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RESUMO

Atualmente ha vérias classificagBes didaticas no que diz respeito a dor,
visando facilitar sua e tratamento. A dor neuropética crénica € uma doenca
comum na pratica clinica, e prejudica a qualidade de vida dos pacientes. Este
trabalho visou desenvolver no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia
Experimental dois modelos experimentais de dor neuropatica: lesdo do nervo
espinhal e injaria de constricdo crénica. Além disso, procurou determinar a
eficacia de um flavonoide sintético fornecido pelo departamento de quimica da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro - LCQUI - no
controle da dor neuropatica induzida em ratos wistar. Foram avaliadas presséo
arterial e o tracado do eletrocardiograma dos animais que receberam a
amostra. Na segunda fase do trabalho, foram realizados dois modelos
experimentais para dor neuropética: Modelo de Injuria de Constriccdo Crdnica
(ICC) e Modelo de Lesédo do Nervo Espinhal (LNE). Ap6s a realizacdo dos
modelos 0s animais permaneceram em ambiente controlado durante sete dias
a fim de que se estabelecesse a dor neuropatica. Posteriormente foi
administrada amostra via intraperitonial a cada 24 horas, durante 7 dias. O
grupo controle recebeu administracdo de morfina, na mesma dose,
considerada padrdo ouro no controle da dor. Os animais foram avaliados para
dor através do método Von Frey em trés momentos. Antes de serem operados,
sete dias apés a cirurgia, quando ja estava estabelecida a dor neuropética e
sete dias apds a administracdo da amostra e da morfina. Ap6s os resultados
estatisticos, concluimos eficiéncia dos modelos experimentais para o controle
da dor e selecionamos a dose de 10 mg.kg™ da amostra para os experimentos
de controle da dor. A amostra de flavonoide cedida demonstrou-se eficaz no
controle da dor neuropatica desenvolvida a partir de modelos experimentais,
sendo mais eficiente no modelo de Injaria de Constricdo Crbnica, que no
modelo de Lesdo do Nervo Espinhal. Desta forma, concluimos que a amostra
analisada pode ser um caminho para o desenvolvimento de novo analgésico,
sobretudo no controle da dor neuropatica, necessitando para isto de novos

estudos.

Palavras-chave: modelo experimental, opioide, plantas, nervo



ABSTRACT

Currently there are several classifications teaching with regard to pain, and to
facilitate their handling. Chronic neuropathic pain is a common disease in
clinical practice, and affects the quality of life of patients. This work aimed to
develop in Experimental Physiology and Pharmacology Laboratory two
experimental models of neuropathic pain: injury to the spinal nerve injury and
chronic constriction. In addition, examined the effectiveness of a synthetic
flavonoid provided by the chemical Northern State University Fluminense Darcy
Ribeiro department - LCQUI - in control of neuropathic pain induced in Wistar
rats. We evaluated blood pressure and animal electrocardiogram tracing
receiving the sample. In the second phase of work, there were two experimental
models of neuropathic pain: Injury Model of Chronic Constriction (ICC) and
Injury Model Spinal Nerve (LNE). After completion of the models the animals
remained in a controlled environment for seven days in order to be established
neuropathic pain. Subsequently the sample was administered intraperitoneally
every 24 hours for 7 days. The control group received morphine at the same
dose, considered the gold standard in pain control. The animals were evaluated
for pain by Von Frey method in three stages. Before being operated seven days
after surgery, when it was already established neuropathic pain and seven days
after administration of the sample and morphine. After the statistical results, we
conclude efficiency of experimental models for pain control and selected the
dose of 10 mg.kg-1 sample for pain control experiments. The sample courtesy
flavonoid been shown effective in controlling neuropathic pain developed from
experimental models, being more efficient in Constriction Injury model Chronicle
that the Injury Spinal Nerve model. Thus, we conclude that the analyzed sample
can be a way for the development of new analgesic, especially in controlling

neuropathic pain, need for this new studies.

Keywords: experimental model, opioid, plants, nerve
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1. INTRODUCAO

A dor foi conceituada pela primeira vez em 1986, pela Associacao
Internacional para o Estudo da Dor, como uma experiéncia sensorial ou
emocional desagradavel, que esta associada a lesdes reais ou potenciais.

Atualmente ha vérias classificagBes didaticas no que diz respeito a dor,
visando facilitar sua compreenssdo e tratamento. Segundo a Sociedade
Brasileira para o Estudo da dor, inicialmente a dor deve ser dividida entre
aguda e crbnica. Dor aguda é aguela que se manifesta transitoriamente
durante um periodo relativamente curto, de minutos a algumas semanas,
associada a lesdes em tecidos ou o6rgdos, ocasionadas por inflamacéo,
infeccdo, traumatismo ou outras causas. Normalmente desaparece quando a
causa é corretamente diagnosticada e quando o tratamento recomendado pelo
especialista é seguido corretamente pelo paciente. A dor constitui-se em
importante sintoma que primariamente alerta o individuo para a necessidade de
assisténcia médica. Como exemplo considera-se a dor pdés-operatéria (que
ocorre apO0s uma cirurgia); a dor que ocorre ap0s um traumatismo; a dor
durante o trabalho de parto; a dor de dente; etc. J& a dor crdnica tem duracdo
prolongada, que pode se estender de varios meses a Varios anos e que esta
guase sempre associada a um processo de doenca crbnica. A dor crénica pode
também pode ser consequéncia de uma lesdo ja previamente tratada.
Exemplos: dor ocasionada pela artrite reumatoide (inflamacdo das
articulagbes), dor do paciente com cancer, dor relacionada a esforcos
repetitivos durante o trabalho, dor nas costas e outras.

A dor neuropatica cronica é uma doenca comum na prética clinica, e
prejudica a qualidade de vida dos pacientes. E definida como dor iniciada ou
causada por uma lesdo primaria ou disfuncdo do sistema nervoso. A dor
neuropatica é uma sindrome complexa, com mecanismos biolégicos pouco
esclarecidos, envolvendo teorias inflamatérias e imunes. Clinicamente, sua
causa estd relacionada, na maioria dos casos, ao comprometimento dos nervos
periféricos, por isso a utilizagcdo de modelos animais de lesdo nervosa periférica

€ amplamente aceita para o0 seu estudo (GUEDES, 2007). Mesmo em
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humanos, a dor € uma condicéo clinica prevalente, sendo a dor neuropatica a
mais comumente diagnosticada e tratada. Além disso, a dor esti associada a
varios resultados negativos para a saude (GOREN et al., 2012).

Atualmente, as varias classes de farmacos analgésicos estao
disponiveis para o controle da dor neuropatica, como os antiinflamatérios néo
esteroidais (AINES), opioides, anestésicos locais, ansioliticos e antipsicéticos,
relaxantes musculares, antidepressivos, corticosteroides, anticonvulsivantes,
alfa-2 agonistas, e bloqueadores de glutamato. No entanto, essas drogas tém
eficiéncia limitada no tratamento da dor crbnica ou 0S Seus USOS S&o
acompanhados de severos efeitos adversos. Desta forma, ha evidente
necessidade de descobrir novos agentes analgésicos atuando de forma mais
eficiente em alvos conhecidos ou em novos alvos, de forma toleravel pelo
paciente.

Em funcdo de sua grande biodiversidade, o Brasil tem obtido destaque
no campo dos estudos fitoquimicos, motivando o estudo de suas espécies
(PEIXOTO et al., 2003). Dentre as substancias estudadas, destacam-se 0s
flavonoides, substancias biologicamente ativas com destacado efeito
antioxidante.

Este trabalho visa reproduzir dois modelos experimentais utilizados para
desenvolver a dor neuropética em ratos wistar. Além disto procura determinar
a eficacia de flavonoides sintéticos no controle da dor neuropatica induzida em
ratos wistar, além de sua especificidade e toxicidade. A justificativa deste
trabalho apoia-se na importadncia do tratamento da dor, tanto nas espécies
animais quanto no ser humano, que pode vir a ser beneficiado com o

prosegmento das pesquisas em animais de experimentacgao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Dor:

Embora a dor esteja presente desde a antiga histéria da humanidade,
ainda hoje, os modernos tratamentos farmacolégicos sédo limitados e nem
sempre eficazes.

Para os homens primitivos as doencas dolorosas ou causadas por
objetos estranhos eram atribuidas a fluidos mégicos, demonios ou espiritos.
Na Grécia Antiga, Hipocrates postulou a existéncia de quatro humores: sangue,
flegma, bile amarelada e bile negra que, quando desiquilibrados resultavam em
dor (PORTNOI,1999). As ideias de Hipdcrates foram disseminadas por todo o
mundo entdo conhecido, especialmente em Alexandria, no Egito, quando a
permissao da pratica da dissecacdo permitiu a Heréfilo e Esistrato encontrarem
existéncias anatbmicas de que o cérebro era parte do sistema nervoso e que
possuia dois tipos de nervos: motores e sensitivos (REY,1995). A partir dai, 0s
estudos anatbmicos combinados com analises fisiologicas vém se
desenvolvendo e proporcionando um conhecimento ndo s6 de como esse
mecanismo funciona, mas de como podemos interferir no mesmo para diminuir
ou cessar a sensacdo dolorosa. Ainda assim, até a década de sessenta, no
século passado, a dor era considerada uma resposta sensorial inevitavel a
lesdo tecidual. Essas pesquisas continuam ainda hoje, no século XXI e este
trabalho se enquadra nesta busca.

A evidéncia de que animais sentem dor se confirma pelo fato de que
estes evitam ou tentam escapar de um estimulo doloroso e quando apresentam
limitacdo de atividade fisica pela presenca da dor, esta € eliminada ou
melhorada com o0 uso de analgésicos. Para muitos filésofos, a seciéncia
(capacidade de sofrer ou sentir prazer ou felicidade) fornece ao animal um
valor moral intrinseco, dado que h& interesses que emanam desses
sentimentos (LUNA, 2008). A percepcdo da dor para 0s animais € uma
experiéncia sensorial e emocional ruim que os leva a adquirir um
comportamento protetor especifico para sua espécie e pode modificar o
comportamento social, causando alteragfes fisiologicas, como: vocalizacao,

alteracOes posturais, tremores, agitacdo, depresséo, perturbagdes nos ciclos
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de sono, inapeténcia, agressividade, aumento das frequéncias respiratoria e
cardiaca, elevacdo da pressao arterial, midriase, salivacdo, supressdo do
sistema imunoldgico e alteragbes do sistema endocrino (DAY, 2008; DUNNING
et al.., 2005; LORENZ et al., 2011; MEIJ et al., 2010). Além disto, pesquisas
realizadas com animais visam nao sO estabelecer bem estar a estas espécies,
mas também permitem desenvolver pesquisas para o tratamento de seres
humanos.

