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Ratos Wistar, machos, peso corporal entre 180 € 200 g. «.eevvvvvvvvnnnnnnnn.

Graficos dose vs. resposta para CET (cetamina racémica). Os
valores representam as médias aritméticas com seus
respectivos erros padrao: A) na representacdo em colunas, as
doses superiores a 30 pg foram anti-hiperalgésicas e a de 600
ug foi analgésica; houve diferencga significativa entre os efeitos
produzidos a partir de 60 pg confrontados com os obtidos por
30 pg.; B) a curva, calculada por regressao linear das doses,
demonstra os valores médios encontrados confrontados com

os intervalos de confianga (95%). Ratos machos da linhagem

Wistar. Peso corporal base: 200 Q. ....coooveeiirmiiiiiieieeeeeee e

Graficos dose vs. resposta para CR. Os valores representam
as médias aritméticas com seus respectivos erros padrao: A)
na representacdo em colunas, as doses superiores a 60 ug
foram efetivas tendo havido diferenca significativa entre os
efeitos produzidos por 200 ug vs. 60 pg, 400 pg vs. 200 ug e
600 pg vs. 400 ug; B) a curva, obtida a partir da regressao
linear das doses, demonstra os valores médios encontrados

confrontados com os intervalos de confianca (95%). Ratos

machos da linhagem Wistar. Peso corporal base: 200 g. ......ccceveeeeeeeen.

Gréficos dose vs. resposta para CS. Os valores representam
as médias aritméticas com seus respectivos erros padrao: A)
na representagdo em colunas, as doses superiores a 20 ug

foram efetivas tendo havido diferenga significativa entre os
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efeitos produzidos por 30 pg vs. 20 pug e 60 ug vs. 30 ug; B) a

curva, obtida a partir da regressdo linear das doses,

demonstra os valores médios encontrados confrontados com

os intervalos de confianga (95%). Ratos machos da linhagem

Wistar. Peso corporal base: 200 g. ....ccuevveeeeeiiiiiieeeee e 39
Figura 7. Gréficos dose vs. resposta para ifenprodil. Os valores

representam as meédias aritméticas com seus respectivos

erros padrao: A) na representacdo em colunas, as doses

superiores a 2 pg foram efetivas tendo havido diferenga

significativa entre os efeitos produzidos por 20 pg vs. 2 ug; B)

a curva, obtida a partir da regressao linear das doses,

demonstra os valores médios encontrados confrontados com

os intervalos de confianga (95%). Ratos machos da linhagem

Wistar. Peso corporal base: 200 g. ....coooveeiiiiiiiiiieieee e 40
Figura 8. Isobolograma CET+IFE. Uma dose nao efetiva de CET (20

ug) foi empregada como pré-tratamento a duas doses de IFE

(0,6 e 2 ug). A subdose de IFE tornou-se efetiva apds o uso

de CET e a dose subliminar, teve seu efeito melhorado. A

associagcao farmacoldégica demonstrou ser  sinérgica.

Farmacos aplicados por via IT, 30 min antes do estimulo

hiperalgésico (PGE2, 100 ng em 100 uL por via intraplantar).

Ratos Wistar machos. Peso corporal base: 200 g. ...ceeveeeeeeeieeiiiiiiiiiiiiiies 43
Figura 9. Representacdo grafica, em valores percentuais, do

isobolograma CET+IFE. Cinco tratamentos sdo confrontados.

Ao se somar a inibicao percentual promovida pelos agentes

usados de forma isolada constata-se que sua associagao

produz efeito superior. Ratos da linhagem Wistar, machos,

PESO COrporal DASE: 200 Q. ...ueeeeiiiiiiiieiee et 44
Figura 10. Isobolograma IFE+CET. Uma dose néo efetiva de IFE (0,6

ug) foi utilizada como pré-tratamento a duas doses de CET (6

e 20 pg). As subdoses de CET tornaram-se efetivas apos o
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uso de IFE. A associagdo farmacolégica demonstrou ser de

sinergismo. Farmacos aplicados por via IT, 30 min antes do

estimulo hiperalgésico (PGE,, 100 ng em 100 pL por via

intraplantar). Ratos Wistar machos. Peso corporal base: 200

o TR PP P T PUPPPPPTIN 45
Figura 11. Representagdo grafica, em valores percentuais, do

isobolograma IFE+CET. Cinco tratamentos s&o confrontados.

Ao se somar a inibicao percentual promovida pelos agentes

usados de forma isolada constata-se que sua associagao

produz efeito superior. Ratos da linhagem Wistar, machos,

PEeSO COrporal Dase: 200 Q. ....uuuuuruiiiiiieeee e e e 46
Figura 12. Isobolograma CR+IFE. Uma dose nao efetiva de CR (20 ug)

foi utilizada como pré-tratamento a duas doses de IFE (0,6 e 2

ug). Nao houve diferenga entre os tratamentos com farmacos

utilizados isoladamente ou em associagdo. Farmacos

aplicados por via IT, 30 min antes do estimulo hiperalgésico

(PGE2, 100 ng em 100 pL por via intraplantar). Ratos Wistar

machos. Peso corporal base: 200 g....covveviiiiiiiiiiiiiee e 48
Figura 13. Isobolograma IFE+CR. Uma dose néo efetiva de IFE (0,6 pg)

foi utilizada como pré-tratamento a duas doses de CR (20 e 60

ug). A subdose de IFE tornou efetivas as doses de CR. A

associacao farmacolégica demonstrou ser de sinergismo.

Farmacos aplicados por via IT, 30 min antes do estimulo

hiperalgésico (PGE2, 100 ng em 100 pL por via intraplantar).

Ratos Wistar machos. Peso corporal base: 200 g. ...oevveeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiees 49
Figura 14. Representacdo grafica, em valores percentuais, do

isobolograma IFE+CR. Cinco tratamentos sdo confrontados.

Ao se somar a inibicao percentual promovida pelos agentes

usados de forma isolada constata-se que sua associagao

produz efeito superior. Ratos da linhagem Wistar, machos,

peso corporal Base: 200 Q. ...cceeeiiiie e 50
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Figura 15. Isobolograma CS+IFE. A dose aplicada de CS (20 ug) foi

utilizada como pré-tratamento a duas doses de IFE (0,6 e 2

Hg) potencializando a agdo destas. A associagao

farmacologica demonstrou ser de sinergismo. Farmacos

aplicados por via IT, 30 min antes do estimulo hiperalgésico

(PGE2, 100 ng em 100 pL por via intraplantar). Ratos Wistar

machos. Peso corporal base: 200 Q. ..ocovvvreieiiiiieiieeee e 52
Figura 16. Representacdo grafica, em valores percentuais, do

isobolograma CS+IFE. Cinco tratamentos sdo confrontados.

Ao se somar a inibicao percentual promovida por CS 20 e IFE

0,6 constata-se que sua associacao produz efeito superior a

soma dos efeitos isolados. Ratos da linhagem Wistar, machos,

peso corporal Dase: 200 g.....ccoouuiiriiie i 53
Figura 17. Isobolograma IFE+CS. Uma dose néo efetiva de IFE (0,6 ug)

foi utilizada como pré-tratamento a duas doses de CS (6 e 20

ug). A subdose de CS tornou-se efetiva apds o uso de IFE e a

dose subliminar teve seu efeito melhorado. A associagéo

farmacologica demonstrou ser de sinergismo. Farmacos

aplicados por via IT, 30 min antes do estimulo hiperalgésico

(PGE2, 100 ng em 100 pL por via intraplantar). Ratos Wistar

machos. Peso corporal base: 200 g....coovvveiiiiiiiiiiiieeeeee e 54
Figura 18. Representagdo grafica, em valores percentuais, do

isobolograma IFE+CS. Cinco tratamentos sao confrontados.

