p. 30 minutos antes da
administracdo de dipirona 25 mg/kg, i.p. O numero de contor¢Bes é diferente entre os
grupos pré-tratados com Luzindol 15 minutos antes de receberem L-tripfano 25 mg/kg, i.p. e
dipirona 25 mg/kg (30,29 + 4,83), i.p., e ndo pré-tratados com Luzindol (13,83 + 4,785). O
grupo pré-tratado com Luzindol também difere do grupo controle (41,14 + 2,48).
Inversamente, o tratamento combinado nas doses acima, quando nao pré-tratado com
Luzindol, exibe efeito antinociceptivo.

Numero de contorgdes

CTRL Dip 25 T + Dip Luz + T +Dip
25+ 25 10 +25+25 mg/kg

Fig. 35. Efeito do tratamento prévio com Luzindol na dose de 10 mg/kg, i.p. (Luz) no efeito
antinociceptivo sinérgico da associacdo de L-triptofano 25 mg/kg, i.p. (T) 30 minutos antes
da administragdo de dipirona 25 mg/kg, i.p. (Dip). *p<0,05 vs Controle(CTRL), ¥p<0,05 vs.
T + Dip e CTRL. (ANOVA, seguido de Student-Neumann-Keuls).
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5.26. Efeito do tratamento conjunto via intragastrica de L-triptofano com
dipirona ou paracetamol no teste de nocicepcao induzida pela formalina

A administracdo intraplantar de formalina 2% induz um comportamento bifasico de
lambedura sugestivo de dor no animais que ocorre de zero a 5 minutos (primeira fase) e
entre 20 a 30 minutos (segunda fase) apds a aplicacdo de formalina [(50,83 + 3,59 s.) e
(79,88 £ 9,18 s.) primeira e segunda fase, respectivamente]. A administragao de Dipirona ou
Paracetamol isoladamente ndo exibiram atividade antinociceptiva nas doses administradas
25 mg/kg, i.g., em nenhuma das fases. Inversamente, a co-administracédo de L-triptofano 25
mg/kg juntamente com dipirona ou L-triptofano 20 mg/kg juntamente com paracetamol, foi
capaz de reduzir o tempo de lambedura em ambas as fases do teste [(35,00 + 2,87 s.)° e
(35,89 + 1,84 s.) " L-trip+Dip e L-trip+Par na primeira fase] e [(45,52 + 6,18) ° e (37,65 +
5,39)*, L-trip+Dip ou L-trip+Par na segunda fase].
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Fig. 36. Efeito da coadministracdo de L-triptofano e dipirona(Dip) ou paracetamol(Par) no
teste de nocicepcdo induzido por administracdo intraplantar de formalina 2%. A
coadministragdo de L-triptofano e dipirona ou paracetamol (L-trip+Dip ou L-trip+Par,
respectivamente) exibe efeito antinociceptivo quando comparado ao controle e aos
tratamentos isolados tanto na primeira (A) quanto na segunda fase do teste (B). °p<0,05 vs
Ctrl, i.g., *p< 0,05 vs Ctrl e (ANOVA, seguido de teste de miltiplas comparacéo de Dunnet).



5.27 Efeito do tratamento com L-triptofano ou dipiro
nociceptiva no teste de nocicepc¢éo térmica na placa

Diferentemente do teste de contor¢cbes abdominais o t
triptofano exibiu atividade antinociceptiva aumentando o tempo de
calor (55 = 0,5 °C), na dose 200 mg/kg (16,80 + 1,32) quando com
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na sobre a resposta
quente

ratamento prévio com |-
laténcia para resposta ao
parado ao controle (10,42

+ 1,06). Nos tempos de 30, 60 e 120 min. apds o tratamento. O tratamento com dipirona
também possui capacidade de aumentar a laténcia de reacdo ao calor da placa quente nas
doses de 200 mg/kg no tempo de 30 min. (19,59 + 3,80), respectivamente, e na dose de

200 mg/kg no tempo de 120 min. (15,53 + 2,84) apos o tratamento.

Tempo de reacao
¢+t

' e

t 4

CTRL

L-trip 200 mg/Kg
L-trip 100 mg/kg
L-trip 50 mg/kg
L-trip 25 mg/kg

CTRL

Dip 200 mg/Kg
Dip 100 mg/Kg
Dip 50 mg/Kg
Dip 25 mg/Kg

Fig . 37. Curso da resposta ao estimulo térmico na placa quente (55 + 0,5 °C) dos animais
tratados com L-triptofano ou Dipirona isoladamente. *p<0,05 vs Controle(CTRL) para cada

tempo marcado. (ANOVA seguido do teste de Bonferroni)
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5.28 Efeito do tratamento combinado de L-triptofano e dipirona sobre a
resposta antinociceptiva frente a nocicepg¢do térmica na placa quente

O tratamento combinado realizado administrando-se previamente L-triptofano e,
entdo, dipirona nos animais submetidos ao teste da placa quente mostrou-se efetivo em
aumentar o tempo de resposta do animal ao calor na placa quente (55 £ 0,5 °C) na dose de
50 mg/kg de L-triptofano juntamente com 50 mg/kg de dipirona (doses ndo efetivas
isoladamentes) nos tempo de 30 (18,50 + 3,16) e 60 (18,82 + 2,10) min. apds o0s
tratamentos quando comparado ao grupo controle (5,70 + 0,89) e (7,61 % 0,91),
respectivamente.
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Fig. 38. Curso da resposta ao estimulo térmico na placa quente (55 £ 0,5 °C) dos animais
tratados com L-triptofano previamente a Dipirona. *p<0,05 vs Controle(CTRL) para cada
tempo marcado. (ANOVA seguido do teste de Bonferroni)
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5.29 Efeito do tratamento combinado de L-triptofano com dipirona ou
paracetamol sobre a resposta antinociceptiva frente a nocicepcdo quimica
induzida por capsaicina