No estado agudo simples, a dor é geralmente proporcional ao estimulo.
Um pequeno trauma leva a uma breve sensacéo de dor. Se este progride para
a proxima fase da inflamacdo, tal como a dor induzida por cirurgia, a
sensibilizacdo periférica ocorre e a dor é mantida. Esta é a fase em que
devemos tratar, aliviar ou prevenir a dor induzida pela cirurgia, por exemplo. Se
o estado inflamatdrio ndo for tratado e a dor for mantida, alteracdes do sistema
nociceptivo podem ocorrer e levar a uma codificagdo ou processamento
anormais do estimulo nociceptivo, que € onde a dor aguda progride para dor
cronica. Nesta fase, a estreita correlagcdo entre a lesdo e dor foi perdida
(GURNEY, 2012). O tempo em que a dor persiste, dependente ou ndo do
estimulo que a gerou, é o que define uma dor como aguda ou crénica

A dor neuropatica cronica € uma doenca comum na prética clinica, e
prejudica a qualidade de vida dos pacientes. E definida como dor iniciada ou
causada por uma lesdo primaria ou disfuncdo do sistema nervoso. Ela se
desenvolve como consequéncia de uma lesdo ou doenca que afeta as vias
somatossensoriais no sistema nervoso periférico ou central, e ocorre em muitas
doencas neuroldgicas (por exemplo, neuropatia periférica, radiculopatia, leséo
medular, acidente vascular cerebral e diabetes). A dor neuropatica afeta de 6%
a 8% da populacdo humana em geral e seu impacto na qualidade de vida,
humor e sono excede o peso do causador da doenca. Ela tem sido considerada
um problema clinico dificil, devido a falta de um padrédo de diagndstico ouro e a
resposta nao satisfatoria ao tratamento (MAGRINELLI et al., 2013).

Doencas crbnicas muitas vezes requerem longos periodos de
tratamento, aumentando significativamente os gastos com saude em humanos
(LIMA et al. 2009), fato que pode ser facilmente extrapolado para os cuidados

com animais.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Magrinelli%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23592730
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Estados dolorosos prolongados estimulam persistentemente 0s
aferentes nociceptivos induzindo alteracbes que aumentam os efeitos
deletérios da dor crénica, introduzindo entdo o conceito de dor patolégica.
Enquanto a dor aguda é um sintoma de alguma doenca, a dor crbnica é uma
doenca propriamente dita, sendo nociva e independente ao estimulo que a
gerou (KLAUMANN et al, 2008). A dor espontanea, causada pela
hiperexcitabilidade do nervo periférico apds a leséo, é considerada como sendo
a caracteristica principal da patofisiologia da dor crénica associada com a
sindrome neuropatica (PORRECA et al.,, 1999). No entanto, dor como um
sintoma subjetivo sensorial ndo € visivel, dificil de medir, e envolve n&o
somente aspectos fisicos, mas também psicolégicos e componentes
emocionais.

Atualmente a dor crénica pode ser classificada em trés categorias: dor
devido a dano tecidual (dor nociceptiva, como osteoartrite), dor causada por
doenca ou dano no sistema somatossensorial, aquele responsavel por fazer a
relacdo do individuo com 0 meio externo através de estruturas neurais
especializadas (dor neuropética) e a coexisténcia de dor nociceptiva e dor
neuropatica (dor mista) (BARON et al., 2010). A dor nociceptiva resulta da
ativacado direta de nociceptores da pele e outros tecidos em resposta a uma
leséo tecidual, acompanhada de inflamacéao.

Nociceptores sao terminacdes nervosas de vias aferentes de fibras Aa,
ApB e C que transformam qualquer estimulo (mecénico, térmico ou quimico) em
sinal elétrico. Tais terminacdes nervosas podem estar presentes tanto em
tecidos superficiais como em outros mais profundos (periésteo, superficie
articular ou musculo esquelético). A dor pode ser gerada por estimulagéo direta
de seus receptores (dor neuropatica) ou por substancias liberadas pela lesédo
celular (dor inflamatéria). O termo nocicepcdo estad relacionado com o
reconhecimento de sinais, no sistema nervoso, que se originam em receptores
sensoriais (nociceptores) e que fornecem informacdes relacionadas ao dano
tissular. Apesar dessa diferenca relevante e significativa na definicdo, o termo
dor é usado igualmente em animais e seres humanos, tanto pela comunidade
médica como pelo publico leigo (HELLEBREKERS, 2002).

Dor decorrente de desordens do SNC ou do sistema nervoso periférico

sao tradicionalmente classificados pela localizacdo anatdémica ou pela patologia
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subjacente (geralmente degeneracdo axonal, desmielinizacdo axonal ou
ambos). O sistema de classificagdo pode ainda ser baseado em uma etiologia
presumida como dor metabdlica (diabetes, hipotireoidismo ou amiloidose), por
compressdo (tumor), téxica (varias drogas) ou infecciosa (pds-operatoria).
Outras causas da dor neuropatica estdo relacionadas com degeneracdo ou
idade. Muitos dos mecanismos que desencadeiam a via da dor ndo dependem
da causa da doenca. O mesmo mecanismo pode ser encontrado em doencas
diferentes, por exemplo, na neuralgia pos-herpética e na polineuropatia
dolorosa (BARON et al., 2010).

2.2. Vias da dor:

A dor neuropatica ou neurogénica é produzida pelo dano ao tecido
nervoso. Caracteriza-se pela aparicdo de hiperalgesia, dor espontanea,
parestesia ou alodinia mecéanica e por frio (PISERA, 2005; SCHAIBLE, 2006).
O sistema somatossensorial € composto por mecanorreceptores,
termorreceptores, nociceptores, receptores de propriocepcdo e de visceras,
proporcionando a percepc¢ao consciente de informacdes sensoriais da pele,
sistema musculo-esquelético e as visceras. Além disso, aferentes
somatosensoriais estdo envolvidos em numerosas vias reflexas autonémicas e
do sistema motor e “loops” de “feedback” com os centros de retransmissao na
medula espinhal, tronco cerebral e prosencéfalo (HAANPAA et al., 2011). A
lesdo de nervos periféricos induz descargas rapidas e intensas por periodos
mais ou menos prolongados, na auséncia de estimulos. Estes estimulos
parecem produzir a ativagcdo de receptores NMDA, um receptor ionotropico
ativado pelo acido glutamico (glutamato)/Aspartato e seu agonista exdgeno
NMDA. A ativacdo dos receptores de glutamato resulta na abertura de um
canal ibnico ndo seletivo. Isso permite o fluxo de Na' e de pequenas
quantidades de Ca?' para dentro da célula e de K* para fora da célula,
originando o fendmeno de “windup” nos neurénios do corno dorsal da medula.
Logo depois, a inducdo de processos inflamatérios faz com que certos
mecanismos desencadeantes da dor neurogénica sejam comuns aos da dor
nociceptiva (KLAUMANN et al., 2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Receptor_ionotr%C3%B3pico
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_glut%C3%A2mico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aspartato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Agonista
http://pt.wikipedia.org/wiki/NMDA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glutamato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Canal_i%C3%B4nico
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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No caso da dor inflamatdria, as primeiras substancias liberadas séo
bradicinina e prostaglandinas, que ativam e sensibilizam o nociceptor. Esta
ativacao libera a substancia P, um potente degranulador da histamina presente
nos mastocitos dos tecidos adjacentes. A histamina estimula diretamente os
nociceptores. Além disso, a substancia P provoca o extravasamento de
plasma, levando ao edema, o que aumenta a liberacdo de bradicinina. Ha
também liberacdo de calcitonina juntamente com a substancia P, provocando
dilatacdo de vasos sanguineos periféricos (SKOLNIK; MENICHELLO, 2009)
(figura 1).
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Figura 1: Mecanismos bioquimicos na sensibilizacdo de nociceptores. Fonte: Modificado de
TEIXEIRA et al., 2001

Os estimulos periféricos sao propagados em direcdo a medula espinhal
por trés tipos de fibras: fiboras Ao e AB (mielinizadas e de alta velocidade de
conducéo) e fibras C (amielinizadas e de baixa velocidade de conducao). Os
estimulos aferentes propagados pelas fibras C estimulam diretamente os
neurdnios de 2% ordem que projetam os estimulos algicos para o encéfalo.

Simultaneamente, estas fibras diminuem a atividade dos interneurénios cuja
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ativacao inibe os neurénios de projecdo. As fibras Aa estimulam diretamente os
interneurdnios inibindo os neurdnios de 2% ordem, assim como, as fibras AB,
também denominadas n&o-nociceptivas. Este processo representa um
importante mecanismo de interrupcdo da transmissdo da dor a nivel medular.
Ndo se conhece com exatiddo a forma com que os interneurénios inibem os
neurbnios de 2% ordem, entretanto, durante a sua ativacdo ha liberacdo de

encefalinas que atuam como moduladores da dor.

ascending
tracts

Figura 2: Bases neuroanatdomicas da dor. Fonte: www.saude.hsw.uol.com.br

A projecao do estimulo doloroso para o encéfalo apds a ativacao do
neurdnio de 2% ordem se faz através de quatro vias: trato espinotalamico, trato
espinoreticular, trato espinomesencefalico e o trato espinolimbico. Os corpos
celulares das células que originam o trato espinotalamico estéo localizados nas
laminas I, IV, V e VI. As fibras cruzam para o lado oposto e ascendem na
posicdo anterolateral da medula e se dirigem para a regido do talamo ventral e
posterior. Algumas fibras também se projetam para a regido medial do talamo.


http://www.saude.hsw.uol.com.br/
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As informacdes que trafegam pelo trato espinotalamico séo de dor, temperatura
e tato. Do tdlamo, as fibras terminam na area somatossensorial do cortex
localizada no girus péscentral. A chegada deste impulso por esta via permite
que o individuo perceba e identifique a localizacdo do estimulo (percepcao da
dor) sem, no entanto, interpretar como um estimulo néxico (figura 2).

O trato espinoreticular € sensivel ao estimulo ndxico e a sua principal
funcdo é ativar mecanismos homeostéticos através do sistema autonémico. As
células de origem estéo localizadas nas por¢des profundas do corno dorsal e
nas laminas VIl e VIl do corno ventral. Os alvos desta via sdo os nucleos da
formacao reticular da medula e a ponte. Alguns neurbnios que recebem as
fibras do trato espinoreticular estédo envolvidos com a modulagdo descendente
da dor (KANDEL et al., 2000).

O trato espinomesencefalico nasce nas laminas |, IV, VI e X e se projeta
para uma seérie de nucleos localizados no mesencéfalo incluindo a substancia
cinzenta periaquedutal, o cuneiforme e coliculo superior. As células destes
nacleos tém um complexo processo de receptacdo de estimulos que podem
ser noxicos ou nao-ndxicos. O trato espinomesencefalico tem multiplas
funcdes. Podem iniciar um comportamento aversivo e podem modular uma
resposta consequente a um estimulo aferente néxico (KANDEL et al., 2000).
Assim, pode ativar uma via descendente de inibicdo da dor na regido da coluna
dorsal da medula (figura 3).