Ao se somar a inibicdo percentual promovida pelos agentes

usados de forma isolada constata-se que sua associagao

produz efeito superior. Ratos da linhagem Wistar, machos,

peso corporal Dase: 200 g.....ccooeeiiiee e 55
Figura 19. Comparacéao entre a administracdo prévia de CET ou de IFE:

A) o uso de IFE seguido por CET foi significativamente melhor

que o inverso, B) apresentando diferenca de 22,59% na
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inibicdo hiperalgésica. Ratos da linhagem Wistar, machos,

PESO COrporal DASE: 200 Q. ...ueeeieiiiiiiiiiee et 56
Figura 20. Comparagao entre a administragéo prévia de CR ou de IFE:

A) o uso de IFE seguido por CR foi significativamente melhor

que o inverso, B) apresentando diferenca de 19,54% na

inibicdo hiperalgésica. Ratos da linhagem Wistar, machos,

PESO COrporal DASE: 200 Q. ...ueeeeeiiiiiieieee et 56
Figura 21. Comparacao entre a administracdo prévia de CS ou de IFE:

nao houve diferenca significativa entre o pré-tratamento com

CS ou com IFE. Ratos da linhagem Wistar, machos, peso

COrporal DASE: 200 . «eeeeeeeieiieeii i e 57

CAPITULO 3 — EFICACIA ANTI-HIPERALGESICA DA ASSOCIAGAO

DE IFENPRODIL COM CETAMINA RACEMICA EM CAES

Figura 1. Avaliagdo da sensibilidade cutédnea com filamentos de von
Frey: A) com o animal em decubito e o0 membro locomotor
apoiado, mas nao contido pelo examinador, aplicou-se o
filamento; o posicionamento do experimentador impediu que 0
canino visualizasse a execucdo do teste; B) na imagem
pormenorizada, os pontos brancos representam os locais
avaliados distanciados entre si como pontos cardinais em
torno da futura ferida cirurgica (linha vermelha). As medidas
foram validadas apenas se o0s valores encontrados
COINCIdISSEM NOS QUALIO PONTOS. ..ttt ettt e e 70

Figura 2. Pista para impressdo das pegadas dos caes. A) As trés
primeiras pegadas (circulos em  verde), foram
desconsideradas e a 42 (circulo em vermelho), foi utilizada; B)
no detalhe, a impressdo do coxim metatarsico na 42 pegada a

ser decalcada, para mensuragao em planimetro. ..., 72
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Figura 3. A puncao subaracndidea, realizada L6 e L5, foi confirmada

pela drenagem de liquido cefalorraquidiano. Os cées estavam

anestesiados com propofol, aplicado por via intravenosa. ..........cccccceveeeeeeeen.. 73
Figura 4. Valores médios das frequéncias cardiacas de céaes, apos

aplicacdo dos protocolos CET+SAL (cetamina racémica +

solugdo NaCl 0,9%) e IFE+CET (ifenprodil + cetamina

racémica) entre 1 h e 24 h do periodo pés-cirurgico. Nao

foram encontradas diferengas dentro e entre os tratamentos. ..........ccccceeennnnn. 76
Figura 5. Valores médios das frequéncias respiratérias nos dois

protocolos farmacolégicos testados em caes. Nao houve

diferenca significativa ao serem confrontados os tratamentos

CET+SAL e IFE+CET em um determinado tempo bem como

os valores basais n&o variaram significativamente entre 1 h e

24 h do Periodo POS-CIFUIGICO. ...c.eiiiueeieeie ettt ettt e e 77
Figura 6. Variagdo (A) das reacgOes de retirada (g) obtidas a partir da

aplicagédo dos filamentos de von Frey em caes. O confronto

entre os dois protocolos, considerando-se um determinado

tempo de avaliagdo, demonstrou que o0 uso associado de

farmacos resultou numa maior reducao do A (g). Este achado

repetiu-se em todos tempos testados. Estdo representados as

médias aritméticas e respectivos erros padrao. .......ccccccuuvueereiiiiiiiiiiieieee e 79
Figura 7. Variacao (A) das areas de apoio (cm?) dos membros pélvicos

de caes submetidos a planimetria. O confronto entre os dois

protocolos, considerando-se um determinado tempo de

avaliacdo, demonstrou que o uso associado de farmacos

resultou em menor A. Este achado repetiu-se em todos

tempos testados. Estdo representados as médias aritméticas

€ resSPECtiVOS IT0S PAAIE0. .. .uveeeiiiiiiiiie ettt e 80
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EFICACIA ANTI-HIPERALGESICA DAS ASSOCIAGCOES DE CETAMINA E SEUS
ISOMEROS COM IFENPRODIL ADMINISTRADAS DE FORMA PREVENTIVA E POR
VIA SUBARACNOIDEA EM RATOS E CAES

RESUMO - Em dois ensaios testou-se a eficacia da cetamina e do ifenprodil
administrados preventivamente e por via subaracndidea, no controle da hiperalgesia
induzida (p< 0,05). As provas farmacolégicas utilizaram ratos Wistar em duas etapas:
determinagdo da poténcia relativa e isobologramas. O estimulo hiperalgésico — injecao
intraplantar de prostaglandina E, — foi avaliado com um analgesimetro digital. Todos
farmacos apresentaram acao anti-hiperalgésica com diferentes valores de ECsp ,
crescentes nesta ordem: ifenprodil, cetamina S(+), cetamina racémica e cetamina R(-).
O ifenprodil potencializou a acdo da cetamina e seus isémeros e foi potencializado pelo
racemato e a forma S(+). Os resultados embasaram o0s ensaios clinicos. Nestes, oito
caes foram utilizados para comparar o efeito anti-hiperalgésico do ifenprodil associado a
cetamina racémica com o uso isolado desta, durante 24 h apds leséo cirurgica incisional
no coxim metatarsico. Foram avaliados os escores de sedacdo e de claudicacao;
contagens da freqliéncia cardiaca e da respiratoria; testes com filamentos de von Frey e
medicao da superficie de apdio plantar com planimetro nos tempos basal e 60, 90, 120,
180, 240, 480, 720 e 1440 min pds-trauma. A comparacao entre grupos € ao longo do
tempo revelou que os escores se mantiveram inalterados e as freqiiéncias nao variaram
significativamente. Os testes de von Frey e com planimetro demonstraram diferencas
significativas entre os protocolos. Concluiu-se que, ainda que o estimulo seja cirurgico,
o pré-tratamento com ifenprodil melhora a acgdo anti-hiperalgésica da cetamina
racémica nas primeiras 24 h apos a lesao.

Palavras-Chave: cetamina, hiperalgesia, ifenprodil
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ANTIHYPERALGESIC EFFICACY OF THE ASSOCIATIONS OF KETAMINE AND ITS
ISOMERS WITH IFENPRODIL ADMINISTRED IN A PREVENTIVE FORM AND BY
SPINAL ROUTE IN RATS AND DOGS

SUMMARY - In two different opportunities, it was tested the efficacy of cetamina
and ifenprodil, administered preventively and by spinal route, in the control of induced
hyperalgesia (P< 0.05). The pharmacological tests had used Wistar rats in two stages:
determination of the relative power and isobolograms. The hyperalgesic stimulus — E»
prostaglandin intraplantar injection — was evaluated by electronic pressure meter. All the
drugs had presented antihyperalgesic action with different EDso values increasing in this
order: ifenprodil, S(+) ketamine, racemic ketamine and R(-) ketamine. Ifenprodil
potentiated ketamine and its isomers action, and was potentiated by racemate and S(+)
form. The results had based the clinical tests. In these, eight dogs had been used to
compare the antihyperalgesic effect of ifenprodil associated with ketamine with the
isolated use of ketamine during 24 hours after surgical incision in the metatarsal pad.
Sedation and claudication scores, respiratory and cardiac rates, von Frey filaments tests
and the determination of plantar support area had been used in baseline and 60, 90,
120, 180, 240, 480, 720 and 1440 min after-trauma. The comparison between groups
and throughout the time showed that the scores had kept unchanged and the rates had
not varied significantly. The tests with von Frey filaments and with planimeter had
demonstrated significant differences between the protocols. One concluded that, despite
the stimulus is surgical, pretreatment with ifenprodil improves the antihyperalgesic action

of racemic ketamine in the first 24 hours after the injury.