O tratamento com dipirona 50 mg/kg ndo foi capaz de reduzir o tempo de
lambedura (segundos, s) induzido pela capsaicina 1,6 (A): 39,89 s + 6,46, em relacdo aos
controles: 39,50 s + 5,315, assim como L-triptofano, que obteve o seguinte tempo de
lambedura: 34,75 s + 4,55, em resposta a capsaicina, também ndo se mostrou diferente em
relacdo aos controles. A associacdo de L-triptofano com dipirona, na dose de 50 mg/kg
cada, obteve resposta antinociceptiva diminuindo o tempo de lambedura em resposta a
capsaicina (20,00 s £+ 3,44) em relacdo ao controle, similar a substancia de referéncia, o
vermelho de ruténio 3 mg/kg (V.R.), 8,80 £ 1,20 s. O paracetamol néo foi efetivo nem como
agente isolado, tempo de lambedura de 42,00 + 3,64 s ou combinado com L-triptofano,
44,80 + 3,57 s.
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Fig. 39 . Efeito do tratamento com Dipirona (A), Paracetamol(B) e combinacdo de ambos
com L-triptofano (A e B, respectivamente) no teste de nocicepcédo induzida pela capsaicina.
Foi utilizado como estimulo capsaicina 1,6 pmols/pata. V.R. se refere ao vermelho de
ruténio, droga de referéncia. Dados sdo mostrados como média + E.P.M. do tempo de
lambedura da pata dos animais (segundos). p*<0,05 vs controle(CTRL) (ANOVA, seguido de
seguido de teste de multiplas comparacéo de Dunnet).



97

5.30 Efeito do acido quinurénico sobre o numero de contor¢des induzidos pelo

acido acético

O tratamento com &cido quinurénico produz resposta antinociceptiva reduzindo o
namero de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético em doses maiores que 18,5
mg/kg. Ndo sendo efetivo em doses menos que 12,5 mg/kg. As doses de 18,5; 25 e 50
mg/kg exibiram reducdo no numero de contor¢des: 19,50 + 2,72; 7,250 + 1,70; 5,250 + 1,78,
respectivamente, quando comparado aos controles (34,11 + 4,37). O painel abaixo mostra a
curva dose-resposta em funcéo da antinocicepcéo produzida pelo acido quinurénico no teste

de contorcoes.
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Fig. 40. Efeito da administragédo

Log Dose

intraperitoneal de acido quinurénico (6,25 — 50 mg/kg)

sobre o numero de contor¢cbes induzidas pelo acido acético em camundongos. CTRL
representa o controle com animais tratados com salina. O gréafico mostra a média + E.P.M.
*p< 0,05 vs CTRL (ANOVA, Student-Neumann-Keuls como post hoc).
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5.31 Efeito sinérgico do pré-tratamento intraperitoneal com &cido
guinurénico sobre a resposta antinociceptiva da dipirona no teste de
contorcdes induzidos pelo acido acético

Curva dose-resposta do efeito antinociceptivo produzido pelo tratamento com
dipirona isoladamente e em associacdo com acido quinurénico na proporcdes de 1:2. A
andlise da regressdo mostra que as curvas sao diferentes para o tratamento isolado e em
associacao caracterizando um efeito sinérgico, ou supra aditivo. A dose necessaria para
obtencao de 50% da resposta maxima (EDs) foi calculada em 91,20 (77.39 - 95.78) mg/kg
enquanto a EDsy para a dipirona associada ao tratamento prévio com acido quinurénico foi
4,34 (3.74 - 5.03) mg/kg, demonstrando um reducao drastica nesse parametro.
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Fig. 41. A: A curva mostra a regressao ndo-linear para a relagdo dose resposta da dipirona
isolada e em associagdo com o &cido quinurénico (A.Q.). Os dados mostrados séo as
médias da porcentagem de reducdo no numero de contor¢Bes abdominais induzidas pelo
acido acético (antinocicepgdo %) + E.P.M em comparacdo com a meédia dos animais
controles. B: isobolograma mostrando a distancia entre o valor tedrico calculado (sobre a
linha reta) e o valor real obtido para ED50 da dipirona em tratamento combinado com A.Q.

Tabela 12. Valores de EDs, para tratamento isolado e combinado com dipirona e acido
quinurénico.

Tratamento Razao EDso (Mmg/kg)

Dipirona - 91,20 (77.39 - 95.78)

Acido quinurénico +
Dipirona

_ *
1o 4,34 (3.74 - 5.03)

Tabela 12. Dose necesséria para reduzir em 50% o numero de contor¢des induzidas pelo
acido acético em comparacado com grupos controles(EDsp). O tratamento prévio com A.Q.
reduz a EDs, quando comparados com o tratamento com dipirona isolada. Os dados s&o
expressos como EDsq (IC 95%) em relacdo a dipirona. *p < 0,05 vs Dipirona (ANOVA).
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5.32 Efeito sinérgico do pré-tratamento intraperitoneal com acido quinurénico
sobre a resposta antinociceptiva do paracetamol no teste de contorcdes
induzidos pelo &cido acético

Curva dose-resposta do efeito antinociceptivo produzido pelo tratamento com
paracetamol isoladamente e em associagdo com acido quinurénico na propor¢des de 1:4,05.
A andlise da regressao mostra que as curvas sao diferentes para o tratamento isolado e em
associacao caracterizando um efeito sinérgico, ou supra-aditivo. A dose necessaria para
obtencédo de 50% da resposta maxima (EDsp) foi calculada em 96,18 (76.23-121,3) mg/kg
enquanto a EDsg, para a dipirona associada ao tratamento prévio com &cido quinurénico foi
25,47 (18,66-34,77 mg/kg, demonstrando importante reducdo nesse parametro.
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Fig. 42. A: A curva mostra a regressdo nao-linear para a relagdo dose resposta do
paracetamol isolado e em associagdo com o &cido quinurénico (A.Q.). Os dados mostrados
sdo as médias da porcentagem de redugcdo no nimero de contor¢des abdominais induzidas
pelo &cido acético (antinocicepgcdo %) + E.P.M em comparacdo com a média dos animais
controles. B: isobolograma mostrando a distancia entre o valor tedrico calculado (sobre a
linha reta) e o valor real obtido para ED50 do paracetamol em tratamento combinado com

A.Q.

Tabela 13. Valores de EDsq para tratamento isolado e combinado com paracetamol e acido
quinurénico.