O trato espinolimbico nasce nas laminas | e V e se dirige para a regido
da amigdala. E responsavel pelo aspecto emotivo-motivacional antes de
projetar para o cortex somato-sensorial. Esta via é também responsavel pelo
comportamento de medo, memdria vivida a dor e reagBes autonOmicas

(midriase, aumento da atividade cardiorespiratoria).
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Figura 3: Vias ascendentes e descendentes da dor. Fonte: www.semiologiaortopedica.com.br
2.3. Anatomia do Nervo Periférico:

Os nervos periféricos sdo corddes esbranquicados subdivididos em 3
componentes importantes: axonios, células de Schwann e tecido conjuntivo. Os
ax6nios dos nervos periféricos sdo agrupados em feixes paralelos, conhecidos
como fasciculos, revestidos por bainhas de tecido conjuntivo frouxo, que
fornece suporte a regeneracdo axonal. O tecido que reveste cada axdnio
individualmente € o endoneuro, que possui matriz de colageno frouxo, onde as
fibras de colageno irdo formar as paredes de prote¢do dos tubos endoneurais.
Os feixes de ax6nios sdo revestidos pelo perineuro, separando as fibras
nervosas em fasciculos, e contendo fibroblastos, macrofagos, mastdcitos,
linfécitos e adipdcitos. Dentro dos feixes, as fibras sdo envolvidas pelo
neurilema (bainha de Schwann). Ao redor do neurilema ha tubos endoneurais
constituidos por redes delicadas de fibrilas, associadas com uma substancia
intercelular amorfa. O tecido que reveste todo o tronco nervoso e que tem
como funcdo proteger os fasciculos de tramas externas € denominado
epineuro, constituido de tecido conjuntivo frouxo que se estende ao longo de
todo o nervo (SIQUEIRA, 2007).


http://www.semiologiaortopedica.com.br/
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2.4. Modelos de dor neuropética:

Devido a etiologia variada da dor neuropéatica, foram criados diversos
modelos que atendessem a essas causas e conseguissem mimetizar seus
efeitos a fim de facilitar os estudos a cerca dessa patologia. Os modelos ideais
devem resultar em déficits sensoriais, como alodinia reprodutiveis, hiperalgesia
e dor espontanea ao longo de um periodo sustentado. Assim, através do
estabelecimento de alteragBes de sensibilidade em animais, varias condi¢cdes
fisiopatologicas observadas em seres humanos e animais podem ser
modeladas, permitindo a avaliacdo da farmacoterapia.

A experimentacdo animal nas pesquisas cientificas tem contribuido
sobremaneira para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, promovendo ao
longo dos anos a descoberta de medidas profildticas e tratamentos de
enfermidades que acometem os seres humanos (CHORILLI et al., 2007). Os
animais foram responsaveis por descobertas que permitiram o uso terapéutico
de antibidticos e o tratamento de diversas doencas, evitando assim epidemias
e epizootias, bem como o desenvolvimento de técnicas de transplantes de
orgaos e a possibilidade do uso de farmacos anestésicos, antidepressivos,
entre outros (FAGUNDES e TAHA, 2004; ANDRADE, 2006).

Os ratos Wistar sdo uma linhagem albina da espécie Rattus norvegicus,
desenvolvida no Instituto Wistar na Filadélfia. Esta linhagem foi a primeira a ser
utilizada como organismo-modelo numa época em que pesquisadores
utilizavam primariamente camundongos da espécie Mus
musculus (CLAUSE,1998). A maioria das linhagens de ratos de laboratorio
descende de uma colonia estabelecida no Instituto Wistar em 1906 pelo
fisiologista americano Henry Donaldson, pelo administrador cientifico Milton
Greenman e a embriologista Helen Dean King (The Wistar Institute, 2007).

A linhagem Wistar é uma das mais utilizadas mundialmente em
pesquisas de laboratorio e sua importancia deve-se ao fato de o Dr. Donaldson
e sua equipe terem realizado inimeras pesquisas para obter dados
fundamentais, principalmente curvas de crescimento do animal, do cranio, do

esqueleto e de varios 6rgaos individualmente.


http://www.amphilsoc.org/mendel/1998.htm#Clause
http://www.wistar.org/about_wistar/history.html
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Ratos Wistar sédo caracterizados pelas orelhas alongadas, cabeca
grande e comprimento da cauda sempre menor que 0 comprimento corporal. A
gestacao dura de 20 a 22 dias e o desmame ocorre com 17 a 19 dias de idade.
Séo considerados animais doéceis, de facil manipulacéo e tém boa capacidade
de aprendizado. Apresentam, em geral, baixa incidéncia tumoral e a alopecia,
algumas vezes temporéria, € uma caracteristica comum (TUFIK, 2004).

Desta forma, o rato wistar foi eleito, ndo sé para este como para varios
trabalhos de experimentacdo animal, ndo sé pelos fatores descritos acima,
como conhecimento anatémico, fisiolégico, comportamental, mas também pela
facilidade de aquisicéo, j& que os animais utilizados na pesquisa foram todos
provenientes do biotério do proprio Laboratério de Fisiologia e Farmacologia
Experimental da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(figura 4).

Figura 4: Foto da cAmara de manutencao dos animais do biotério do Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia Experimental da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Fonte: Arquivo pessoal
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2.4.1. Modelo de Injaria de Constriccao Crdnica (ICC):
Bennett e Xie (1988) desenvolveram um modelo de mononeuropatia

periférica em ratos por Injaria de Constriccdo Crénica (ICC) para o0 nervo
ciatico, o que é um dos modelos animais mais frequentemente utilizado de dor
neuropatica. Esta constricAo do nervo ciatico € associada com edema
intraneural, isquemia focal, e degeneracdo waleriana, processo resultante do
corte ou esmagamento de uma fibra nervosa, no qual a parte do axénio que é
separada do corpo do neurdnio degenera distalmente em relacdo a lesédo. Os
sinais comportamentais de dor espontanea, tanto leve como moderada, relatam
lambedura excessiva, claudicacdo da pata ipsilateral e evitar colocar peso
sobre o lado da lesdo. As mudancas comportamentais, como hiperalgesia
mecanica, térmica ou quimica e alodinia foram observados, desenvolvendo-se
dentro de uma semana para comportamentos relacionados a dor maxima,
como assimetrias posturais durante a segunda semana de poés-operatério (DE
VRY et al., 2004). Essas alteracBes de dor neuropética persistem por pelo
menos sete semanas apoés a cirurgia (DOWDALL et al., 2005).

Estudos eletrofisiolégicos revelaram a diminuicdo da velocidade de
conducdo nervosa e estudos histopatoldgicos sugeriram maior dano a mielina
em comparagdo com o0s axonios nao mielinizadas (CARLTON et al., 1999). No
entanto, ja foi demonstrado que o dano parcial do nervo leva a sensibilizagéo
de ambas as fibras A e C, desempenhando assim um papel na iniciacdo e
manutencdo do comportamento da dor (GABAY e TAL, 2004).

O modelo ICC produz mononeuropatia periférica unilateral, e tem-se
observado que os sintomas no modelo do rato correspondem a causa ou
sindrome da dor regional complexa em pacientes humanos (BENNETT e XIE,
1988). O modelo CCI tem sido amplamente utilizado para a pesquisa sobre dor
espontanea e sensacao anormal. Além disso, também tem sido util para a
analise dos sintomas sensoriais associados com diversas neuropatias
(NAKAMURA e ATSUTA, 2006).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fibra_nervosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ax%C3%B3nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Neur%C3%B3nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Distal
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2.4.2. Modelo de Lesado do Nervo Espinhal (LNE):
Kim e Chung (1992) desenvolveram um modelo experimental animal de

mononeuropatia periférica por LNE.

Neste modelo, alteragbes comportamentais, tais como alodinia
mecanica, alodinia fria, hiperalgesia térmica, e dor espontanea foram
observados, desenvolvendo-se num periodo de 24-48 h e persistindo durante
aproximadamente 10-16 semanas. Em relagdo ao modelo ICC, o local de
ligacdo e intensidade da ligacdo é mais consistente neste modelo. Além disso,
neste modelo existe uma vantagem de ter segmentos espinhais lesionados e
intactos separados. No entanto, este modelo requer procedimentos cirdrgicos
mais extensos em comparagdo com o anterior. O modelo LNE tem sido o
modelo de escolha quando uma grande magnitude e estabilidade do

comportamento da dor é necessaria (JAGGI et al., 2009).

2.4.3. Modelo de Axotomia (seccdo completa do nervo ciéatico):

Este € o modelo mais antigo da dor neuropéatica em animais e envolve
transeccao completa do nervo ciatico em nivel médio da coxa. Neste modelo,
0 nervo ciatico é seccionado transversalmente, desenvolvendo-se um neuroma
na extremidade proximal. O grau da autotomia depende do método e da
localizacdo da neurectomia. Tem havido um debate consideravel se a
autotomia é um reflexo da dor espontanea ou o resutado de preparacdo
excessiva em responta a auséncia tecidual.

A principal limitacdo desse modelo € que uma secc¢ao completa do nervo
€ uma lesdo incomum em pacientes, sendo vista geralmente apenas em
amputacdes, tais como dor do membro fantasma. Além disso, consideracdes

éticas também estdo envolvidas (JAGGI et al., 2009).

2.4.4. Ligadura parcial do nervo ciatico (PSL):
Este modelo foi desenvolvido por Seltzer et al. em 1990.[28] e é um dos

modelos mais freqientemente empregados de neuropatia. Ha exposicdo do
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nervo ciatico no nivel superior da coxa e realizada sutura firme com fio de seda
8.0 na regido imediatamente distal as ramificacdes nervosas.

Ha alteragbes comportamentais tais como alodinia fria, hiperreatividade
guimica e hiperalgesia mecéanica ap0s uma semana de cirurgia. A maior parte

das alteracdes persistem por seis semanas (KIM et al., 1997).

2.4.5. Lesao do nervo poupado (SNI):

Neste modelo descrito por Decosterd e Woolf em 200 ha exposi¢cdo dos
trés ramos do nervo ciatico: o sural, o fibular comum e os nervos tibiais. Os
nervos tibial e fibular comum s&o entéo ligados firmemente com fio de seda 5.0
seguido por axotomia. Desta forma, o nervo sural € poupado, sendo apenas 0s
outros dois axotomisados, provindo dai o nome da técnica. As variacdes deste
modelo de dor neuropatica advem de diferentes combinacdes entre as
transeccdes nervosas, podendo também serem poupados 0s nervos tibial ou o
fibular, em funcéo do local da pata que se pretenda verificar.