Key-words: ketamine, hyperalgesia, ifenprodil



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducao

Conforme RAJA, MEYER & CAMPBELL (1988), a dor é a contrapartida
perceptiva da resposta do corpo ao estimulo que ameaca a integridade de seus tecidos.
Sua natureza aversiva motiva o organismo a evitar o estimulo néxio e ajuda a promover
a cicatrizacao ao prevenir o contato e/ou 0 movimento da area lesada. Entretanto, sua
forma moérbida é considerada um erro de adaptacdo por provocar hiperalgesia e
alodinia, ser incapacitante e gerar alteragdes homeostaticas potencialmente fatais.

Sob o ponto de vista econbmico estima-se que a dor cause prejuizos de 80
bilhdes de ddlares por ano somente nos Estados Unidos da América (DA SILVA &
RIBEIRO FILHO, 2006). A despeito do motivo — humanitario, médico ou econdmico — ha
0 consenso de que a dor deve ser aliviada sempre que é previsivel ou ha suspeicao de
sua presenga. No que tange a neurofisiologia, animais e humanos apresentam vias
nociceptivas semelhantes, sendo razodvel considerar que um mesmo incitamento
possa ser doloroso para ambos.

Como parte do arsenal farmacoterapéutico contra a dor, os antagonistas do
RNMDA (receptor N-metil-D-aspartato), outrora preferencialmente usados como
anestésicos dissociativos, vem sendo investigados como agentes anti-hiperalgésicos
eficazes em situacées nas quais os farmacos tradicionalmente utilizados falharam.
Contudo, esta classe de medicamentos, desde a descoberta da primeira substancia —
fenciclidina, cujo uso clinico foi abolido — até a popularizacdo da cetamina, tem seu
emprego terapéutico correlacionado a alteragdes motoras e cognitivas.

A melhor compreensao dos mecanismos fisioldgicos relacionados aos RNMDAs
(receptores do NMDA), em particular, o reconhecimento de seu papel nas vias
nociceptivas e a identificacdo de seus subtipos, permitiram avancos. Todavia, a maior
parte das referéncias encontradas na literatura cientifica descrevem o uso dos
antagonistas dos RNMDAs para alivio da dor neuropatica e/ou crdnica, poucas estao

relacionadas a inflamatéria. Nao obstante a caracterizacdo dos RNMDAs como canais



multiméricos regulados por ligantes (RANG et al., 2004a), a descoberta de agentes
bloqueadores seletivos e a sintese de novos compostos, até o momento, ndo ha
estudos sobre a administracdo associada de antagonistas dos RNMDAs que atuem em
diferentes sitios de acdo, como a cetamina e o ifenprodil, para o controle da
hiperalgesia.

Face ao apresentado, testou-se a eficacia da cetamina, seus isbmeros e do
ifenprodil, usados de forma preventiva, isolada ou associada, pela via subaracnoidea no
controle da hiperalgesia induzida. Foram realizados dois ensaios. O primeiro,
farmacoldgico, visou determinar a poténcia relativa e o tipo de interacdo — antagonica,
aditiva ou potencializadora — entre os medicamentos. O segundo, clinico, aplicou os
dados extrapolados do anterior para confrontar a eficacia de dois protocolos anti-
hiperalgésicos até 24 h apds o estimulo cirargico.

2. Revisao de literatura

2.1. Conceituacao de dor, nocicepcao e analgesia

A dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a lesées
reais ou potenciais (IASP, 1994), ou seja, é a percepc¢ao, interpretacdo subjetiva de um
sinal nociceptivo (PADDLEFORD, 1998). Conforme MELZACK (2001), padrdes
caracteristicos individuais de impulsos nervosos gerados por uma rede neuronal
vastamente distribuida no cérebro a produzem, o que gerou 0 neologismo
“neuroassinatura”.

A dor, enquanto processo fisiolégico, apresenta uma fungao protetora (MUIR IlI
et al., 2001a) entretanto, sua forma moérbida, subdividida em inflamatéria e neuropatica
(THURMON, TRANQUILLI & BENSON, 1999), produz hipersensibilidade no local de
lesédo e em tecidos saudaveis adjacentes (WOOLF & SALTER, 2000) estando
relacionada a lesbes teciduais provocadas por doenga ou cirurgia (PADDLEFORD,

1998). A dor também foi classificada, conforme a origem, em somatica, visceral e



neuropatica. Em humanos, a cronicidade do processo, se caracteriza por grande
intensidade diante de uma doenca ou lesdo pequena (MELZACK, 1999) e assim como
as formas neuropatica e aguda severa, foi considerada um erro de adaptagédo (MILAN,
1999).

A nocicepgao é uma série complexa de eventos eletroquimicos que ocorrem
entre o sitio de lesdo tecidual e a percepgao da dor (FINE & ASHBURN, 1998), isto &,
uma resposta neuronal a aplicacdo de estimulo noéxio (KITCHELL, 1987) sem
conotacdao emocional (STEFFEY, 2003), constituindo-se por quatro processos:
transducdo, transmissao, modulacao e percepcao (FINE & ASHBURN, 1998).

Analgesia, no sentido literal da palavra, significa auséncia de dor, mas é
freqientemente empregada para designar uma reducdo em sua percepcao
(CARSTENS, 1987). Na analgesia profilatica, um ou mais farmacos sdo administrados
ao paciente antes que se inicie o estimulo noxio para evitar os estados de hiperalgesia
(FANTONI & MASTROCINQUE, 2002) e alodinia (THURMON, TRANQUILLI &
BENSON, 1999) que acompanham a dor morbida e contribuem para alteragbes
homeostaticas (OLIVEIRA, R. M., 2005).

2.2. Indicadores da sensacao de dor e da analgesia

Ha trés grandes categorias de indicadores da sensagao de dor: auto-registros,
observaveis e fisioldgicos. O primeiro grupo € somente aplicavel a espécie humana. Os
observaveis ou comportamentais podem ser capturados por escalas de mensuragao e
usualmente se referem ao comportamento ou desempenho fisico. Os fisioldgicos
relacionam-se as alteracdes biologicas e baseiam-se nas mudancas em FC (freqiiéncia
cardiaca), f (freqiéncia respiratéria), tensdo muscular e outras associadas ao estresse,
a agonia e a aflicao da resposta (DA SILVA & RIBEIRO FILHO, 2006).

CARSTENS (1987) afirmou que a avaliacdo da analgesia em animais pode ser
feita pela constatacdo do aumento no limiar ou na laténcia de reflexos de retirada e pela
observacao de reagbes comportamentais ou nocifensivas mais complexas provocadas

por estimulos de ameaca ou leséo tecidual.



2.3. Fisiologia da dor

2.3.1. Aspectos neuroanatémicos

Os nociceptores apresentam como componentes operacionais um terminal
periférico, que inerva os tecidos e faz a transdugcdo do estimulo néxio, o axénio que
conduz os potenciais de agdo da periferia para o SNC (sistema nervoso central), o
corpo celular na raiz dorsal do géanglio e um terminal central que transfere as
informacodes para neurdnios de segunda ordem (Figura 1) (WOOLF & MA, 2007).

Os nociceptores foram classificados como polimodais (captam presséao, calor e
fatores quimicos), mecéanicos de alto limiar e mecanotermais de baixo-limiar (RANG et
al., 2004b). Tém suas atividades influenciadas por substancias algégenas livres nos
vasos sanglineos ou liberadas em decorréncia de processos inflamatorios, traumaticos
e/ou isquémicos a partir de células lesadas, leucécitos ou plaquetas (FANTONI &
MASTROCINQUE, 2002).