Tratamento Razéo EDso (Mmg/kg)

Paracetamol - 96,18 (76.23-121,3)

Acido quinurénico +
Paracetamol

_ *
a.05 25,47 (18,66-34,77)

Tabela 13. Dose necessaria para reduzir em 50% o numero de contor¢des induzidas pelo
acido acético em comparacdo com grupos controles(EDsp). O tratamento prévio com &cido
quinurénico reduz a EDsy quando comparados com o tratamento com paracetamol isolado.
Os dados sédo expressos como EDsy (IC 95%) em relacdo ao paracetamol. *p < 0,05 vs
Paracetamol (ANOVA)
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6 Discusséao

Até o presente momento, que seja do nosso conhecimento, este é o primeiro
estudo a descrever efeitos antinociceptivos da interacdo entre o aminoacido
essencial L-triptofano e analgésicos nao opidides nos modelos experimentais de
contorgbes abdominais induzidas pelo é&cido acético, nocicepcdo induzida pela
formalina, nocicepcao induzida por capsaicina, bem como na nocicepcéo térmica na

placa quente.

O teste de contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético € um teste
amplamente utilizado e aceito como modelo de nocicepc¢ao visceral e também muito
empregado na prospeccdo de novas moléculas, marcadamente na pesquisa de
moléculas de origem natural. O mecanismo da génese das contor¢des induzidas
pelo acido acético envolve a liberacdo de diversos mediadores, como, por exemplo,
as prostaglandinas E; e F, (BERKENKOPF & WEICHMAN, 1988; ELISABETSKY et
al., 1995) histamina, bradicinina, 5-HT (DERAEDT et al., 1976; GUO et al., 2009) e
interleucinas 1 e 8 (RIBEIRO et al., 2000). Algumas substancias, como por exemplo,
drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais, narcéticos, agonistas simpaticomiméticos
como a clonidina e produtos naturais sdo capazes, via diferentes mecanismos, de
inibir as contorcdes induzidas pelo acido acético (COLLIER et al., 1968; BENTLEY et
al., 1983; KOLESNIKOV et al.,, 2000; STEPANOVIC-PETROVIC et al.,, 2008;
ZANBOORI et al., 2008; ROCHA et al., 2011).

A positividade da utilizacdo de um modelo multi-mediado como o teste de
contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético para o estudo de interacdes
sinérgicas € justamente o fato de envolver diferentes vias de mediagdo assim como
condi¢cdes dolorosas inflamatorias clinicamente importantes como osteoartrite e
artrite reumatoide (CGRP, Substancia P, IL-6, TNF-a , IL-1, Noradrenalina) (RAAP et
al., 2000) mucosite induzida por quimioterapico (TNF-a, ll-1b, IL-6, PAF) (LOGAN et
al., 2009; SOARES et al., 2011) e condicbes como a enxaqueca que parece estar
ligada a ativagéo trigeminal e liberagdo de CGRP e ser sensivel ao tratamento com
drogas agonistas de receptores 5-HT1p4 (HARGREAVES & SHEPHERD, 1999). Do
exposto, o bloqueio de um desses mediadores envolvidos nas sindromes supra-

citadas por uma determinada substancia, por exemplo, interfere também no teste de
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contor¢des abdominais, diminuindo em alguma extensdo o niumero de contorgdes,
podendo, assim, ser detectada uma possivel acdo. Desse ponto de vista, o teste de
contor¢cdes constitui-se em um teste sensivel e, apesar da sua primeira descricao ter
sido feita em 1969 (COLLIER, 1969), até os dias atuais € bastante utilizado em
estudos de nocicepcédo e faz-se referéncias desse método em jornais e revistas de
alta qualidade na area (TALLARIDA & RAFFA, 1996; MANSOURI et al., 2013).

Em nossos experimentos, o L-triptofano néo foi capaz de reduzir o nimero de
contor¢gdes induzidas pelo &cido acético tanto nas administracdes orais quanto
intraperitoneais, portanto, ndo exibindo efeito antinociceptivo nesse teste. Além
disso, nas doses utilizadas nao foram verificadas altera¢des na atividade locomotora
espontanea dos animais. Esses resultados estdo de acordo com relatos prévios
como os encontrados nos trabalhos de Heyliger et al. (1998) e Dennis e Melzack
(1980), que descrevem atividade antinociceptiva, mas em doses intraperitoneais
bem superiores as utilizadas nesse estudo, bem como nas descri¢coes de Curzon &
Marsden (1975), que ndo demonstraram alteracdo na atividade motora ap0és injecao
intraperitoneal de L-triptofano (150 mg/kg). Gibbons et al. (1981) verificaram que a
capacidade de locomover sobre uma haste rotativa ndo foi afetada pela injecao
intraperitoneal de L-triptofano (100 mg/kg). Assim, com base nestas informacdes
prévias podemos afirmar que no presente estudo, o efeito observado do L-triptofano
no teste nociceptivo provavelmente ndo esta associado com a perda de habilidades
motoras ou qualquer efeito colateral atribuido a doses mais elevadas de L-triptofano
em humanos, especialmente tendo em vista, que nas combinacdes utilizadas nestes

estudos, a dose mais elevada de L-triptofano foi de 50 mg/kg.

No mesmo teste, a dipirona foi avaliada e o efeito antinociceptivo significativo
s6 foi descrito com a administracdo intragastrica na dose de 175 mg/kg ou na
administracao intraperitoneal de 100 mg/kg. Os resultados mostraram que as EDsg
do efeito analgésico da dipirona nesse teste foram de 128,7 mg/kg para via
intragastrica e 91,20 mg/kg para via intraperitoneal. Quando houve tratamento
conjunto (intragastrico) ou prévio (via intraperitoneal) com L-triptofano, as EDsos
sofreram reducdes de 80,20 e 74,12 %, respectivamente, o que demonstra uma
consideravel interacdo entre as drogas quanto ao efeito antinociceptivo. Do mesmo

modo, o tratamento com L-triptofano, conjunto i.g ou prévio i.p., reduz em 81,85 % e
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50,82 %, respectivamente, a EDsy para o efeito analgésico do paracetamol. A
administrac@o prévia de L-triptofano e Cetoprofeno também mostrou-se efetiva por
via intraperitoneal. Sem duavidas, esses resultados apontam para uma interacéo
sinérgica entre as drogas, mostrando o papel facilitador do L-triptofano para os

efeitos antinociceptivos da dipirona, paracetamol e cetoprofeno.