A hiperalgesia mecéanica e térmica e alodinia foram observados apoés 4

dias da injaria, que persiste por semanas até seis meses (BOURQUIN et al.,
2006).
Este modelo é diferente de outros modelos de lesdo de nervos periféricos,
como ICC, PSL, e LNE porque permite a comparacdo da diferenca entre
sensibilidade mecanica e térmica nas regifes adjacentes a areas denervadas.
Esta caracteristica € importante porque permite que as mudancas
experimentais simultdneas em ambos 0s neurdnios sensoriais primarios feridos
e 0s ndo alterados sejam investigados para a fisiopatologia da dor. Neste
modelo as altera¢des na sensibilidade mecéanica e térmica sdo ocorrem por um
tempo prolongado perto de imitar muitas caracteristicas da dor neuropatica
clinica (LINDIA, 2005).

2.5. Farmacos para tratamento da dor neuropatica:

Estudos recentes mostram que a maioria dos pacientes tratados para
dor neuropatica recebem medicacdo de eficacia nao-demonstrada ou em
subdoses da medicacdo apropriada. A dor neuropatica costuma responder
pobremente aos analgésicos comuns, sendo os farmacos antidepressivos

triciclicos e anticonvulsivantes os principais representantes no tratamento deste
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tipo de dor, seja de origem periférica ou central, conforme descrito na tabela 1
(RICHEIMER et al., 1997).

Tabela 1 - Opc¢Bes medicamentosas nas dores neuropaticas periféricas e
centrais (RICHEIMER et al., 1997).

Dor neuropatica Farmaco

Periférica Triciclicos

Gabapentica

Pregabalina

Tramadol

Oxicodona

Lidocaina topica

Carbamazepina

Central Triciclicos

Lamotrigina

Carbamazepina

2.5.1. Morfina:
A morfina, opioide denominado de acordo com o deus grego dos

sonhos, Morfeu, € derivada do residuo seco do exsudato da capsula da
semente ndo madura da papoula, Papaver sonniferum.

Entre os analgésicos, a morfina é um farmaco largamente usada no
tratamento da dor moderada a severa. Ha uma controvérsia consideravel de
analgésicos opidides no tratamento da dor crbnica, sendo 0S opiaceos
relatados como ineficazes em alguns pacientes com dor neuropatica ao passo
que outras observagbes sugerem sua efichcia para atenuar a dor
neuropatica. No entanto, a depressdo respiratoria, sedacdo, obstipacdo e
tolerancia séo os efeitos secundarios mais importantes de opibides que limitam
a sua aplicacdo clinica em dor neuropatica (SAGHAEI et al., 2012). E
considerada padrdo ouro no tratamento de dor severa. No entanto, seus
efeitos secundarios, tais como nauseas, retencdo de urina, dependéncia de

drogas e depressao respiratéria podem ser significativos (SUDO et al., 2009), o
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que inspira a busca por substancias cada vez mais potentes e com menos

efeitos colaterais.

Figura 5: Estrutura quimica da Morfina. Fonte: www.opioids.com

Basic-Kes et al. (2009) testaram varias drogas para o controle da dor
neuropatica, entre as quais antidepressivos e anticonvulsivantes, sendo 0s
opioides a classe que obteve maior éxito no controle da dor neuropatica. No
entanto, seus efeitos colaterais ndo devem ser desconsiderados, tais como
nauseas, constipacao, tontura e sonoléncia. Ainda numa comparacao entre 0s
quatro opioides estudados, morfina, oxicodona, metadona e levorfanol, a
morfina foi a que apresentou os melhores resultados.

A substancia cinzenta do mesencéfalo periaquedutal (PAG) € rica em
receptores opiaceos e opioides enddgenos e € um dos principais alvos da acao
analgésica no sistema nervoso central. Tem sido proposto que o efeito
analgésico de opioides na PAG ocorre por influéncia da supresséo inibitéria do
neurotransmissor GABA (aminobutirico) em neurdnios que formam parte da via
descendente antinociceptiva. Opioides inibem a transmissdo mediada pelo
GABA na sinapse no PAG e em outras regibes do cérebro, reduzindo a
probabilidade de liberagdo de neurotransmissores pré-sinapticos, mas o0s
mecanismos envolvidos permanecem incertos (VAUGHAN et al., 1997) (figura
6).

Receptores opioides sdo farmacologicamente distintos e estreitamente
relacionados a proteinas de membrana que compartilham caracteristicas
comuns por terem evoluido de um ancestral comum, o receptor acoplado a
proteina G. Trés tipos de receptores opioides foram identificados em

mamiferos: mu, kappa e delta. Cada uma das trés proteinas-receptoras €&
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codificada por genes independentes. Morfina € um agonista opioide seletivo de
receptor mu, com afinidade muito baixa para receptores kappa. Medicamentos
opioides diferentes se ligam a distintos receptores opioides com graus variaveis
de afinidade e tém diferentes duracdes de acdo, que resultam em diferentes
perfis farmacoldgicos (MADDISON et al., 2010).

mu {pu)-opioid

g receptor

&

Spinal cord

Figura 6: Mecanismo de agdo da morfina. Fonte: www.sites.google.com

Experimentos em animais e humanos sugerem que algumas enzimas
metabolizadoras de drogas e transportadoras podem desempenhar um papel
significativo no metabolismo de opioides, bem como influenciar o fluxo de
opioides para dentro e para fora dos locais alvo. Estes processos parecem ter
potencial para afetar de forma significativa as diferencas interindividuais nas
concentracdes de opioides no corpo e no cérebro (HOWARD, 2008).

A morfina é predominantemente metabolizada no figado e no rim por
meio de conjugacdo com o acido glicurébnico formando morfina-3-glicuronida
(75 a 85%) e morfina-6-glicuronida (5 a 10%). Esses metabolitos sé&o
predominantemente excretados na urina e podem assim acumular-se nos
pacientes com insuficiéncia renal. A morfina-6-glicuronida age nos receptores
mu para produzir analgesia e depressao respiratoria enquanto a morfina-3-

glicuronida ndo tem acgéo farmacoldgica.
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2.6. Flavonoides:

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios sintetizados pelas
plantas através dos fosfatos, shikimato e fenilpropanoides. Eles formam os
blocos de construgdo da lignina e que desempenham papel crucial na
resisténcia de plantas a doencas e infec¢des. A lignina em si é um polimero
natural essencialmente constituida por unidades de fenilpropano e derivados
de guaiacol, p-hidroxifenol e siringol, todos interligados em uma ligagdo CC. Os
compostos fendlicos estdo diretamente envolvidos em varios processos
fisiolégicos da planta e em mecanismos de defesa da planta contra infeccdes
microbianas. Além disso, sua atividade antimicrobiana, antioxidante, e suas
varias outras propriedades nutricionais e farmacéuticas os torna altamente
relevantes para as industrias de alimentos e farmacéuticas (ADEBOYE et al.,
2014).

Também agem como sinalizadores da nodulacdo, da fertilidade
masculina, do transporte de auxina, bem como na coloracédo das flores como
um sinal visual que atrai polinizadores (FERREYRA et al., 2012).

A estrutura basica de compostos fendlicos € um anel aromético tendo
um ou mais grupos hidroxila. Os compostos fendlicos de plantas sédo
classificados como fendis simples ou polifendis, com base no numero de
unidades de fenol na molécula. Assim, compostos fendlicos de plantas
compreendem fenois simples, cumarinas, ligninas, lignanas, taninos
condensados e hidrolisaveis, acidos fendlicos e flavonoides (KHODDAMI et al.,
2013). Estruturalmente, os flavonoides constituem substancias aromaticas com
15 atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico, sendo compostos
fendlicos, que possuem nessa estrutura anéis aromaticos C6-C3-C6 (figura 7).
O esqueleto C15 dos flavonoides é biogeneticamente derivado do fenilpropano
(C6-C3) e trés unidades de acetato (C6). Portanto, flavonoides séo derivados
de benzo-gama-pirona de origem vegetal, podendo haver facilmente
interconversao entre eles (LOPES et al., 2000).

A preparacdo e extragdo de compostos fendlicos dependem
principalmente da natureza do matriz da amostra e das propriedades quimicas
dos compostos fendlicos, incluindo a estrutura molecular, polaridade,

concentracdo, o numero de anéis aromaticos e grupos de hidroxila. A variacao
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na quimica dos compostos fendlicos em que uma amostra € relacionada com a
concentracdo de compostos polifendlicos simples e complexos e as diferentes
propor¢cBes de &cidos fendlicos, antocianinas, flavonoides, proantocianinas,
entre outros, torna dificil escolher um dnico método de preparacdo e de
extracdo de compostos fendlicos para muitos produtos vegetais (KHODDAMI et
al., 2013). Apesar da conhecida funcao antioxidante dos flavonoides, cada vez
mais estudos se apresentam a fim de determinar sua funcdo analgésica.
Antocianinas, flavonoides presentes em frutas vermelhas, tém sido
investigadas por terem se apresentado como eficazes agentes analgésicos e
antinflamatérios em animais, provocando significativa reducdo da dor induzida
por acido acético, formalina, calor ou retirada da cauda. Esta acao
antinociceptiva ocorreria em receptores opioides tanto centrais quanto
periféricos. (RAMIREZ et al., 2010).

Flavonoides sdo compostos fendlicos que atuam como pigmentos
naturais presentes nos vegetais e que protegem o0 organismo do dano
produzido por agentes oxidantes, como 0s raios ultravioletas, poluicdo
ambiental, substancias quimicas presentes nos alimentos, etc. O organismo
humano ndo pode produzir estas substancias quimicas protetoras, devendo
entdo ser obtidas através da alimentacdo ou sob a forma de suplementos, ja
gue representam componentes substanciais da parte ndo energética da dieta
humana. (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).

Apesar do termo flavonoide derivar do latim, flavus, que significa
amarelo, observa-se que os grupos flavondis e flavonas sao incolores e que a
classe das antocianinas possuem substancias que variam no seu espectro de
coloragdo do verde ao azul (LOPES et al., 2000). Atualmente, ja foram
identificadas mais de quatro mil substancias pertencentes ao grupo dos
flavonoides (PETERSON; DWYER, 1998). Os pigmentos de cor da maioria das
flores, frutos e sementes sao flavonoides. Legumes e um pequeno nimero de
plantas ndo leguminosas também sdo capazes de sintetizar flavonoides
(FERREYRA et al., 2012).