As fibras ndo mielinizadas do tipo C possuem receptores polimodais e, as
mielinizadas Ad (finas) e AB (grossas), os mecéanicos e mecanotérmicos (ANDRADE,
2002). As amielinicas transmitem dores crénicas, difusas, obtusas, em queimacgao e de
espasmos e as mielinicas, dores agudas, acuradamente localizadas e penetrantes
(MUIR 11l et al., 2001a). Os estimulos viscerais sdo conduzidos somente por fibras C
diferentemente dos demais que apresentam transmissao bimodal, ou seja, mediada por
fiboras A e C (ANDRADE, 2002). Os receptores polimodais estdo na proporcao de, no
maximo, dois para cada 5 cm? de superficie cutdnea (KITCHELL, 1987). Um subtipo de
fibras C, chamado de silencioso, é somente quimiosensitivo (LEVINE & TAIWO, 1994).
Apresentado de trés a vinte terminagdes por 1 a 8 cm? de pele, as fibras Ad sao de dois
tipos: |, com alto limiar para calor, é a principal responsavel pela hiperalgesia, e Il, com
um limiar mais baixo, informa o aferente ao primeiro estimulo néxio (KITCHELL, 1987).

Os nervos sensitivos penetram a raiz dorsal da medula espinhal, ascendem ou
descendem um ou dois segmentos no trato de Lissauer e terminam na massa cinzenta
do corno dorsal na lamina Il conhecida como substancia gelatinosa (MUIR Il et al.,

2001a). A maioria dos aferentes nociceptivos Ad e C fazem sinapse com 0s corpos



celulares das laminas | e II; outras fibras A penetram no corno dorsal na lamina V
(RANG et al., 2004b), mas todos fazem sinapses com nervos secundarios também
chamados interneurdnios, neurdnios internunciais ou de segunda ordem (CARVALHO &
LEMONICA, 1998). As fibras A3 e C liberam glutamato capaz de promover potenciais
sinapticos rapidos e lentos (JESSELL & KELLY, 1991).

A lamina | tem interneurdnios especificos para nocicepcao que recebem impulsos
das fiboras Ad e C e neurbnios de larga faixa dinamica que transmitem impulsos de
nociceptores e mecanoreceptores de baixo limiar (JESSELL & KELLY, 1991).

O corno dorsal recebe, filtra, atenua ou amplifica os estimulos sensitivos antes de
transmiti-los a outros segmentos espinhais ou ao cértex (FINE & ASHBURN, 1998). O
impulso modulado atua sobre fibras pré-ganglionares simpaticas, somatomotoras —
originado as respostas reflexas — e neurbnios supraespinhais (STEFFEY, 2003).
Segundo a “Teoria do Controle do Portédo ou Teoria da Comporta” (MELZACK & WALL,
1965) a substancia gelatinosa bloqueia a transferéncia das informagdes entre os
aferentes e os neurbnios espinotalamicos. As fibras ndo mielinizadas suprimem
neurdnios internunciais inibitérios e as mielinizadas os ativam reduzindo a percepg¢ao da
dor (JESSELL & KELLY, 1991).
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ASICs= canais idnicos sensiveis a &cidos; BDNF= fator neurotréfico derivado do cérebro; B2= receptor 2 da bradicinina; Ca,= canal
de célcio voltagem-dependente; CB1= receptor canabindide 1; CCL3= quimiocina 3; CGRP= peptideo relacionado ao gene
calcitonina; EP= receptores para prostaglandinas; GABAas= receptores gabaérgicos A e B; Na,= canais de sédio voltagem-
dependente; NO= éxido nitrico; ROs= receptores opidides; TREK= canais de potassio sensiveis ao calor; TRP= receptores
quimicos/térmicos.

Figura 1. Nociceptor: A) os componentes operacionais do nociceptor incluem um terminal periférico que
inerva tecidos alvo e faz a transdugédo do estimulo néxio, um axénio que conduz potenciais de
acao da periferia para o SNC, um corpo celular na raiz do ganglio dorsal e um terminal no SNC
onde a informacao é transferida para neurbénios de segunda ordem; B) a transducédo é mediada
por canais ibnicos com transdutores de alto limiar que despolarizam o terminal periférico
ativando canais de sédio voltagem-dependentes. A transmissdo ocorre em resposta ao influxo
de calcio no terminal central liberando glutamato assim como multiplas moléculas moduladoras e
sinalizadoras e estd submetido tanto a influéncias excitativas quanto inibidoras. Adaptado a
partir de WOOLF & MA (2007).




As vias ascendentes do corno dorsal para o cérebro consistem dos tratos lateral
espinotalamico, espinoreticular, espinomesencefalico e sistemas espinomedular pds-
sindptico da coluna dorsal e ascendente multissinaptico propioespinhal. O trato
paleoespinotalamico € formado pelos segmentos espinomesencefélico, espinoreticular
e pela projecdo medial espinotalamica, conduz impulsos promotores de respostas
afetivas e enddcrinas além de reflexos autonémicos (FINE & ASHBURN, 1998) e
relaciona-se aos estimulos viscerais (ANDRADE, 2002). O trato neoespinotalamico
constitui-se da projecao lateral talamica do trato espinotalamico e converge impulsos
nociceptivos mais rapidos, discretos e acuradamente localizados ativando reflexos
supra-segmentais e corticais (FINE & ASHBURN, 1998) correlacionando-se aos
impulsos somaticos (ANDRADE, 2002).

O cértex cerebral é responsavel pelos aspectos somaticos da dor (FANTONI &
MASTROCINQUE, 2002), o sistema limbico pelo comportamento motivacional afetivo
(WILLIS & CHUNG, 1987) e a formacao reticular pelo despertar abrupto, alerta difuso e
disparo de respostas homeostaticas protetoras (STEFFEY, 2003). No mesencéfalo, a
PAG (area cinzenta pariaquedutal) ativa, por meio do nucleo paragigantocelular reticular
adjacente, o NRM (nucleo magno da rafe) que recebe aferéncia dos neurdnios
espinotalamicos e constitui-se como um dos mecanismos de portdo da via descendente
(RANG et al., 2004b). A modulacao cerebral da nocicepgao ocorre principalmente na
PAG e na medula ventromedial rostral (XU, M. et al, 2007) tendo as vias
serotoninérgica e noradrenérgica como as mais importantes (FINE & ASHBURN, 1998).

A partir do cérebro, vias descendentes fazem sinapses com interneurdnios
medulares (ANDRADE, 2002). Estas vias utilizam as monoaminas — serotonina,
noradrenalina e dopamina — como neurotransmissores primarios e influem na
modulagédo podendo produzir tanto antinocicep¢ao quanto pré-nocicepcao dependentes
nao somente do tipo de impulso nociceptivo, mas também de componentes subjetivos
como atengdo, motivacao, emocgao e comportamento (BENARROCH, 2008).



2.3.2. Aspectos bioquimicos

As fibras C sé&o incitadas pela bradicinina, 5-HT (5-hidroxitriptamina ou
serotonina), concentragdes elevadas de ions hidrogénio (LEVINE & TAIWO, 1994) e
ions potassio (SINATRA, 1992).

A bradicinina, descoberta no final dos anos 1940 pelo médico e farmacologista
carioca Prof. Mauricio Oscar da Rocha e Silva, foi inicialmente utilizada como
vasodilatador para o tratamento de pacientes humanos sofrendo de hipertensao
(TUOTO, 2008). Posteriormente, mostrou-se um potente agente algogénico (DRAY &
BEVAN, 1993) que injetada em humanos provoca nocicepcao (RAJA, MEYER &
CAMPBELL, 1988). Contribui no desenvolvimento da dor inflamatéria com a incitacéo e
a sensibilizacdo dos nociceptores (FERREIRA, LORENZETTI & POOLE, 1993). O
estimulo aos receptores de bradicinina ativa uma isoforma de proteina cinase C (PKCe)
que fosforila receptores vanildides facilitando a abertura do canal ibnico sob seu
controle (RANG et al., 2004a). Em adi¢cdo, subtipos 1 do receptor vanildide, aumentam
em numero em decorréncia da inflamagdo e contribuem para a hiperalgesia primaria
(RANG et al., 2004b).