A caracterizacdo do tipo de interacdo existente entre o L-triptofano e esses
analgésicos ndao-opioides: dipirona, cetoprofeno e paracetamol, no teste de
contor¢cdes abdominais, foi realizada comparando as EDsy € a posicdo das curvas
dos tratamentos isolados e em conjunto. Levando-se em consideracdo a observacao
de que o L-triptofano ndo exibiu atividade antinociceptiva nesse teste, ndo se espera
incremento no efeito antinociceptivo da dipirona, paracetamol ou cetoprofeno na
presenca do L-triptofano, pela falta de atividade analgésica deste ultimo. Dessa
forma, a andlise da interacdo é direta e nos orienta no sentido de admitir que a
interacdo é sinérgica, sendo as curvas dose-resposta dos tratamentos na presenca
de L-triptofano deslocadas para a esquerda quando comparadas aos tratamentos
isolados, indicando que a obtencédo de um dado efeito analgésico (EDsp) € alcancado

com doses significativamente menores de substancia ativa.

A analise quantal do efeito do L-triptofano sobre a antinocicep¢éo induzida
pela dipirona nos mostra que a administracdo prévia de L-triptofano é capaz de
aumentar a proporcdo de animais que exibem uma redugcdo acima de 75% no
namero de contor¢cdes quando comparado aos controles. Dessa forma € sugerida a
capacidade do L-triptofano de aumentar o efeito antinociceptivo maximo da dipirona,
sendo essa uma caracteristica desejavel nas associacfes de farmacos onde sao
adicionadas drogas a um dado protocolo de tratamento quando verificado que o
efeito madximo da monoterapia ja foi alcancado e os efeitos clinicos observados néo

sao satisfatérios (COOPER et al., 1980; COOPER et al., 1982 e DIONNE, 1999).

O L-triptofano administrado intraperitonealmente em dose elevada (200
mg/kg) exibiu atividade antinociceptiva no teste de nocicepc¢do térmica na placa
quente, diferentemente do que ocorreu no teste de contor¢des induzidas por acido
acetico. No entanto, as doses néo efetivas de L-triptofano no teste da placa quente
qgquando combinadas com doses nao efetivas de dipirona apresentaram efeitos

antinociceptivos, demonstrando que a interagdo entre as substancias ocorrem
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também no modelo de nocicepcao térmica, adicionando, assim, mais confiabilidade
quanto ao efeito sinérgico verificado e estendendo o rol de possibilidades desta

associacao.

Historicamente, o teste da placa quente € descrito como ‘selecionador’ para
drogas analgésicas, ou candidatas a analgésicas, de acdo central, tanto a nivel
espinhal como supra-espinhal. Assim, morfina, codeina, dentre outras como a
dexmedetomidina e citalopram sao efetivas nesse teste (GUNELI et al., 2007,
PRAVETONI et al., 2012). Considerando que o L-triptofano é o precursor do
neurotrasmissor serotonina e tendo sido mostrado que a associa¢ao de doses nao
analgésicas de L-triptofano com dipirona, cetoprofeno e paracetamol mostrou-se ser
efetiva em modelos de dor visceral bem como no teste de nocicepcao
térmica/central, e ainda, que drogas inibidoras da recaptacdo de serotonina, como
citalopram, exercem efeitos antinociceptivos tanto no teste de contor¢cbes
abdominais quanto na placa quente (FASMER et al., 1989), podemos sugerir que o
efeito sinérgico da associacdo de L-triptofano com as drogas nao-opidides utilizadas
ocorre, em alguma extensdo, em locais centrais de modulacdo do processo

nociceptivo.

Vérios resultados tém estabelecido a importancia dos receptores TRPV1
sobre a hipernocicepcao térmica (CATERINA et al.,, 2000; AMAYA et al., 2004),
incluindo a capacidade de fortalecer a antinocicepc¢éo induzida por morfina na placa
guente pela acdo de antagonistas desses receptores (NGUYEN et al., 2010). Esses
receptores sao ativados pelo calor (>42°C) e por estimulos quimicos, sendo a
capsaicina, o ingrediente ativo da pimenta, o ativador mais conhecido desses
receptores (8-metil-N-vanillil-6-nonenamida). A ativagdo dos TRPV1 no neurdnio
sensitivo primario leva ao influxo de calcio e sodio. Por sua vez, esses aferentes
ativados liberam glutamato, substancia P, neurocinina A e peptidio relacionado ao
gene da calcitonina no corno dorsal da medula espinhal (SORKIN et al. 1992;
SORKIN and McADOO 1993; SUN et al. 2004).

Noés avaliamos a efetividade da associacdo entre L-triptofano e dipirona e L-
triptofano e paracetamol sobre a nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de
capsaicina, e, assim, ativando os TRPV1. Esse procedimento induz um

comportamento sugestivo de dor, caracterizado pela lambedura da pata onde foi
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injetada a capsaicina. L-triptofano, dipirona ou paracetamol administrados
isoladamente, em doses sub-efetivas extrapoladas do teste de contor¢des induzidas
pelo acido acético, ndo alteram o tempo de lambedura da pata. Contudo, a
administracdo prévia de L-triptofano a dipirona foi capaz de diminuir o tempo de
lambedura da pata, exercendo efeito antinociceptivo frente a ativacédo dos receptores
TRPV1, semelhante ao que ocorreu com 0 antagonista desses receptores, 0
vermelho de ruténio. Diferentemente do observado com a dipirona, a associacao de
L-triptofano com paracetamol ndo € efetiva na reducdo do tempo de lambedura da
pata em resposta a capsaicina. Estes resultados sugerem que a combinacao de L-
triptofano e dipirona é capaz de interferir na modulacdo da nocicepcao térmo-
induzida por comprometer a transducdo ou conducdo do estimulo detectado via
TRPV1.

A despeito de nenhuma das substancias, dipirona ou L-triptofano, terem sido
descritas como antagonistas do receptor TRPV1, a acdo descrita pode-se dever a
interferéncia em outros sitios de acdo capazes de comprometer a nocicepgao
induzida por agonista TRPV1. Como exemplo, Jin et al. (2009), demonstram que a
ativacdo de receptores TRPV1 leva a um aumento na ativagdo de neurbnios
glutamatérgicos no neurdnio nociceptivo primario, assim, em tese, o bloqueio com
antagonistas de receptores de glutamato poderia comprometer a transmissao
neuronal e o processo nociceptivo gerado pela ativacdo de TRPV1. De outra forma,
Qin et al., 2010, descreveram que a deplecdo de serotonina amplia os efeitos de

hipersensibilidade visceral e dor em animais tratados com capsaicina.