Os flavonoides sdo um grupo de metabdlitos secundarios de plantas
com estrutura fenolica variavel e sdo encontrados em frutas, legumes, raizes,
caules, flores, vinho e cha. Sao geralmente divididos em sete classes,

incluindo flavonais, flavonas, flavanonas, flavononol, flavonoides, isoflavonas e
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antocianidinas. Até agora, mais de 5.000 flavonoides que ocorrem
naturalmente foram extraidos de varias ervas medicinais e suas estruturas
quimicas foram confirmadas. Foram relatadas atividades de alguns destes
flavonoides sobre o tratamento de diversas doencas, tais como as doencas do
coracao, cancer e infeccdo por virus, bem como atividade protetora potencial
contra dano artificialmente induzido no figado (XIA, 2013). As funcgbes
biolégicas dos flavonoides estdo ligadas ao respectivo potencial de
citotoxicidade e a sua capacidade de interagir com as enzimas atraves de
complexacdo de proteina. Alguns flavonoides fornecem protecdo ao estresse
oxidativo (FERREYRA et al., 2012).
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Figura 7: Estrutura molecular dos principais flavonoides e suas principais familias.Fonte: XIA,
2013.

Recentes evidéncias demonstram um papel potencial dos flavonoides na
reducdo de doencas cardiovasculares. Em particular, a ingestdo de alimentos
ricos em flavonoides tem sido utilizada para melhorar a funcdo endotelial e a
pressdo arterial periférica. No entanto, o efeito benéfico dos flavonoides sobre
a rigidez arterial é emergente, mostrando um efeito positivo que pode ser
associado com melhora da funcdo vascular, e em particular com a rigidez
arterial avaliada pela medicdo da velocidade da onda de pulso carotideo-
femoral, padrdo-ouro para avaliar a rigidez da aorta (LILAMAND, 2014).
Alguns flavonoides sé@o capazes de produzir relaxamento do endotélio vascular
através da estimulacdo da producéo de 6xido nitrico (RAKOTOMALALA, 2013).

Bahmani (2014) avaliou a analgesia de algumas plantas medicinais e
seus possiveis mecanismos de acao. Os flavonoides estudados reduziram o
acumulo de lipidios flutuantes necessarios para sinalizar a dor inflamatoria,
inibindo a aglomeracgéo de receptores da cascata hormonal que desencadeiam
a inflamacédo. Também demostraram-se eficientes na diminuicdo do estresse
oxidativo. Vale resaltar que o Oxido nitrico € um dos mediadores de
hiperalgesia e sua diminuicdo leva a atividade analgésica. Também ficou
comprovado o efeito direto de flavonoides na sintese de prostaglandinas. Além
disso, flavondides parecem interferir na dor por meio do sistema opioide e
adrenérgico. A inibicdo de canais de célcio € outro mecanismo capaz de inibir a
liberacdo de neurotransmissores a partir das terminagdes nervosas do corno
dorsal da medula espinhal, diminuindo assim a sensacg&do dolorosa. Outros
flavonoides apresentam atividade antiinflamatéria por inibir a migracdo de
glébulos brancos para a area da inflamacgéo e inibir a produgédo de mediadores
inflamatorios dos neutrofilos. O uso comestivel de alguns flavonoides
determinou aumento do nivel de cortisol no sangue, o que levou a diminuicao
da dor avaliada a partir do teste de formalina. Venkata et al. (2014) avaliou a
acdo de outro flavonoide no controle da dor neuropética induzida através do
modelo experimental de injaria de constricdo cronica, obtendo o mesmo

resultado do grupo controle realizado pela pregabalina. Este efeito foi atribuido
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as acdes antioxidativa, neuroprotetora e moduladora de canais de célcio destes
compostos.

A avaliacdo da fungéo analgésica e antiinflamatoria de outro flavonoide
foi avaliada inicialmente através do teste de formalina, onde a variacdo da dose
administrada revelou resultados diferentes (efeito bifasico). Nesta fase de teste,
foi determinada uma dose capaz de controlar a dor neurogénica causada na
fase inicial. Essa dor € resultante da irritacdo direta de nociceptores de fibras
aferentes primarias e na diminuicdo da substancia P e neuropeptidios
envolvidos na resposta inflamatoria central e periférica. Ja no teste seguinte, de
placa quente, que envolve estruturas supraespinhais, a dose Otima
determinada no teste anterior ndo foi aquela que causou uma diminuicéo
significativa na laténcia da resposta nociceptiva induzida pelo calor, sendo
necessario nesse caso o dobro da dose anterior. Desta maneira pode-se
determinar um efeito bifasico do flavonoide na resposta a dor (BASTING.
2014).

3. OBJETIVO

Este trabalho visa determinar a dose e a eficacia de um flavonoide
sintético fornecido pelo departamento de quimica da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro - LCQUI - no controle da dor neuropatica
induzida em ratos wistar.

Também procura implementar dois modelos de dor neuropatica na rotina
do Laboratoério de Fisiologia e FarmacologiaExperimental: injuria de consticao

cronica e lesdo do nervo espinhal.

4. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento deste estudo justifica-se por buscar uma alternativa
ao uso de opioides, apesar de sua eficiéncia no controle da dor, visando

diminuir os efeitos colaterais indesejaveis presentes em sua utilizacdo. Revela-
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se importante devido a incidéncia de dor neuropatica na populacdo como um
todo.

Vale ressaltar que flavonoides s&o substancias presentes em
organismos vegetais, sendo o Brasil um dos paises de maior biodiversidade no
mundo. O surgimento de mais essa funcdo em representantes de nossa flora
nos faz ndo so6 ter mais uma opc¢do de tratamento da dor neuropética, como

também um novo viés de riqueza para o pais.

5. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi enviado e aprovado pelo Comité de Etica de Uso
Animal (CEUA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
através do protocolo 236.

Foram realizados testes em ratos (Rattus norvegicus wistar),
provenientes da Unidade de Experimentacdo Animal da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, machos e fémeas, pesando entre 250 e
300g, mantidos num ambiente com temperatura controlada a 19 °C e umidade
de 50 a 60%, ficando em um ciclo claro/escuro de 12 horas. Agua e comida

foram oferecidas ad libitum.

5.1. Avaliagdo da viabilidade das amostras:

Uma amostra quimica foi cedida pelo laboratério de quimica (LCQUI) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Tal substancia € um
flavonoide que foi sintetizado artificialmente a partir de amostras naturais, tendo

sua férmula quimica molecular estrutural descrita na figura 8.
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Figura 8: Fomula quimica molecular e estrutural da amostra de flavonoide avaliada.

A substancia foi solubilizada somente em dimetilsulféxido (DMSO), na
diluicho suficiente a n&o ultrapassar 100uL/animal da solucéo. As
concentracdes das diluicbes seréo definidas posteriormente.

As concentracfes usadas foram definidas a fim de realizar um
“screening” de farmacos. O termo screening denota levantamentos realizados
com a funcdo de confirmar ou ndo uma suspeita numa determinada area de
interesse, através de técnicas que economizem tempo e investimento. Neste
caso o screening foi realizado através de uma avaliagdo hemodinamica, onde
0s parametros avaliados foram: presséo arterial sistolica, diastélica e média e
eletrocardiograma.

Os animais foram anestesiados através de anestesia inalatéria. A
inducdo anestésica foi realizada com o auxilio de mascara inalatéria elaborada
a partir de uma garrafa “pet” e a manutengao anestésica contou com o auxilio
de uma mascara menor, produzida a partir de uma seringa de 20 ml e
preenchida com cal soldada a fim de minimizar a reinalagdo de CO,. Durante
todo o procedimento a anestesia foi mantida com halotano (figura 9).
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Figura 9: Inducéo anestésica utilizando méscara adaptada acoplada ao aparelho de anestesia
inalatdria. a - inducéo; b- manutencao. Fonte: Arquivo pessoal

Posteriormente os animais foram colocados em decubito dorsal e
contidos para canulacdo da artéria cardtida comum esquerda, através da qual
foi realizada a mensuracdo dos parametros analisados. Para manutencao da
canula, foi realizada tricotomia, antissepsia e posterior incisdo na regiao
cervical ventral do pescoco. Continuou-se com a dissec¢cdo dos musculos
esterno hioideo e esternocleidomastéideo para exposicdo da artéria carétida
comum esquerda, localizada paralelamente a traqueia. A artéria foi dissecada

para separacéo do nervo vago (Figura 10).
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Figura 10: Disseccao da artéria cardtida, separando-a do nervo vago, para fixacdo de canula
arterial para a mensuracdo da pressao arterial invasiva nos momentos pré-estabelecidos.
Fonte: Arquivo pessoal

Posteriormente foi canulada com cateter intravenoso radiopaco n° 24G

(0,70X19mm) da marca Nipro Medical Ltda., onde foi conectado o sensor do
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equipamento BioAmp (figura 11), que codifica as informacdes de presséo
arterial e eletrocardiograma e amplifica o sinal na forma de gréaficos para o
computador, permitindo a andlise destes dados. A canula foi heparinizada com
uma solucdo de heparina sodica e cloreto de sédio 0,9% a fim de evitar a
coagulacédo do sangue dentro da canula, impedindo ou dificultando a avaliacdo

da pressao arterial.

Figura 11: Foto do Equipamento Animal Bioamp 7 da Adinstrumentes para codificacdo de
pressao arterial e eletrocardiograma. Fonte: Arquivo pessoal

A veia jugular foi canulada contralateralmente como uma via de
administracdo das substancias a serem testadas com um cateter intravenoso
Tygon PE 10 da Cole-parmer do Brasil®. A exposicdo destas vias ocorreu apés
a disseccdo dos musculos esternocleidomastéideo e hioideo, conforme

demostrado na figura 12.
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Figura 12: llustracdo da localizacdo anatdmica da artéria cardtida e da veia jugular. Fonte:
Pureza, 2006

Nesta fase do experimento foram utilizados 5 ratos Wistar para cada dose
utilizada da amostra, perfazendo um total de 20 ratos, conforme 0s grupos
descritos a segquir:

e 10 mg.kgt - 5 animais

e 25mg.kgt > 5 animais

e 30mg.kg™* - 5 animais

e 35mg.kgt > 5 animais

A solucéo foi administrada separadamente em ratos, por via intravenosa
(IV), inicialmente na dose de 10 mg.kg™. De acordo com as alteracbes as
doses foram sendo aumentadas gradativamente para 25 mg.kg™, 30 mg.kg™ e
35 mg.kg™. Todas as concentracdes de amostras foram diluidas em DMSO até
completar o volume de 0,1ml.

Antes de todas as administracdes foi infundido apenas DMSO na dose de
0,1ml, a fim de servir de controle, visando eliminar das avaliagcdes os efeitos
hipotensores do DMSO. Desta forma, a diferenca apresentada nos dois
momentos de aplicacdo € que foi considerada como responsavel pelas
alteracOes causadas pela amostra. Tanto a aplicagdo de DMSO quanto da

amostra diluida em DMSO s0 foi realizada apds o retorno da presséo arterial
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ao nivel em que se encontrava no inicio da afericdo, conforme demonstrado
nas tabelas 2, 3 e 4.