Apos estimulo noxio, taquicininas como a substancia P e neurocinina A sao
liberadas na medula espinhal. A primeira, provoca despolarizagao da membrana celular
dos neurdnios do corno dorsal e consequiente facilitagdo da transmissao do impulso
nociceptivo periférico (RANG et al., 2004b). Além deste efeito, também colabora para a
inflamac&o e ativacdo de células imunes (CARVALHO & LEMONICA, 1998), aumenta a
producdo e liberacdo de enzimas lisossomais e a descarga de PGE, (prostaglandina
E.) e interleucinas 1 e 6 (LEVINE & TAIWO, 1994).

As PGs sao substancias hiperalgésicas (RAJA, MEYER & CAMPBELL, 1988)
cujas isoformas E¢ e E» apresentam acao duradoura (CARVALHO, 2002). A PGE; tem
papel preponderante nos processos dolorosos (ITO, OKUDA-ASHITAKA & MINAMI,
2001) atuando como mediador final da inflamagédo e sensibilizando diretamente os
nociceptores aferentes primarios (TYERS & HAYWOOD, 1979). Esta envolvida na
hiperalgesia provocada pela bradicinina (LEVINE & TAIWO, 1994). Quando a PGE; é

injetada por via intraganglionar ou intraplantar induz hipernocicep¢do com igual



magnitude e duracdo (FERRARI et al., 2007). VIVANCOS, PARADA & FERREIRA
(2003) testaram o efeito da injecao intraplantar de PGE, (100 ng/100 uL). Utilizando um
analgesimetro digital, concluiram que houve hiperalgesia, com efeito maximo em 3 h e
duragéo da fase platd entre 4 e 6 h. Uma correlacao direta entre concentracao de PGE,
no sitio inflamatdrio e o aumento da sensagao dolorosa foi demonstrada em pacientes
humanos (MNT, 2005) e também em felinos (SCHAIBLE & SCHMIDT, 1988).

Os receptores adrenérgicos a, localizados em terminais aferentes periféricos e
espinhais, em neurdnios na lamina superficial da medula espinhal e em nucleos do
tronco encefalico, quando ativados, tém acdo analgésica (CARVALHO & LEMONICA,
1998). Foi observada analgesia com a administracdo de noradrenalina por via espinhal
pela inibicdo de neurbnios do corno dorsal (CARSTENS, 1987). Em contraste, a
ativacédo da fosfolipase C pela norepinefrina induz a sintese de prostaciclina (LEVINE &
TAIWO, 1994).

A serotonina tem acao algogénica quando aplicada por via parenteral periférica
(RAJA, MEYER & CAMPBELL, 1988) pela interacdo com receptores 5HT; (LEVINE &
TAIWO, 1994). Por outro lado, atua como transmissor dos neurbnios inibitorios
descendentes do NRM ao corno dorsal (RANG et al., 2004b) e injetada por via espinhal
induz analgesia (CARSTENS, 1987).

A histamina aplicada por via intradérmica gera vasodilatacdo local, rubor e
prurido (RANG et al., 2004c) e parece potencializar a acao das poliaminas que atuam
facilitando a ativacao dos RNMDAs (CHIZH, HEADLEY & TZSCHENTKE, 2001).

A adenosina apresenta acao algica ou anti-algica na dependéncia da interacao
com receptores A1 ou A2, respectivamente (RANG et al., 2004c). De forma indireta,
contribui para a hiperalgesia e mimetiza a agao da PGE, (LEVINE & TAIWO, 1994).

As fibras C das vias descendentes fazem sinapses com interneurénios
medulares e liberam opidides enddgenos (ANDRADE, 2002) capazes de suscitar
antinocicepcao ou pré-nocicepcao, fendbmeno dependente dos RNMDAs (XU, M. et al.,
2007). Os opidides agonistas do receptor u ativam a proteina cinase C facilitando a
remocao do bloqueio exercido pelo ion magnésio sobre os RNMDAs (LUFT &

MENDES, 2005). O influxo de calcio assim criado abre canais de larga condutancia de
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potassio calcio-sensitivos provocando hiperpolarizagdo nos neurénios do corno dorsal e
inibicio da liberagdo dos opidides (SONG & MARVIZON, 2005).

O glutamato, principal aminoacido excitatério do SNC é agonista em receptores
dos tipos metabotropico e ionotrépico (MUIR & LEES, 1995), € onipresente nos
aferentes primarios sendo liberado de seus terminais a partir de estimulo néxio (KING &
LOPEZ-GARCIA, 1993).

Os receptores ionotropicos sdo das subclasses: AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropidnico), KA (cainato), ambos importantes na transmissao excitativa
rapida das vias nociceptivas e NMDA, relacionado aos potenciais poés-sinapticos
excitativos lentos (CRAIG, 2005). Até o momento, foram identificadas 18 subunidades
de receptores ionotrépicos para glutamato das quais, sete sdo para NMDA e o restante
sao para AMPA (GluR1-4/GIuRA-D) ou KA (GluR5-7) (BROCKIE & MARICQ, 2006). Os
RNMDAs controlam canais de cations permedveis a ions monovalentes e ao calcio
(CHAPLAN, MALMBERG & YAKSH, 1997).

A estimulacdo dos aferentes primarios ativa, inicialmente, os receptores pos-
sinapticos para glutamato do tipo ndo-NMDA promovendo a abertura dos canais ibnicos
a eles acoplados, influxo de ions e a consequiente despolarizagdo da membrana celular.
Apés a incitacao ultrapassar um determinado limiar elétrico, o bloqueio promovido pelo
Mg*® ao RNMDA — portdo de voltagem — é removido (CHAPLAN, MALMBERG &
YAKSH, 1997) e a interacao simultanea do glutamato e da glicina, um co-agonista, cada
qual em seus sitio de acao, promove a abertura do canal iébnico (PETRENKO et al.,
2003). O influxo de calcio estimula fosfolipases e a conseqlente producdo de
diacilglicerol, eicosanéides, 1,4,5-trifosfato de inositol, ativacdo de proteina cinase C e
da NOS (enzima 6xido nitrico sintetase). A NOS catalisa a conversao de L-arginina em
NO (6xido nitrico). O NO difunde-se para fora da célula, penetra em neurdnios vizinhos
levando a formacdo de GMPc (guanosina monofosfato ciclica). Dependendo da
expressao dos canais controlados pela GMPc, o NO pode agir de forma excitadora ou
inibidora (RIEDEL & NEECK, 2001) e, assim como as PGs, atuar como mensageiro
retrbgrado secundério causando a amplificacdo pré-sinaptica da liberagdo de
neurotransmissores (CHAPLAN, MALMBERG & YAKSH, 1997). A partir do aumento do

Ca* intracelular, genes — C-fos e C-jun — atuam como terceiros mensageiros
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influenciando no controle da transcricao de neuropeptideos como dinorfina, encefalina e
taquicininas na medula espinhal agindo sobre a memdéria da resposta nociceptiva
(CARVALHO & LEMONICA, 1998).

Os RNMDAs estdo implicados na LTP (“long term potentiation” ou
potencializacdo a longo prazo) que ocorre no hipocampo (PALL, 2002) mecanismo pelo
qual, estabelecem o nivel de excitabilidade nas vias neuronais (SANDKUHLER & LIU,
1998). Com isso, controlam a dor crénica e o processo de aprendizado e memoéria a
condicbes aversivas (GRAVIUS et al., 2006). Estas agdes, torna-os essenciais no
desenvolvimento e inducgdo da plasticidade sinaptica (KOHR, 2007) e embora possam
ser de curta duracao, possibilitam a cronicidade da dor (URBAN, THOMPSON & DRAY,
1994; ZHUO, 2004).