Do exposto, é razoavel a sugestdo que a biotransformacéo do L-triptofano a
5-HT e, outras moléculas sucessoras com atividades antagonista de glutamato como
0 &cido quinurénico, possam bloquear essa condugdo nociceptiva induzida pela
capsaicina. Evidentemente, a biotransformacdo de L-triptofano em 5-HT e acido
quinurénico acontecem na auséncia da dipirona, porém, como citado anteriormente
ndo ha antinocicepcdo associada aos tratamentos isolados. Uma possivel
explicacdo para esse fato seriam mecanismos colaterais da dipirona, que estao
ausentes no paracetamol, por exemplo, Beirith et al. (1998) descreveram a
capacidade da dipirona de comprometer a transmissao glutamatérgica o que,
quando somado a influéncia de metabdlitos do L-triptofano que bloqueiam
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receptores de glutamato, causaria um bloqueio efetivo desta neurotransmisséo e,
assim, constituir-se-ia uma das possiveis vias por onde o sinergismo do L-triptofano
com a dipirona poderia atuar, inclusive explicando a atividade no teste de
nocicepcao térmica na placa quente. Além disso, o fato da combinacdo de L-
triptofano com paracetamol ndo apresentar efeito nesse teste pode estar ligado a
capacidade de metabdlitos derivados do paracetamol possuirem a capacidade de
ativar, em alguma extensao, os receptores TRPV1 (MALLET et al., 2010) e nédo

serem capaz de atuar sobre a transmissao glutamatérgica.

A 5-HT é um neurotransmissor envolvido em diversos processos fisiologicos
de origem central. Nos processos nociceptivos, animais com danos nos nucleos da
rafe ou com bloqueio da sintese deste neurotransmissor em outros locais do
cérebro, podem apresentar desordens do sono e reducédo do limiar nociceptivo. Além
disso, a administracdo de drogas analgésicas de acdo central, como a morfina,
podem ter reduzida ou até perder a sua capacidade analgésica diante do
comprometimento das func¢des da 5-HT (YAKSH et al.,, 1977; DAFNY, 2013). De
outra forma, a estimulacdo do nucleo da rafe por injecdo intratecal de 5-HT,
inibidores da MAO ou antidepressivos triciclicos sdo capazes de fortalecer as acdes

analgésicas induzidas por acupuntura e morfina (HORIGUCHI et al., 2013).

A despeito do conhecido papel da 5-HT na percepcao da dor (ROBERTS,
1989), a real acao de cada receptor permanece controversa. Por exemplo, agonistas
e antagonistas de um mesmo receptor (5-HT;) parece ter efeito antinociceptivo no
teste de contorcbes abdominais (MILLAN, 1994). No entanto, nés demonstramos em
nossos resultados que a dose analgésica de dipirona leva a um aumento de 5-HT

central enquanto doses n&o antinociceptivas ndo demonstraram essa capacidade.

Baseando-se na posicdo de precursor metabdlico da serotonina bem como
nos relatos acerca da influéncia da neurotransmissdo serotonérgica na acao de
analgésicos opioides e na descricdo dessa via como modulatoria nos processos
nociceptivos, foi investigado o efeito do bloqueio de receptores do tipo 5-HT;, 5-HT»
e 5-HT3 sobre a antinocicepg¢éo induzida pelo tratamento conjunto com L-triptofano e

doses sub-efetivas de dipirona, paracetamol e cetoprofeno.
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Os receptores 5-HT1, s@0 receptores classicos acoplados a proteina G; e séo
expressos tanto pré-sinapticamente, como autoreceptores inibitérios nos neurénios
serotonérgicos, e pos-sinapticamente em diversos tecidos (BARNES & SHARP,
1999). Importante nesse contexto é a localizacdo desses receptores em nucleos
talamicos e na medula espinhal. Na medula espinhal esse receptor esta presente no
nociceptor aferente primario e em neurdnios intrinsecos do corno dorsal onde a sua
ativacdo leva a uma inibicdo da atividade neuronal (DAVAL et al., 1987,
POMPEIANO et al., 1992; GARRAWAY & HOCHMAN, 2001; ZHANG et al., 2002).
N&o obstante, a ativacdo cortical (KHARKEVICH & CHURUKANOV, 1999) e
espinhal (BARDIN & COLPAERT, 2004) desses receptores estdo associadas a
supressdo da dor. No entanto, Yaksh e Wilson (1979) mostram atividade

antinociceptiva de antagonistas desse receptor.

Nessa abordagem, o bloqueio desses receptores 5HT 1, poderia comprometer
a capacidade do L-triptofano de interagir sinergicamente com a dipirona,
paracetamol ou cetoprofeno. Assim, no presente trabalho, o bloqueio com NAN-190
reduziu a atividade antinociceptiva das associagfes entre L-triptofano e paracetamol
ou cetoprofeno, ndo exercendo efeito sobre a associacdo do L-triptofano com a
dipirona. Embora os receptores 5-HT,  5-HT3; ja tenham sido citados como
participes da antinocicepcdo evocada pela neurotrasmissdo serotonérgica, nao
houve diferencas entre o tratamento prévio com antagonistas dos receptors 5-HT, e
5-HT3 sobre o efeito sinérgico do L-triptofano e as drogas testadas.

A interpretacdo desses dados torna-se complexa diante do fato que o
aumento de serotonina decorrente da administragéo de L-triptofano n&o foi capaz de
se associar positivamente a um efeito antinociceptivo e que o bloqueio da sintese de
serotonina nao altera de forma significante a resposta nociceptiva ao acido acético.
Mesmo conhecido o fato descrito anteriormente que a ativagéo de receptores do tipo
5-HT14 € capaz de produzir efeitos antinociceptivos. A explicacdo mais provavel é
gue esta via possua um papel facilitador da atividade do paracetamol e cetoprofeno,
ou seja, 0 aumento central de serotonina possibilitaria a agdo desta em todos os
receptores centrais de 5-HT. No entanto, a presenca de receptores 5-HT1, no tdlamo
€ nos neurdnios nociceptivos aferentes primarios diminuiriam a conducdo do

processo nociceptivo, o que por si s6 ndo geraria um efeito observavel significante,
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mas na presenca de paracetamol e cetoprofeno levaria a um efeito maior em virtude
de uma supresséao da sintese de prostaglandinas, via central e periférica, mesmo em
concentracbes onde o efeito analgésico ndo € observado quando do tratamento

isolado.