O ritmo cardiaco foi avaliado através do eletrocardiograma (ECG). Todos 0s
parametros foram avaliados através do equipamento BioAmp e processados
pelo programa LabChart 7 a fim de determinar a dose que causasse menores
alteracOes cardiovasculares durante a experimentacdo, conforme demonstrado
na figura, onde evidenciam-se 0s resultados de variagdo da pressao arterial

(figura 13) e eletrocardiograma (figura 14).

10mg/kg de amostra

150

100

Press:ao Arterial (mmHg)

f !
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Figura 13: Grafico da variacdo da presséo arterial no momento de administragdo do DMSO
(controle) e da amostra, gerado pelo programa LabChart 7
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Figura 14: Grafico da variacao do Eletrocardiograma (ECG) no momento de administracdo do
DMSO (controle) e da amostra 1, gerado pelo programa LabChart 7

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do
programa Graphpad Prisma 5.
A andlise determinou a dose de 10 mg.kg™® como aquela de melhor

resultado a ser usada para a continuacédo dos experimentos.

5.2. Realizagcdo de modelo experimental:

Esta fase do experimento visa a realizacdo de modelo de dor neuropatica
periférica e central, a fim de determinar a eficacia ou ndo da amostra no
controle da dor.

Os modelos ideais devem resultar em défcits sensorais repordutiveis, tais
como alodinia e hiperalgesia expontanea por um peridodo prolongado. Assim,
através do estabelecimento de anormalidades sensoriais nos animais, varias
condicdes fisiologicas observadas podem ser mimetizadas, auxiliando a
avaliacdo de diversas farmacoterapias. Desta forma, foram criados diversos
modelos animais a fim de atender a etiologia diversa da dor neuropatica e suas

manifestacdes.

5.2.1. Modelo de Injaria por Constricao Cronica (ICC):
Este modelo foi descrito por Bennet e Xie em 1988. Foram utilizados 12

ratos Wistar entre 250 a 300g, sendo 6 machos e 6 fémeas. Inicialmente os
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animais foram anestesiados através de anestesia inalatéria por halotano
seguindo a sequéncia anestésica da fase anterior, com inducdo e manutencao
através de mascara. Os animais foram entdo colocados em decubito lateral
direito. Foi realizada tricotomia seguida de antissepsia por iodopovidona. Com
bisturi n°® 23 foi feita incisdo da pele e disseccao do musculo biceps femoral,
permitindo a exposi¢cdo do nervo ciatico esquerdo (cerca de 15 mm) proximo a
trifurcacdo do nervo ciatico. Foram entéo realizadas quatro ligaduras levemente
frouxas na porcao sensitiva do nervo ciatico, distinguida da motora por ser mais
delgada e superficial. Houve cuidado para ndo se interromper a circulacdo
epineural. O espaco entre as ligaduras foi de 1 mm, utilizando-se fio de algodao
3.0 (figura 15).
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Figura 15: Demonstracdo da sequéncia de realizacdo do modelo de dor neuropética ICC,
iniciando com a incisdo da pele, disseccdo dos musculo e exposicdo do nervo ciatico.
Posteriormente os fios de sutura sao posicionados sob o nervo e sdo realizadas as quatro
ligaduras frouxas. A sequéncia se encerra com a sutura da pele. Fonte: Arquivo préprio

Apbs o procedimento, foi realizada a sutura da pele com fio nylon 3.0 e
aplicado um antisséptico tépico. Os animais recuperaram-se em gaiolas
individuais e posteriormente foram agrupados em duas gaiolas, ficando
separados em grupos de machos e fémeas (n=6). Este modelo tem a intengéo
de causar dor neuropéatica periférica, semelhante ao que ocorre naturalmente

em individuos acometidos por essa patologia.
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5.2.2. Modelo de Lesao do Nervo Espinhal (LNE):

Além do modelo de ICC, também foi utilizado o modelo de ligadura de nervo
espinhal (LNE), descrito por Kim e Chung (1992). Foram utilizados 12 ratos
Wistar entre 250 a 300g, sendo 6 machos e 6 fémeas. Novamente os animais
foram anestesiados através de anestesia inalatéria por halotano seguindo a
sequéncia anestésica da fase anterior, com inducdo e manutencao atraves de
méascara. Os animais foram posicionados em decubito esternal onde foi
realizada tricotomia seguida de antissepsia por iodopovidona e seus musculos
para-espinhas cuidadosamente separados na regido das vértebras L5 a S1. O
processo transverso de L6 foi retirado para a visualizagido dos nervos espinhais
L4 e L5, os quais foram cuidadosamente separados para que fosse feita a
ligadura firme do nervo ciatico na saida do mesmo da medula na direcédo de L5.
Foi utilizado fio seda 6.0, interrompendo assim todos os ax6nios do nervo.
Apébs o procedimento, os musculos paraespinhais e a pele foram suturados e
um antisséptico foi aplicado topicamente (figura 16). Os animais recuperaram-
se em gaiolas individuais e posteriormente foram agrupados em duas gaiolas,
ficando separados em grupos de machos e fémeas (n=6). Este modelo tem a
intencdo de mimetizar a dor neuropatica periférica que ocorre em funcdo do

acometimento dos nervos mais medianamente, ou seja, mais proximal ao

sistema nervoso central.

Figura 16: Foto demonstrativa da regido de inciséo e exposicao da saida do nervo ciatico na
altura de L5 para a realizacdo do modelo LNE. Finalmente a regido ja suturada. Fonte: Arquivo
pessoal

Apés a realizagdo dos dois modelos 0s animais permaneceram em
ambiente controlado durante sete dias a fim de que se estabelecesse a dor
neuropatica.

Os dois modelos citados anteriormente estdo demonstrados na figura

esquematica 17, facilitando a visualizacdo dos locais de ligadura dos nervos.
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Figura 17: Modelos de ligadura de nervos para avaliacdo de dor neuropéatica Fonte: MC
MORLAND, 2010.

5.3. Avaliagdo da dor:

Para avaliar modificagdes na sensagdo e no desenvolvimento da alodinia
mecanica, foi utilizado o aparelho analgesimetro digital, versdo digitalizada dos
filamentos de Von Frey. Este teste tem como objetivo avaliar mudangas na
sensibilidade tatil em resposta a um estimulo mecéanico resultantes de um dano
neural. O uso de filamentos de Von Frey € um método para avaliar a
sensibilidade tecidual ao estimulo mecénico bastante utilizado clinicamente.
Entretanto, tal método passou a ser utilizado também para experimentos
laboratoriais, no sentido de avaliar a influéncia de drogas sobre a sensibilidade
nociceptiva em animais. Essa técnica foi transformada em um método
eletrbnico usado primeiramente em humanos (JENSEN et al., 1986) e
posteriormente em ratos (MOLLER et al., 1998).

Este aparelho possui um braco transdutor de forca ligado a um pino sensor,
através do qual é realizada uma forca de intensidade crescente contra a
superficie da pata traseira do animal para que seja determinado o limiar de
retirada da pata (pressdo em que o animal retira a pata). O analgesimetro
digital registra automaticamente a forca maxima (g) na qual o animal responde


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0161475410002113
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0161475410002113
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ao estimulo. Os animais foram colocados em caixas acrilicas individuais para
aclimatizacdo por 20-30 minutos antes do inicio do teste. ApGs este periodo,
foram determinados os limiares de retirada das duas patas traseiras. Foram
realizadas trés afericbes sequenciais com intervalo de 30 minutos entre elas

para entdo ser realizada uma média e determinado o valor a ser considerado.

l:L. -+ro—— (e i N

T
L
I

Figura 18: Teste de pressao crescente na pata de ratos (método Von Frey). Fonte: Arquivo
pessoal

5.4. Teste da amostra:

A amostra foi testada em comparacdo com a morfina, considerada

padrdo ouro no controle da dor, de acordo com a tabela seguinte:
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Tabela 2: Distribuicdo do numero total de animais quanto ao tipo de modelo
experimental e sexo dos animais

Modelo experimental Morfina Amostra
ICC machos 3 3
fémeas 3 3
LNE machos 3 3
fémeas 3 3
TOTAL 12 12

Todos os animais foram avaliados no analgesimetro pelo método Von

Frey em trés momentos experimentais diferentes:

e Antes de serem operados;

e Sete dias apls a cirurgia e antes do primeiro tratamento, onde a dor
neuropatica ja encontra-se totalmente instalada, fato este comprovado
através do teste de Von frey. Neste dia iniciou-se também o tratamento. O
tratamento foi realizado com administracdo da amostra na concentracdo de
10 mg.kg™ diluida em DMSO, perfazendo um total de 0,1 ml. J& o grupo da
morfina também recebeu a mesma quantidade de volume na dose de 0,1
mg.kg™. A administraco foi realizada via intraperitonial com seringa de 1
ml, a cada 24 horas, durante sete dias;

e Quatorze dias apés a cirurgia, ou seja, perfazendo sete dias de tratamento.
Em cada animal foi avaliada a pata no lado onde foi feita a lesédo do nervo e

no lado contralateral, teoricamente higida, sendo realizadas trés medigbes em

cada pata. Posteriormente foi realizada a média dos trés resultados. A medigéo
da pata contralateral aquela do lado em que foi realizado o modelo
experimental serviu de controle, havendo assim um controle para cada animal.
Apés a ultima avaliagdo, com quatorze dias de realizacdo dos modelos e
sete dias apds o inicio do tratamento, foi realizada eutanasia em todos os
animais através de sobredose de ketamina associada com diazepam.

Posteriormente foi realizada necropsia dos animais com visualizacao
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macroscopica dos 06rgdos intraperitoniais, ja que as substancias foram
administradas por essa via.

Os resultados foram analisados estatisticamente através do programa
Graphpad Prisma 5.

Para a avaliacdo dos resultados de variacdo de presséo arterial média
foram utilizados os testes estatisticos de analise de variancia e Newman-Keuls,
enquanto para avaliar os dados aferidos pelo método Von Frey, foram

utilizados os testes t de student e Bonfferoni.

6. RESULTADOS

6.1. Avaliagdo da viabilidade da amostra:

A analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prisma 5.
Foram realizados os testes de Analise de variancia seguido pelo teste de média
Newman-Keuls, adotando um indice de confiabilidade de 95%.