Os receptores NMDA apresentam cinéticas de ativacdo e desativacao lentas
(CANDY, BRICKEY & FARRANT, 2001). Foram identificados em ax6nios mielinizados e
amielinizados nos tecidos periféricos somaticos (PETRENKO et al., 2003), em posi¢cao
pré-sindptica em neurdnios aferentes primarios, nos corpos celulares de neurdnios do
corno dorsal e pés-sinaptica, em interneurénios excitatérios do trato corticoespinhal no
corno ventral (CHAPLAN, MALMBERG & YAKSH, 1997) com distribuicdo heterogénea
no cerebro (BOYCE et al., 1999).

Os RNMDAs sao compostos por diferentes combinacbes de multiplas
subunidades proteicas (NIKAM & MELTZER, 2002). Segundo ALEXANDER, MATHIE &
PETERS (2008), recentemente o Comité para Nomenclatura e Classificagdo de
Receptores da Uniao Internacional de Farmacologia (NC-IUPHAR) reestruturou a
classificacdo dos receptores para glutamato. Assim, as subunidades dos RNMDAs
foram denominadas: GluN1, GIuN2 (A,B,C e D) e GIuN3 (A ou B).

Um canal ibnico funcional depende da combinacdo de GIuN1 com pelo menos
uma subunidade GIuN2 (PETRENKO et al., 2003). Canais formados pelas subunidades
GIuUN2A e GIuN2B abrem-se com niveis de condutancia maiores que o0s das
subunidades GIUN2C e GIuN2D, menos sensiveis ao bloqueio do Mg (CANDY,
BRICKEY & FARRANT, 2001).

Enquanto GIuN2A foi encontrada nos cornos dorsal e ventral (BOYCE et al.,

1999), GIluN2B apresentou concentracao discreta nas fibras das laminas | e I, rara no
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corno ventral, e estava ausente no cerebelo. Presumiu-se que sua presenca € pré-
sindptica em fibras aferentes primarias do tipo C, podendo regular a liberagdo de
substancia P e glutamato e modular a transmisséo nociceptiva no cordao espinhal (LIU,
MANTYH & BASBAUM, 1997).

Os RNMDAs que contém as subunidades GIuN2A e GIuN2B contribuem para a
maior parte das correntes excitativas pos-sinapticas mediadas por este receptor. A
aplicacdo de antagonistas GIUN2A ou GIuN2B reduzem a LTP sem aboli-la. A
associacao destes farmacos suprimem-na completamente (ZHUO, 2007).

A ativacado das subunidades GIuN1 e GIuN2 faz com que o NO possa regular a
atividade da NOS neuronal através de um mecanismo de mensageiro retrogrado no
cordao espinhal (XU, L. et al., 2007).

2.4. Fisiopatologia da dor

O limiar de excitagao dos terminais nociceptivos pode ser baixado por mudancgas
a partir de uma ativacao prévia (auto-sensibilizagdo) ou por aumento na excitabilidade
(heterossensibilizacao) iniciada por estimulos sensitivos que nao os ativariam (WOOLF
& SALTER, 2000). Estimulacdo repetitiva do aferente primario com frequéncias que
induzem a LTP raramente ocorrem nas fibras C em condices fisioldgicas, mas foram
observadas durante picos de atividade ectopica nos aferentes primarios de pacientes
com leséao tecidual (CHIZH, 2007). Uma pequena proporcao de neurbnios sensitivos é
chamada de silenciosa ou adormecida por nao responder até mesmo a incitamentos
intensos. Entretanto, quando sob influéncia de mediadores da inflamacédo ou
substancias quimicas torna-se sensibilizada e responsiva a estimulos sensoriais
(DRAY, 1995).

A sensibilizagdo periférica é produzida por estimulo de baixa intensidade sobre
as fibras Ad e C resultando em hiperalgesia primaria e alodinia periférica (CHAPLAN,
MALMBERG & YAKSH, 1997).

A sensibilizagdo central — nivel aumentado de transmissdo sinaptica no corno

dorsal apds incitamento nociceptivo periférico intenso (BLEAKMAN, ALT &
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NISENBAUM, 2006) — gera resposta prolongada na excitabilidade de neurénios
medulares (MUIR Il et al., 2001a). Esta relacionada a liberacdo de glutamato e ao
aumento dos campos de receptores dos neurdnios de larga faixa dindmica (EIDE, 2000)
provocando alodinia e hiperalgesia mediadas por receptores para substancia P e
RNMDAs (CARVALHO & LEMONICA, 1998).

REN, LADAROLA & DUBNER (1996) afirmaram que embora os sistemas de
receptores NMDA e para neurocininas possam ser co-ativados em resposta a
inflamacao, contribuem de forma independente para o desenvolvimento da hiperalgesia.

FERREIRA & LORENZETTI (1994) descobriram que a administracao de PGE,,
por via intraplantar, provoca liberagao continua de glutamato espinhal que interage com
os RNMDAs sensibilizando, de forma retrograda, os neurénios sensoriais primarios. De
modo complementar, PARADA et al., (2003) relacionaram a liberacdo de glutamato
espinhal durante a inflamagdo com a hiperalgesia e a participagdo de nociceptores
associados a canais de sédio resistentes a tetrodotoxina. Sabe-se que a PGE; baixou o
limiar para evocar potenciais de acao e também induziu a despolarizacdo em neurénios
do ganglio dorsal (KASAI & MIZUMURA, 2001).

SOUTH et al. (2003) afirmaram que a destruicdo de subunidades GluN1 atenua a
resposta a estimulos nocivos sem alterar a relacionada aos incitamentos agudos
inofensivos, revelando a importancia dos RNMDAs na hipersensibilidade. Em adicéo,
GAO et al. (2005) demonstraram que houve aumento no nimero de subunidades
GluN1, em ratos submetidos a dor neuropatica experimental, correlacionado a alodinia.
Por outro lado, INOUE, MISHINA & UEDA (2000) propuseram que GIuN2A modula de
forma inibitéria os neurénios primarios estimulados por substancia P.

Camundongos com dor inflamatéria apresentaram um aumento na expressao de
GIuN2B no prosencéfalo sugerindo a importancia de antagonistas seletivos como
analgésicos (WEI et al., 2001). Ademais, a concentracao extracelular de poliaminas
facilitadoras da ativagcdo dos RNMDAs, pode aumentar, no SNC, durante os estados de
dor apontando para a participacdo de GIuN2B na transmissdo nociceptiva e
notabilizando seus antagonistas na atenuagdo do estimulo nociceptivo com
preservagao da transmissao fisiolégica (CHIZH, HEADLEY & TZSCHENTKE, 2001).
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2.5. Analgesia e farmacos analgésicos
2.5.1. Aspectos gerais

O controle efetivo da dor muitas vezes requer uma abordagem multifaria
(SERPELL, 2005) acompanhada por diagnostico neuroanatémico (SHORT, 1998).
Tratamentos bem ou mal sucedidos devem também serem analisados a luz de
caracteristicas genéticas (TURK, 2000).

Os antagonistas dos RNMDAs potencializaram a analgesia de opidides
administrados a ratos Srague-Dawley e Wistar-Kyoto, mas ndo em ratos Dark-Agouti. O
achado demonstrou a importancia das diferencas entre linhagens ao se testar a agdo de
antagonistas dos RNMDAs (PLESAN et al., 1999).

Experimentos com eletrofisiologia demostraram que estimulos repetitivos e de
baixa freqiéncia sobre fibras C — 0,5 a 2 Hz — reduzem o limiar de ativagdo dos
neurdnios do corddo espinhal e prolongam suas descargas posteriores a um estimulo
breve. Este fenbmeno foi denominado como “windup” (AIDA, 2005).