Apesar dos estudos que mostram que a estimulacao elétrica do nlcleo magno
da rafe (nucleo serotonérgico) ou a aplicacéo intratecal de agonistas serotonérgicos
(MILLAN, 1994) ou serotonina (BARDIN, 2000) levam a uma resposta
antinociceptiva, nossos estudos ndo mostram respostas antinociceptivas com a
simples administracdo de L-triptofano em doses onde a producdo de 5-HT é
aumentada. Além disso, o blogueio da sintese endbégena de serotonina, e, por
conseguinte, o comprometimento da via de supressdo descendente, ndo altera a
resposta nociceptiva nos resultados descritos nesse trabalho, assim como
encontrado por Eide et al. (1988). Contudo, como citado anteriormente, o bloqueio
dessa via compromete a funcédo de analgésicos opibdides o que nos faz conjecturar
que essa via de modulacdo pode ser potencializada para produzir efeitos
clinicamente relevantes, enquanto fisiologicamente essa via parece ter capacidade

reduzida de bloquear a resposta nociceptiva.

Nés utilizamos um inibidor competitivo da enzima triptofano hidroxilase, a p-
clorofenilalanina (PCPA), para verificar a importancia da biotransformagéo da 5-HT
no seu efeito sinérgico sobre a antinocicepcao induzida pela dipirona. Os resultados
de nossos experimentos indicam que o efeito do L-triptofano parece ser ligado a sua
posicdo metabodlica como precursor na sintese de 5-HT, desde que o pré-tratamento
com PCPA reduziu o efeito do L-triptofano sobre a atividade antinociceptiva da
dipirona. Com essa mesma abordagem foi verificado que a deplecdo de 5-HT
também bloqueia parcialmente o efeito antinociceptivo da dipirona (0 numero de
contor¢des foi significativamente menor no grupo com a sintese de serotonina
bloqueada do que no grupo controle e maior do que no grupo tratado com a dipirona
sem bloqueio da sintese de 5-HT, quando tratados com uma dose antinociceptiva de
100 mg/kg).

Estes dados sugerem que a atividade da dipirona pode ser dependente da
sintese central de 5-HT, e nesse contexto, a suplementacdo com L-triptofano pode

aumentar a sintese de 5-HT e, assim, reduzir a necessidade de dipirona, apoiando a
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ideia que a via serotonérgica pode ser vista como permissiva para o efeito
analgésico. A analise da quantidade de 5-HT nos cérebros dos animais fortalece
esta suposicdo. Nossos resultados indicaram que as doses antinociceptivas de
dipirona aumentam a concentracdo de 5-HT, porém doses ndo antinociceptivas
falham em aumentar a concentragdo desse neurotransmissor. Assim, a
suplementacdo com L-triptofano € capaz de aumentar os niveis de 5-HT no cérebro
total, em qualquer dose utilizada. Esses achados mostram que apesar do bloqueio
de receptores serotonérgicos 5-HT3, 5HT, ou 5HT3; ndo obstarem a acdo sinérgica
da dipirona, a formacao de serotonina a partir do L-triptofano é necesséria para que

se possa produzir um efeito analgésico sinérgico com a dipirona.

A diminuicdo do aporte de L-triptofano em pacientes saudaveis guarda
importante correlacdo com a funcao da 5-HT, a ativac&o cortical e a diminuigdo do
limiar nociceptivo em voluntarios. Nesse sentido Wang et al. (2010) descreveu que a
modulacdo dietética da disponibilidade de L-triptofano através de uma mistura
depletora de L-triptofano (TRP-) eleva o limiar de sensibilidade a dor nos pacientes
pesquisados. Eles demonstraram que apds a retirada da administracdo de TRP- e,
entdo, consumo de uma mistura balanceada de aminoacidos, onde a disponibilidade
de L-triptofano € normalizada, o limiar de nocicepcdo desses pacientes se eleva ao
nivel pré-teste, ou seja, normal. Além disso, esse estudo demonstrou através de
imagens de ressonancia magnética funcional que os individuos depletados de
triptofano exibem maiores atividades em determinadas regibes dos cortices
somatossensorial primario (S1) e secundario (S2). Ferreti et al., 2003 e Torquati et
al., 2005 tém demonstrado a importancia da ativacdo dessas areas no
processamento dos estimulos nociceptivos em humanos. Presume-se, ainda, do
estudo de Wang et al. (2010) que a inervacao do cértex, especialmente dos cortices
S1 e S2, no que diz respeito ao processamento do L-triptofano administrado,
provém, sobremaneira, da porcdo superior do nucleo da rafe, via ascendente.
Portanto, pode-se estabeler que uma menor disponibilidade de L-triptofano leva a
reducdo da atividade na via serotonérgica relacionada a nocicepcéo e, entdo, maior

atividade cortical nas areas somatossensoriais.

A biotransformacéo do L-triptofano pela triptofano hidroxilase e aminoéacido
aromatico descarboxilase (mais descrita como DOPA descarboxilase) leva a geracao
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de 5-HT. A relagéo direta entre administracao de L-triptofano e aumento central de
5-HT é facilmente estabelecida. Diferente de outros transmissores, por exemplo, a
dopamina e noradrenalina, a sintese da serotonina parece ser determinada pelo
menos em parte, por um sistema "open loop" (WURTMANN & SHEIN, 1975;
MATSUDA et al., 2004) que depende mais da disponibilidade relativa do precursor
L-triptofano para os neurdnios. A maioria dos mamiferos ndo pode sintetizar
triptofano “de novo”; assim moléculas de L-triptofano disponiveis para a biossintese
da serotonina no cérebro derivam, em ultima analise, da lise de proteina, ou a partir
de moléculas de triptofano circulante obtidas diretamente da alimentacdo ou de
pequenos reservatorios de armazenamento de tecido (FERNSTROM &
FERNSTROM, 1995). Como a L-triptofano hidroxilase ndo parece ser facilmente
saturada com as concentracdes de L-triptofano presentes no cérebro e na medula
espinal, nem mesmo por concentragcdes aumentadas por injeccdes de L-triptofano
(WANG et al., 2010), ou por dietas com conteudo elevado de L-triptofano, pode-se
obter concentracdes elevadas de 5-HT no SNC a partir do aporte desse aminacido
que dificilmente satura a L-triptofano hidroxilase (GREEN et al., 1962; WANG et al.,
2010).