Para facilitar a observacdo dos resultados obtidos, os mesmos foram
divididos de acordo com a concentracao avaliada:

10 mg.kg™:

Nesta concentracdo, todos os animais (n=5) sobreviveram apods a
testagem. No que diz respeito & pressdo arterial, o grupo de 10 mg.kg™
comportou-se inicialmente semelhante ao DMSO, porém na recuperacao a
curva da amostra apresentou-se mais longa, o que sugeria maior tempo de

recuperacédo da hipotensao, conforme a figura 19.
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Figura 19: Registro da variagdo da presséo arterial no momento de administracdo do DMSO
(controle) e da amostra na concentracdo de 10mg.kg de amostra, gerado pelo programa
LabChart 7

Quando foi realizada a analise estatistica, verificou-se que houve
diferenca estatistica entre a mensuracdo da pressao arterial antes da
administracdo do DMSO e depois da administracdo do mesmo. Tal resultado ja
era esperado em funcdo do efeito hipotensor causado pela liberacdo de
histamina causada pelo uso do DMSO (SANTIS; PRATA 2009). No entanto
nao houve diferenca entre a queda de presséo arterial ocasionada pelo DMSO
sozinho (controle) e da amostra diluida em DMSO, conforme mostra a tabela 2

e a figura 20.



Tabela 3: Variagdo da pressédo arterial sistélica (PAS), diastolica (PAD) e média
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(PAM) antes da administracdo de DMSO, apo6s a administracdo de DMSO e

apos a administracdo da amostra diluida em DMSO na dose de 10mg/kg.

PAS antes PAS DMSO PAS amostra

117,3430 42,29091 65,59384
121,9702 44,54177 52,63895
143,1952 61,79197 62,17725
118,3614 79,77570 22,68175
141,2882  102,91280 121,69750

| PAD antes _PAD DMSO_PAD amostra |
85,39125 17,02826 26,261130
98,56239 23,59264 23,779130
116,61770  24,25952 24,463940
95,48124 45,04776 10,378520
113,76850 78,56329 89,196490

| PAM antes _PAM DMSO_PAM amostra |
101,68550 24,13329 39,74418
109,78710  30,31290 33,10669
129,95770  39,21041 39,44710
106,56820  58,64195 14,05971
126,71510 89,81372 105,03420

10 mg/kg

1804

{mmiHg)

Pressdo Arlerial Madia
=

Figura 20: Grafico comparativo das variagbes de pressdo arterial média nos momentos antes
de aplicar do DMSO, ap6s a aplicagdo do DMSO e apo6s aplicacdo de 10mg.kg da amostra
diluida em DMSO.



52

No que diz respeito ao eletrocardiograma, ndao houve alteracdo de
tracado apos aplicacdo de DMSO (controle) ou da amostra diluida em DMSO
(figura 21).

10 mg/kg de amostra

)]

ECG amplitude {m'f)

Tempo (seg)

Figura 21: Grafico do eletrocardiograma durante a aplicagdo do controle e da amostra na
concentracdo de 10mg.kg, gerado pelo programa LabChart 7

25 mg.kg™:

Nos cinco animais avaliados nesta dose de amostra (n=5), dois vieram a
Obito (40%). Dos que sobreviveram, o registro da pressao arterial foi avaliado
estatisticamente.

Nesta concentracdo, o grafico que descreve a recuperacdo da
hipotensdo demonstra uma maior demora no retorno a pressao arterial inicial
(Figura 22).
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Figura 22: Registro da variagdo da presséo arterial no momento de administracdo do DMSO
(controle) e da amostra na concentracdo de 25mg.kg de amostra, gerado pelo programa
LabChart 7

Na andlise estatistica dos resultados nesta concentracdo de 25 mg.kg™
nao houve diferenca significativa entre nenhum dos trés momentos. Nem na
avaliacdo anterior a qualquer administragdo, nem quando da administragao do

DMSO ou da administracdo da amostra (tabela 3 e figura 23).

Tabela 4: Variacdo da presséao arterial sistélica (PAS), diastdlica (PAD) e média
(PAM) antes da administracdo de DMSO, apo6s a administracdo de DMSO e
apos a administracdo da amostra diluida em DMSO na dose de 25mg/kg.

PAS antes PAS DMSO PAS amostra

118,7809 89,68410 27,20671
121,2312 98,09926 97,11650
160,1569  106,59910 113,63550

PAD antes PAD DMSO PAD amostra

90,12553 40,82965 13,31320
95,80072 70,34238 70,46673
121,69830 75,64946 76,88225

PAM antes PAM DMSO PAM amostra

104,7959 61,66837 17,78463
108,4195 84,34751 83,94070
140,4182 89,96928 93,46963
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Figura 23: Grafico comparativo das variagbes de pressdo arterial média nos momentos antes
de aplicar do DMSO, ap6s a aplicacdo do DMSO e apés aplicacdo de 25mg.kg da amostra
diluida em DMSO.

No que diz respeito ao eletrocardiograma, também n&o houve alteragéo
de tracado que mereca ser descrito (figura 24).

25mg/kg de amaostra

ECG amplitude {m'f)
|

Tempo (seg)

Figura 24: Gréfico do eletrocardiograma durante a aplicagédo do controle e da amostra na
concentracao de 25mg.kg, gerado pelo programa LabChart 7

30 mg.kg™:
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Nesta concentracdo ndo houve nenhum obito. Observamos uma menor

gueda da pressao arterial e um tragado com retorno mais breve (figura 25).

30mg/kg de amostra

[y
L
=]

100

Pressdo drberkal (mmHg)

T T Tempo (min)

DM50 - 100 p Amostra 1— 100

Figura 25: Registro da variagdo da presséo arterial no momento de administragdo do DMSO
(controle) e da amostra na concentracdo de 30mg.kg de amostra, gerado pelo programa
LabChart 7

A andlise do eletrocardiogramam mostra que novamente, apesar da

queda da presséo arterial, o tracado eletrocardiografico ndo demonstra arritmia

nem alteracéo da frequéncia cardiaca (figura 26).

30mg/kg de amostra

oy
1

]

ECG amplitude {m'¥)
ik [4
|

Tempo (seg)

Figura 26: Gréafico do eletrocardiograma durante a aplicagdo do controle e da amostra na
concentracdo de 25mg.kg, gerado pelo programa LabChart 7

Na andlise estatistica houve resultado semelhante & concentracéo de 10
mg.kg™?, onde houve diferenca estatistica entre a avaliagdo anterior a
administragdo, porém n&o houve diferengca entre 0s momentos de

administracdo de DMSO e amostra (figura 277).



56

Tabela 5: Variagdo da presséao arterial sistélica (PAS), diastolica (PAD) e média
(PAM) antes da administracdo de DMSO, apo6s a administracdo de DMSO e
apos a administracdo da amostra diluida em DMSO na dose de 30mg/kg.

PAS antes PAS DMSO PAS amostra

112,69360 54,62664 61,65425
112,75330  75,40632 93,13794
118,31600  95,52842 93,44318
103,97220  84,72205 94,30694
138,96840  59,68537 38,70803
89,10979 30,39068 37,858470
90,22635 48,67187 67,739180
90,85560 61,40299 65,870520
74,92197 58,21081 67,395890
111,47050 28,38510 19,239630
100,34710 41,61565 49,26200
100,85550 61,99037 80,81016

103,91860 78,79004 80,04712
90,13688 72,52062 81,01201
124,70040 43,03366 27,37856
1504
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Figura 27: Grafico comparativo das variagbes de pressdo arterial média nos momentos antes
de aplicar do DMSO, ap6s a aplicagdo do DMSO e apo6s aplicagdo de 30mg.kg da amostra
diluida em DMSO.

35 mag.kg™:
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Dos cinco animais testados nessa concentracdo de amostra, quatro
vieram a Obito (80%), ndo havendo, dessa forma, analise estatistica. Esta

concentracéo foi descartada para o tratamento dos animais.

6.2. Avaliacdo do controle da dor:

Diante dos resultados obtidos, iniciou-se o tratamento dos animais, com
a dose de 10 mg.kg’ porque foi a dose mais segura na avaliacdo
hemodinamica cardiovascular.

Para avaliacdo da eficacia da amostra no controle da dor foi realizada
analise estatistica com o programa GraphPad Prisma 5, realizando-se o teste t
de student two way seguido pelo pdés teste de Bonfferroni (p<0,05).

Os resultados obtidos da eficacia no controle da dor realizada pelo
método Von Frey foram analisados estatisticamente e geraram quatro graficos.
Os dois primeiros referem-se ao modelo de Injaria de Cronstricdo Cronica
(ICC), sendo o primeiro relativo ao resultado da morfina comparada ao
controle, avaliado na pata contralateral ao modelo (figura 28) e o segundo
referente ao resultado obtido pela amostra, também comparado ao lado

contralateral ao modelo (controle) (figura 29).
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Figura 28: Gréfico descrevendo a estatistica de comparacédo entre o controle e a morfina para o
controle da dor neuropatica, no dia de realizacdo do modelo ICC, sete dias apés, quando
iniciou-se o tratamento, e quatorze dias apos.

2 80-
1]
® 704
o
w 60+ -~ Controle
o 504 -~ Amostra
T
£ 40-
9 30-
S 204
S 104 *
£ o ; , .

0 7 14

Dias apos cirurgia n=>5

* p<0.05 vs controle

Figura 29: Grafico descrevendo a estatistica de comparacdo entre o controle e a amostra para
o controle da dor neuropéatica, no dia de realizacdo do modelo ICC, sete dias apés, quando
iniciou-se o tratamento, e quatorze dias apoés.

Os gréficos a seguir referem-se a andlise estatistica do resultado da
eficAcia no controle da dor realizada pelo método Von Frey ap6s modelo de
Lesdo do Nervo Espinhal (LNE) para dor neuropatica. O primeiro grafico
descreve a utilizagdo da morfina comparada ao controle em cada animal
representado pela avaliacdo da pata contralateral, apds trés medicfes em cada
uma das patas, de onde foi retirada a média (figura 30). O segundo grafico
refere-se a avaliagdo da amostra de flavonoide (figura 31) apés realizacdo do
modelo LNE. Novamente o controle refere-se a pata contralateral aquela ao

lado em que foi realizado o modelo de cada animal.
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Figura 30: Gréfico descrevendo a estatistica de comparacéo entre o controle e a morfina para o
controle da dor neuropatica, no dia de realizacdo do modelo LNE, sete dias apdés, quando
iniciou-se o tratamento, e quatorze dias apés.
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Figura 31: Gréfico descrevendo a estatistica de comparagdo entre o controle e a amostra para
0 controle da dor neuropatica, no dia de realizacdo do modelo LNE, sete dias apds, quando
iniciou-se o tratamento, e quatorze dias apos.
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Avaliando-se o grafico da figura 28, percebe-se que sete dias apos a
realizacdo do modelo ICC houve diminuicdo do limiar para dor na pata
referente ao nervo operado, o que demonstra efetividade na instalacdo da dor
neuropatica. ApOs estabelecida e confirmada a dor neuropatica, iniciou-se o
tratamento com a morfina, definida como padréo ouro no controle da dor e que
servira de comparagdo com o tratamento com a amostra, o que perdurou por
mais sete dias. Ao final deste periodo foi realizada nova avaliagdo. Neste
momento percebe-se que houve manutencdo do limiar para a dor apdés o
tratamento com morfina, o que confirma sua efetividade no controle da dor,
impedindo a piora no quadro de diminui¢cdo do limiar. Percebe-se também que
na pata que serve de controle dentro do experimento, ou seja, a contralateral
ao nervo injuriado, num primeiro momento houve aumento do limiar para a dor,
durante o periodo dos sete dias de estabelecimento da dor neuropatica.
Explicamos isto como um processo compensatorio, visto que conforme o limiar
para a dor vai diminuindo no membro operado, 0 mesmo vai aumentando
naquele em que ndo houve a ligadura. Quando o tratamento com a morfina
parece controlar a dor neuropatica, o aumento do limiar para dor na pata
contralateral também se mantém constante, confirmando mais uma vez o
mecanismo compensatorio.