O bloqueio dos RNMDAs foi indicado na reversao do “windup” sem mudanga nas
respostas nociceptivas basais (DICKENSON, 1990). E possivel distinguir trés grandes
classes de antagonistas dos RNMDAs baseando-se em seus mecanismos de agao: 0os
competitivos, agem no sitio do glutamato ou da glicina; os bloqueadores do canal (Ex.
cetamina) e os inibidores do sitio de poliaminas (Ex. ifenprodil). Os dois primeiros nao
diferenciam os subtipos GluN1 ou GIuN2 (KOHR, 2007). Dentre os antagonistas ndo
competitivos, os com alta afinidade pelo RNMDA estdo relacionados a cinéticas de
ativacdo e desativagao lentas e pequena dependéncia de voltagem, caracteristicas
correlacionadas a neurotoxicidade (CHIZH, 2007).

O MK-801 (dizocilpina), antagonista glutamatérgico, aplicado por via IP
(intraperitoneal) na dose de 0,4 mg/kg, intensificou o efeito antinociceptivo da agmatina
em camundongos (OLIVEIRA, G. L., 2005).

A administracao de 100 ug, por via IT (intratecal), do antagonista competitivo do
RNMDA CPP - 3-(2-carboxipiperazina-4-propil)1-fosfato — ou de cetamina reduziu a

oxido nitrico sintetase do tipo neuronal e aumentou as isoformas endotelial e incitavel
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da NOS. Estas mudangas ocorreram rapidamente, mas de forma duradoura parecendo
influenciar as vias relacionadas ao NO e a resposta aos antagonistas do RNMDA
(INFANTE et al., 2007).

A dizocilpina (3 mg/kg) injetada por via IV (intravenosa) bloqueou o “windup” em
neurdnios do corno dorsal com a mesma magnitude que o CIl-1041 (10 mg/kg, por via
IV), antagonista GIuN2B. Este resultado indica um papel predominante da subunidade
GIuN2B no “windup” e nos processos de plasticidade que acompanham os estados de
dor inflamatéria e neuropatica em ratos (KOVACS et al., 2003).

O perzinfotel, antagonista competitivo do glutamato, foi administrado pelas vias
IP e VO (oral) nas doses de 10 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente. Reduziu a
hipersensibilidade induzida pela PGE, entre 60 e 80% com melhor relacdo entre
eficacia e efeitos adversos quando comparado a cetamina e ao ifenprodil. Os achados
sugeriram que a afinidade pelo GIUN2B ndo € a unica forma de reduzir as agdes
indesejaveis dos antagonistas do RNMDA (BRANDT et al., 2005).

As conantocinas produzidas por lesmas cbnicas marinhas sao antagonistas do
RNMDA e modulam a excitabilidade do SNC aliviando a dor. Algumas parecem
apresentar acao seletiva sobre o sitio de poliaminas (SHEN, LAYER & MCCABE, 2000).

FISHER, CODERRE & HAGEN (2000), ao analisarem os resultados de 132
trabalhos com humanos e 378 com animais, concluiram que os RNMDAs medeiam
comportamentos nociceptivos e os seus antagonistas aliviam a dor crénica mas, com
varios efeitos colaterais indesejaveis como alucinacdes, salivagcao excessiva, nauseas,
aumento da pressao arterial e da freqiiéncia cardiaca.

Os antagonistas do RNMDA promoveram efeitos psicotrépicos indesejaveis pela
relacdo do receptor com percepcao sensorial, cognicdo e nivel de consciéncia
(SUZUKI, MATTHEWS & DICKENSON, 2001). Os nao seletivos produziram
alucinacgdes, disforia, alteracées motoras e cognitivas (BOYCE et al., 1999) os que séo
também nao competitivos prejudicaram o aprendizado e a memdria em animais e
humanos (NIKAM & MELTZER, 2002). Subunidades GIuN2B estdo envolvidas na LTP e
na formacao da memdria contextual, fenbmenos prejudicados por seu bloqueio (ZAHAO
et al., 2005).
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NAKAZATO, KATO & WATANABE (2005) testaram o CP 101,606 — antagonista
GIuN2B — em ratos, pelas vias SC (subcutanea), intracerebroventricular e IT na dose de
10 mg/kg, e doses de 100 nmol e 300 nmol, respectivamente. Concluiram que
bloqueadores do RNMDA ndo seletivos exercem sua acdo ao nivel espinhal e os

seletivos GIUN2B, supraespinhal.

2.5.2. Cetamina racémica

A cetamina — cloridrato de DL-2-(O-clorofenil)-2-(metilamino) ciclo-hexano
(ALVES, DOREA & ANDRADE, 2002) — é uma arilciclohexilamina composta pelos
enantibmeros R(-) e S(+). Sua apresentacao comercial contém os conservantes cloreto
de benzetbnio ou clorbutanol (LUFT & MENDES, 2005) e pH da solugao aquosa de 3,5
(BRANSON, 2003).

Age como antagonista do RNMDA a partir da interacdo com o sitio da fenciclidina
no interior do canal ibnico atuando de forma nao competitiva ao glutamato (CHIZH,
2007). Entretanto, segundo ORSER, PENNEFATHER & MACDONALD (1997), além do
bloqueio interno, relacionado a reducdo do tempo de abertura do canal, a cetamina
também age externamente — porcao hidrofébica — diminuindo a freqUéncia de abertura.
Outros mecanismos farmacodinamicos incluem o antagonismo aos receptores AMPA e
KA através do sistema glutamato/NO/GMPc (LUFT & MENDES, 2005), a atividade
gabaérgica indireta, o impedimento na recaptacdo das catecolaminas (VALADAO,
2002), as a¢des antimuscarinicas central e periférica (ALVES, DOREA & ANDRADE,
2002), o bloqueio na liberagao de acetilcolina mediada pelo RNMDA e a atuagdo como
agonista em receptores adrenérgicos a (CORTOPASSI & FANTONI, 2002) e opidides
(VALADAO, 2002). CHIZH (2007) destacou que a influéncia sobre receptores opidides e
transportadores monoaminérgicos € irrelevante em doses subanestésicas com efeito
analgésico e LUFT & MENDES (2005) afirmaram que o bloqueio dos receptores

opidides nao reduz a agao analgésica da cetamina.
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A cetamina na forma de gel foi aplicada em pacientes humanos e demonstrou
acao topica efetiva, dose-dependente, no controle da dor neuropéatica (GAMMAITONI,
GALLAGHER & WELZ-BOSNA, 2000).

Em experimento com 12 pacientes humanos, utilizou-se a cetamina (0,4 mg/kg;
IV) para controle da dor neuropética periférica de longa duragao, originada por trauma e
n&o responsiva a varios tratamentos. Obteve-se analgesia e foram descritos 62 efeitos
colaterais entre os quais, tontura e sonoléncia foram os mais prevalentes
(KVARNSTRO et al., 2003).

Foi reportado um caso, em humano, de dor por lesdo do nervo ciatico refrataria a
terapia com antiinflamatérios, antidepressivos, anticonvulsivantes, anestésico local (por
via epidural), cetamina (0,3 mg/kg; por via IV) e psicoterapia. O tratamento com
cetamina 25 pg/kg/h, por via epidural, por 10 dias foi efetivo, isento de efeitos adversos
e recorréncia por pelo menos oito meses apos o seu término (TAKAHASHI et al., 1998).
Achado semelhante havia sido feito por KRISTENSEN, SVENSSON & GORDH (1992)
ao controlarem a dor em paciente com les&o no nervo ciatico pela administragéo de 200
e 500 nmol de CPP por via intratecal num intervalo de duas horas sugerindo a
importancia do bloqueio dos RNMDAs neste quadro clinico.