Em contraste, injecdbes de L-triptofano produzem apenas aumentos
relativamente discretos na sintese de outros neurotransmissores, assim como a
privacéo de L-triptofano nédo altera outros neurotransmissores, provavelmente devido
a localizacao relativamente especifica da enzima L-triptofano hidroxilase nos
neurénios serotonérgicos (GREEN et al., 1962; ARDIS et al.,, 2009). Em nosso
estudo, as quantidades de noradrenalina e dopamina foram mantidas constantes
nos animais que receberam L-triptofano nas doses utilizadas nas combinacdes, 0
gue sugere, de uma forma geral, que a administracdo de L-triptofano nao interfere
na sintese de outros neurotransmissores. Essa producdo de 5-HT restrita aos
neurbnios serotonérgicos pode explicar o fato da administracdo intratecal de
serotonina possuir marcante efeito antinociceptivo em comparagdo com o aumento
de 5-HT induzido pela administracéo sistémica de L-triptofano, pois, dessa forma a
serotonina aplicada via central pode agir sobre receptores de 5-HT em neurbnios
fora do alcance sinaptico dos neurbnios 5-HT, mas que, no entanto, possuem

receptores para serotonina.
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As taxas cerebrais e de biossintese de 5-HT na medula espinhal também
podem ser alteradas em animais ndao apenas a partir de dietas que contém
diferentes concentracdes de triptofano, mas também por manipulacdo do balaco da
qualidade de aminoacidos consumidos na dieta, assim como o0 consumo aumentado
de aminoacidos neutros como fenilalalanina, valina, leucina, isoleucina, ou tirosina,
que competem com o L-triptofano pelo transporte através da barreira
hematoencefalica (WURTMANN & SHEIN, 1975). Na glandula pineal, ainda,
ocorrem reacOes posteriores mediadas pela serotonina-N-acetil transferase e
hidroxiindol-O-metil transferase (HIOMT) que levam a sintese de melatonina (RIOS
et al., 2010).

Decerto, o efeito final da administracdo de L-triptofano é o aumento da sintese
de 5-HT tanto no cérebro quanto na medula. A administracao intratecal de 5-HT leva
a um aumento no limiar nociceptivo no teste de nocicepcao térmica - "tail flick" e
limiar de corrente elétrica (GOODCHILD et al., 1997) e provoca também atividade
antinociceptiva dose dependente no teste de nocicep¢cdo mecanica, fazendo o
animal vocalizar com pressdes mais elevadas (BARDIN et al., 1997). O aumento da
concentracdo central de 5-HT via manipulacdo dietética, e a associacdo com a
analgesia induzida por morfina, foram descritas em um estudo que concluiu que 0s
animais alimentados com dieta deficiente em L-triptofano sdo menos responsivos
aos efeitos analgésicos da morfina, além de possuirem concentracdes reduzidas de
serotonina no cérebro. As mesmas doses de morfina ndo efetivas nos animais
privados de L-triptofano produzem analgesia eficaz nos animais com dieta normal,

sem privacao de L-triptofano (LYTLE et al., 1966).

Destes dados, pode-se concluir que a administracdo central de 5-HT possui
capacidade de aumentar o limiar nociceptivo em animais e que dietas que diminuem
as quantidades de 5-HT em humanos séo pré-nociceptivas, pode-se ainda dizer, que
0 L-triptofano parece ser importante para o efeito da morfina, como também os
neurdnios serotonérgicos nos nucleos da rafe estdo envolvidos na producdo de
analgesia por drogas como a morfina (MESSING & LYTLE, 1977; LIANG et al.,
2011).

Mesmo reconhecendo a importancia dos efeitos decorrentes da

biotransformacao do L-triptofano em 5-HT n&do se pode negligenciar o fato descrito
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por Hammond & Yaksh (1984) e Jones & Light (1992) que descreveram que a
analgesia induzida por estimulagcédo do nucleo da rafe é bloqueada por antagonistas
noradrenérgicos. Baseado nestas consideragcfes, no presente estudo utilizamos a
ioimbina para verificar se o0 sinergismo entre L-triptofano e paracetamol é
influenciado por esta via noradrenérgica. Os resultados demostraram que o
antagonismo dos receptores alfa-adrenérgicos do tipo 2 bloquearam o efeito
sinérgico do L-triptofano e paracetamol. Este resultado pode ser interpretado a luz
do conhecimento que o ndcleo magno da rafe possui neurénios nao-serotonérgicos
que se projetam para a medula espinhal e, além disso, que aproximadamente 10%
dos neurdnios do nucleo magno da rafe expressam receptores adrenérgicos o2.
Dessa forma, a noradrenalina pode servir como monoamina modulatéria neste sitio
e o efeito sinérgico verificado pela administracdo de L-triptofano antes do
paracetamol parece depender da ativacdo desses receptores (HAMMOND &
YAKSH, 1984; JONES & LIGHT, 1992), o que pode ocorrer a nivel espinhal ou supra

espinhal.