O gréfico da figura 29 demonstra a realizacdo do modelo ICC e o
tratamento com a amostra de flavonoide. Mais uma vez a pata contralateral
aquela do membro em que esta o nervo ciatico ligado serve de controle para
cada um dos animais avaliados. Novamente houve diminuicdo do limiar para
dor na pata em que foi realizado o modelo ICC nos sete primeiros dias,
confirmando o estabelecimento da dor neuropética. No entanto, ap6s o inicio
do tratamento houve aumento gradativo deste limiar nos sete dias posteriores
de tratamento, igualando-se ao final com o limiar do grupo controle, sem haver
diferenca estatistica entre os dois grupos. Este resultado demonstra um efeito
da substancia superior ao da morfina no controle da dor neuropatica periférica
causada pelo modelo ICC.

O grafico da figura 30 refere-se ao modelo de Lesdo do Nervo Espinhal
(LNE) e ao tratamento do mesmo com a morfina. O comportamento deste
grupo é bem semelhante aquele observado no modelo ICC, onde ha

diminuicdo do limiar para dor na pata lateral ao nervo injuriado nos sete
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primeiros dias e aumento no limiar para dor na pata contralateral,
demonstrando um mecanismo compensatorio. Nas duas patas, apds o inicio
do tratamento, houve manutencgdo do limiar para dor, demonstrando efetividade
da morfina no controle da dor neuropéatica e confirmando o mecanismo
compensatorio.

J& a figura 31 traduz o grupo em que foi realizado o modelo LNE e
tratado com a amostra do flavonoide. Nos primeiros sete dias o
comportamento do grupo € bem semelhante ao grupo anterior, havendo
diminuicao do limiar para dor na pata lateral ao LNE e aumento compensatorio
da dor na pata contralateral. No entanto, enquanto no grupo da morfina a
estabilizacdo no limiar para dor apdés o tratamento, no grupo da amostra o
limiar para a dor volta a subir, demonstrando maior efetividade no controle da
dor. Além disso, na pata controle volta a haver uma diminui¢éo do limiar para a
dor, confirmando mais uma vez 0 mecanismo compensatorio.

A necropsia realizada ap0s a eutanasia ndo demonstrou nenhuma
alteracdo macroscopica, nem na regido peritonial, onde foram administradas as

substancias, nem na regido cirtrgica do modelo experimental.
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7. DISCUSSAO
A utilizacdo da dose de 10 mg.kg™ para a avaliacdo do controle da dor

justifica-se por ser o inicio da curva dose-efeito. Esta curva € um delineamento
farmacoldgico para definicdo da dose a ser utilizada. Busca-se a menor dose
capaz de produzir um efeito, ou seja, no caso desta amostra, a menor dose em
que o0s receptores se ligam suficientemente & amostra para causar analgesia
sem que haja alteragcdo hemodinamica significativa.

A diferenca estatistica apresentada na pressdo entre o inicio da
mensuracdo e a administracdo do DMSO sozinho ou diluindo a amostra
justifica-se pelo efeito hipotensor do DMSO em funcdo da liberacdo da
histamina conforme descrito por Santis e Prata em 2009. Desta forma, deduz-
se gue nao ha efeito hipotensor causado pela amostra em nenhuma das doses
avaliadas. O dimetilsulfoxido (DMSQO) é um solvente amplamente utilizado para
diluicho de medicamentos hidro e lipossoliveis e como preservante celular,
além de ser empregado como medicamento para reducdo da pressao
intracraniana e de lesdes do sistema nervoso central, dentre outras aplicacdes
(DEL MASTRO et al., 2001; JACOB et al., 2009). O DMSO € um composto
higroscopico, polar, incolor e inodoro, usado pela industria como solvente. Essa
€ uma substancia de baixo peso molecular, composta por um grupo sulféxido,
que é hidrofilico, e dois grupos metila que séo hidrofébicos. Sua meia vida é
de aproximadamente 20 horas. (CRIVELLENTI et al., 2013). O DMSO pode
induzir a liberacdo de histamina, o que explicaria a hipotensdo e as reacfes
anafildticas associadas a sua infusdo. (SANTIS; PRATA 2009). As
propriedades farmacolégicas do DMSO incluem acdo carreadora e
potencializadora de outros farmacos, anti-inflamatoria, vasodilatadora (STONE,
1993), antioxidante, analgésica, diurética, imunomoduladora, miorrelaxante,
antimicrobiana e citoprotetora (DEL MASTRO et al., 2001; JACOB et al., 2009).
Independentemente da via de administracdo, a maior parte do produto é
excretada por via urinaria como dimetilsulfoxido inalterado e, em menor
guantidade, sob a forma de dimetilsulfona, além do dimetilsulfato que é
excretado por via respiratoria. Quando indicado e sob dosagem correta, o
DMSO aparentemente néo resulta em efeitos adversos relevantes (BRAYTON,
1986; CRIVELLENTI et al., 2013).
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A dose de 25 mg.kg? causou 6bito de 2/5 dos animais, além de
descrever um grafico de presséo arterial com visivel demora no retorno da
hipotensdo apdés a administracdo da amostra em relacdo a administracdo de
DMSO. No entanto, ndo houve diferenca estatistica significativa para
corroborar esta andlise. J4 na dose de 30 mg.kg™ ndo houve 6bito e o tracado
do retorno da pressdo ap0s a administracdo da amostra foi mais sutil. No
entanto, estatisticamente n&o houve novamente diferenga entre a
administracdo da amostra e do DMSO, atribuindo-se mais uma vez somente ao
DMSO o efeito hipotensor causado.

Lilimand et al.(2014), j& havia demonstrado um efeito benéfico dos
flavonoides no que diz respeito a melhora da funcéo vascular em funcdo do
controle da rigidez arterial, demonstrando, um efeito contrario em um dos
mecanismos que levam ao aumento da pressdo arterial. JA& Rakotomalala
(2013) determinou que alguns flavonoides sao capazes de produzir
relaxamento do endotélio vascular através da estimulacdo da producéo de
oxido nitrico, caracterizando mais uma vez o potencial antihipertensivo dos
flavonoides. No entanto, a categoria de flavonoide por nos administrada néo
confirmou este efeito, talvez pelo tipo de flavonoide ou pela dose utilizada, ja
que comprovou-se que o efeito de hipotensdo arterial observada devia-se
somente ao DMSO.

A diferenca de resultados entre a dose de 25 e 30 mg.kg™, onde a dose
menor causou 6bito e a de 30 mg.kg™” ndo causou, sugere um comportamento
bifasico do flavonoide, j4 citado por Basting (2014). Podemos também
especular sobre este comportamento bifasico no que diz respeito ao controle
da pressao arterial.

No que diz respeito a analgesia, como ja foi descrito, iniciamos os testes
com a dose de 10 mg.kg®. Esta dose foi avaliada nos dois modelos
experimentais realizados: Injuria de Constriccdo Cronica (ICC) e Lesédo do
Nervo Espinhal (LNE). O primeiro modelo visa avaliar uma dor neuropatica de
carater mais periférico, visto que lesiona a parte sensitiva do nervo ciético,
enquanto o modelo de LNE mimetiza melhor uma dor periférica, porém mais
proximal, devido a injaria ser realizada proxima a saida da medula, conforme

descrito por Xie em 1998.
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Os resultados apontam para um controle da dor neuropatica causada,
tanto pelo modelo ICC quanto pelo modelo LNE, maior com a amostra de
flavonoide do que com a morfina. No entanto, a diferengca entre os dois
modelos aponta um maior efeito no modelo ICC. Este fato pode ser explicado
por ser este um modelo de dor neuropatica periférica, causando menor injuria
que o modelo LNE, que visa desenvolver uma dor neuropatica central. O
mecanismo de acdo envolvido nesse controle ndo foi definido no presente
trabalho, no entanto Bahmani (2014) descreve a acdo de alguns flanoides
analgésicos em varios mecanismos de acdo, como a diminuicdo do Oxido
nitrico, um dos mediadores da hiperalgesia, na sintese de prostaglandinas, na
interferéncia no sistema opiode e adrenergico e na inibicdo dos canais de
sédio, iniindo a liberacdo de neurotransmissores no corno dorsal da medula
espinhal. Dessa forma confirma-se a acao dos flavonoides no controle da dor
neuropatica, independente da injaria ter sido mais proximal ou distal do sistema
nervoso central, de acordo com o0s resultados obtidos em nossa
experimentacdo. O tipo de flavonoide envolvido pode interferir no tipo de
controle mais eficiente, de dor neuropética.

Resultados obtidos concordam com Venkata (2014), concluindo o efeito
de um flavonoide no controle da dor neuropética induzida pelo modelo

experimental de injuria de constricdo cronica semelhante a pregabalina.

8. CONCLUSAO

Apoés o término dos experimentos e analise dos resultados, pudemos
concluir que os modelos experimentais para avaliacdo de dor neuropéatica ICC
e LNE séo eficientes para desenvolver esta qualidade de dor.

A morfina foi efetiva na diminuicdo ou estabilizacdo do limiar de dor
neuropatica, sendo confirmada como controle do experimento e padrao ouro no

controle da dor.
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A amostra de flavonoide cedida é eficaz no controle da dor neuropatica
desenvolvida a partir de modelos experimentais, sendo mais eficiente no
modelo de Injuria por Constricdo Cronica (ICC), do que no modelo de Leséo do
Nervo Espinhal (LNE).

9. CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho realizado promoveu o treinamento de técnicas de avaliacdo
da dor neuropatica dentro do laboratério, abrindo espaco para o
desenvolvimento de diversos outros trabalhos nessa linha de pesquisa.

Além disso, a amostra analisada mostrou-se como um caminho para o
desenvolvimento de um novo analgésico, sobretudo no controle da dor

neuropatica, necessitanto para tal de novos estudos.
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