Contudo, apenas 1% do L-triptofano é disponivel para entrar nessa via
metabdlica visto que a maior parte do L-triptofano € catabolizado pela via das
quinureninas, e um desses compostos formado, é o acido quinurénico (AQ), formado
a partir da quinurenina aminotransferase. O acido quinurénico tem demonstrado
varias atividades bioldgicas incluindo o antagonismo de receptores de glutamato do
tipo NMDA e AMPA, antagonismo de receptores colinérgicos nicotinicos a-7 e
ativacdo de receptores acoplados a protéina G GPR35 (HILMAS et al., 2001,
STONE & ADDAE, 2002; WANG et al., 2006)

O efeito sinérgico do L-triptofano sobre a atividade antinociceptiva induzida
pelas drogas analgésicas nao opidides parece ser mediado por alguns mecanismos
ligados a formacdo de 5-HT e melatonina ou a biotransformacéo pela via das
quinureninas a acido quinurénico. Este ultimo tem sido descrito como sendo capaz
de induzir analgesia nos testes da placa quente e tail-flick (HEYLIGER et al., 1998)
bem como em modelos de hiperalgesia inflamatoria, via administracédo intratecal
(KEKESI et al., 2002). Devido a isso, n6s ndo podemos descartar a hipotese de que
o acido quinurénico pode influenciar o efeito sinérgico do L-triptofano e assim

decidimos examinar essa proposi¢éo, analisando o efeito analgésico do AQ.
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Os resultados demonstraram que as doses mais elevadas de AQ (218,75 mg /
kg) produziram um efeito analgésico durante o teste de contor¢cdes abdominais,
efeito ndo observado com as doses mais baixas, as quais ndo foram capazes de
diminuir o nimero de contor¢des induzidas pelo acido acético. Vale ressaltar que as
doses antinociceptivas encontradas no presente trabalho sdo varias vezes menores
do que aquelas encontradas por Heylinger et al. (1998), durante os testes de
nocicepcao térmica em ratos. Além disso, a administracdo de AQ foi capaz de
reduzir a dose requerida para o efeito antinociceptivo da dipirona, ou seja,
apresentou um efeito sinérgico semelhante ao L-triptofano. A via das quinureninas
representam uma rota importante do metabolismo do L-triptofano, logo, a verificacao
do sinergismo entre o AQ e dipirona nos permitem sugerir que o AQ esta, pelo
menos parcialmente, envolvido na mediacao do efeito sinérgico do L-triptofano sobre

a atividade da dipirona.

Como descrito anteriormente, o AQ é capaz de bloquear a neurotransmissao
glutamatérgica, além de exibir interacdo sinérgica com a dipirona. Sendo o AQ
produto metabdlico do L-triptofano, parece razoavel a hipétese de que os efeitos
observados nos testes de nocicepcdo térmica na placa quente e nocicepgao
induzida pela capsaicina pela associacdo de L-triptofano e dipirona séo reflexos do
metabolismo do L-triptofano a AQ. A ativacdo de receptores TRPV1 parece resultar
em aumento da transmissdo glutamatérgica em varios neurbnios como, por
exemplo, nos aferentes nociceptivos primarios (JIN et al., 2009), nos neurdnios do
corno dorsal na medula espinhal (ZHOU et al., 2009), no nucleo do trato solitario
(NTS) (DOYLE et al., 2002), locus coeruleus (MARINELLI et al., 2002), neurdnios
dopaminérgicos da substancia nigra (MARINELLI et al., 2005) e neurbnios
hipotalamicos na area pré-6ptica (KARLSSONA et al., 2005). Assim, o bloqueio do
AQ nos receptores glutamatérgicos NMDA e AMPA pode estar associado aos efeitos

potencializadores do L-triptofano.

L-triptofano € um precursor da melatonina na glandula pineal, e tem sido
extensivamente descrito o potencial antinociceptivo da melatonina em diversos
modelos de nocicepcédo térmica e quimica em camundongos. Além disso, de acordo
com Mantovani et al. (2006) a administracdo de melatonina produz um efeito

analgésico sinéergico com morfina e diazepam, sugerindo o autor, uma possivel
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utilizacdo como um medicamento para o tratamento adjuvante de dor. Assim,
decidimos avaliar o envolvimento de receptores de melatonina no efeito do L-
triptofano sobre a antinocicepcédo induzida pela dipirona, bloqueando ambos os

receptores de melatonina, MT1 e MT2.

Os nossos resultados indicam que o sinergismo entre o L-triptofano e dipirona
parece envolver os receptores de melatonina, levando em conta que o pré-
tratamento com o luzindol, um antagonista dos receptores da melatonina, foi capaz
de bloquear parcialmente o efeito do L-triptofano sobre a atividade antinociceptiva da
dipirona. Este resultado indica que, provavelmente, o L-triptofano precisa ser
metabolizado em melatonina e subsequentemente ativar o0s receptores da

melatonina para produzir o efeito sinérgico antinociceptivo.



114

7 Conclusao

Em conclusdo, os nossos resultados mostraram que existe uma relacéo
sinérgica entre o L-triptofano e a atividade antinociceptiva do cetoprofeno,
paracetamol e dipirona. O mecanismo subjacente a esta interacdo parece ser
diferente para a dipirona em relacdo a mecanistica desse efeito para o paracetamol
e cetoprofeno, embora para todos os casos seja necessaria a metabolizacdo do L-
triptofano a serotonina. Os receptores 5-HT; e a2 adrenérgicos parecem exercer
papeis importantes no efeito sinérgico do L-triptofano com o paracetamol e
cetoprofeno. No caso da dipirona, a interacdo sinérgica parece depender da
formacéo de melatonina. Além disso, a existéncia de forte interacéo sinérgica entre o
acido quinurénico, a dipirona e o paracetamol sugere que esse metabdlito pode ser
importante para a acao descrita do L-triptofano.
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8 Consideracdes Finais

Uma importante técnica utilizada para diminuir os efeitos colaterais de
medicamentos € o uso de combinacfes de véarios farmacos, em doses baixas, que
produzem os mesmos efeitos terapéuticos de um Unico medicamento administrado
em dose mais elevada. Assim, o objetivo principal deste trabalho foi demonstrar o
efeito sinérgico do L-triptofano sobre a atividade antinociceptiva da dipirona,
cetoprofeno e paracetamol, bem como mostrar a dependencia do metabolismo do L-
triptofano em serotonina e acido quinurénico no efeito sinérgico com analgésicos

nao-opidides durante os testes nociceptivos em camundongos.

Dessa forma, esse trabalho fornece subsidios pré-clinicos que podem servir
de base para estudos clinicos posteriores com objetivo de incrementar as
possibilidades da terapéutica farmacologica no manejo de estados dolorosos. Em
adicao, a larga experiéncia no uso das drogas abordadas neste estudo possibilita
que os resultados obtidos na bancada do laboratério possam ser testados em
relagdo ao seu potencial translacional de forma mais rapida para o contexto clinico,
beneficiando aqueles pacientes refratarios aos tratamentos atuais ou que

experimentam efeitos adversos dose-dependente desses tratamentos.
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