A cetamina aplicada em infusdo continua, por via SC, com doses progressivas
(0,05;0,075;0,1 e 0,15 mg/kg/h) amenizou dores pos-herpéticas em humanos. Irritacdo
local, nausea, fadiga e tontura foram os efeitos colaterais observados (EIDE et al.,
1995).

Pacientes com alodinia e dor neuropatica pos-traumatica foram tratados com
infusdo de cetamina (dose média de 58 mg, por via IV, durante 2 h). A interrupcéao da
administracao cessou os efeitos terapéuticos, entretanto, permaneceram os efeitos
colaterais indesejaveis (MAX et al., 1995).

A administracao simultanea de cetamina na forma de bolus e infusdo continua —
60 pg/kg, por via IV, durante 5 min e 6 pg/kg/min, por via IV, por 20 min,
respectivamente — amenizou a hiperalgesia provocada pelo frio sem alterar o limiar de
percepcdo da dor em um estudo com 12 pacientes humanos (JERUM, WARNCKE &
STUBHAUG, 2003).
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Pacientes com dor neuropatica do nervo trigémeo foram tratados com cetamina e
midazolam (0,4 mg/kg e 0,05 mg/kg, respectivamente) aplicados por via IM
(intramuscular), repetindo-se a cetamina (4 mg/kg, VO) uma semana depois. Relataram
acao analgésica que durou dias apds o uso (RABBEN, SKJELBRED & GYE, 1999).

O tratamento com cetamina (100 a 1000 nmol/50 pL, por via intraplantar), prévio
ao estimulo néxio com placa quente, controlou a hiperalgesia em ratos (OATWAY,
REID & SAWYNOK, 2003). A cetamina (1 a 10 mg/kg, por via |IV), comparada a
dizocilpina e a memantina, inibiu mais intensamente a resposta neuronal a estimulos
térmicos e mecanicos evocados por ligadura de nervo espinhal em ratos (SUZUKI,
MATTHEWS & DICKENSON, 2001).

Estudos de resposta a estimulos viscerais em ratos, comprovaram acao
antinociceptiva da cetamina nas doses de 4 mg/kg, por via epidural e 10 mg/kg, por via
IV (ALAM, SAITO & KOSAKA, 1996).

Por via intratecal preventiva, a cetamina (1 mg/kg) postergou, mas nao impediu a
ocorréncia de hiperalgesia mecénica em ratos submetidos ao modelo de
mononeuropatia periférica (HARTRICK, WISE & PATTERSON, 1997).

A cetamina (10, 50, 100 ou 500 pg, por via intratecal e 10, 25 ou 50 mg/kg, por
via intraperitoneal) aumentou o limiar do reflexo de retirada em ratos submetidos ao
estimulo com carragenina administrada por via intraplantar. A acdo antinociceptiva
ocorreu pela ativacdo do sistema inibitério monoaminérgico descendente mas, o efeito
anti-hiperalgésico nédo foi influenciado pelas monoaminas (KAWAMATA et al., 2000).

A administracdo de cetamina (4,64 mg/kg, por via IV) em ratos blogqueou o
RNMDA por 30 a 40 min e controlou a alodinia por 3 h. Concluiu-se que 0 uso por um
periodo curto atenuou a hiperexcitabilidade central e promoveu analgesia duradoura
sem efeitos adversos (CHRISTOPH et al., 2006).

Ratos foram medicados com cetamina 0,5% (1 mg/kg) por via IT previamente a
cirurgia para indugédo de dor neuropatica experimental. Notou-se redugéo da alodinia ao
frio e da mecanica na comparacao entre animais tratados e nao tratados. Este efeito
perdurou por pelo menos 14 dias (BURTON et al., 1999).
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Doses baixas de cetamina (<2 mg/kg, em bolus, IM; <1 mg/kg, em bolus, IV ou
epidural; < 20 pg/kg/min, 1V) inibiram os RNMDAs do corno dorsal (OLIVEIRA et al.,
2004).

A cetamina foi indicada no controle da dor crbnica, intensa e incapacitante néo
responsiva a outras farmacoterapias (HOCKING & COUSINS, 2003) util,
particularmente, como agente anti-hiperalgésico e para evitar a sensibilizagdo central
(THURMON, TRANQUILLI & BENSON, 1999).

Em oposicdo aos achados que comprovaram a eficacia antinociceptiva da
cetamina, HAINES & GAINES (1999) a administraram em 21 pacientes humanos (por
via oral, dose inicial de 20 mg até a maxima de 100 mg, 1 vez ao dia por uma semana)
e encontraram efeito analgésico somente em 14% deles. De forma semelhante, DE
VRY et al. (2004) afirmaram que a injecdo IP (5, 10 e 20 mg/kg) de cetamina
administrada em ratos, ndo controlou a hiperalgesia e a alodinia, acdo somente obtida
com doses superiores a 50 mg/kg, por via SC com efeitos adversos como ataxia e
comportamento estereotipado.

Uma revisdo de 33 trabalhos que utilizaram cetamina de forma preemptiva ou
pbs-operatéria em pacientes humanos concluiu que sua eficacia na analgesia
perioperatéria permanece incerta. O mau emprego da metodologia cientifica foi
apontada como responsavel pela dualidade dos resultados (ELIA & TRAMER, 2005).

2.5.3. Estereoisomeros da cetamina

A descoberta do isbmero S(+) despertou a expectativa de reducdo da dose em
50% com poténcia equianalgésica em relagdo ao racemato (JIMENEZ, 2004).
Comparado a forma racémica, o enantibmero dextrorotatorio — S(+) — demonstrou de 2
a 4 vezes mais afinidade pelo RNMDA (MUIR & LEES, 1995) e o dobro da poténcia
para prevenir a sensibilizagdo central. Apresentou poténcia analgésica 3 a 4 vezes
maior que a do isémero levorotatério — R(-) — e, em doses equianalgésicas, produziu
menos alteracdes psiquicas e agitacao que as formas racémica e levégira (OLIVEIRA et
al., 2004).
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O indice terapéutico do isébmero S(+) foi 2,5 vezes superior ao o da forma R(-) e
1,6 vezes maior que o da cetamina racémica (MARIETTA et al., 1977).

Em cées SRD (sem raga definida), a depuracao de eliminagdo da cetamina S(+)
foi 35% maior que o da R(-) (HENTHORN et al.,, 1999). Em estudo com voluntarios
humanos concluiu-se que a depuracdo plasmatica da cetamina S(+) é dificultada pela
forma R(-). A taxa média de depuracao plasmatica do racemato foi de 14,8 mL/kg/min, o
da cetamina S(+) foi 26,3 mL/kg/min e o do isébmero R(-) 13,8 mL/kg/min (IHMSEN,
GEISSLINGER & SCHUTTLER, 2001).

Cetamina, cetamina S(+) e a forma R (-) foram aplicadas por via IT (10, 50 e 100
Hg) em ratos que receberam estimulo algogénico com injecado de carragenina
intraplantar. O racemato e a forma S(+) foram eficazes no controle da dor inflamatéria
(KLIMSCHA et al., 1998).

JOO et al. (2000) testaram a acdo antinociceptiva da cetamina e seus
enantibmeros administrados por via IT. Apds a determinacdo da poténcia relativa dos
farmacos e isobologramas envolvendo a associacdo com morfina e dexmedetomidina
concluiram que o uso isolado dos antagonistas dos RNMDAs, com excecao da dose
efetiva de 300 ug de racemato, ndo produziu antinocicepcao. A cetamina racémica e a
S(+) potencializaram o efeito antinociceptivo da morfina e da dexmedetomidina.

Cetamina S(+) e alfentanil foram administrados por via IV até que se fosse
atingida uma concentracdo plasmatica estavel por 10 min (30 ng/mL/min e 10
ng/mL/min, respectivamente). Ambos atenuaram a hiperalgesia e a alodinia provocadas
por estimulacao elétrica em humanos com a mesma magnitude, mas com duragao mais
prolongada para o alfentanil (KOPPERT et al., 2001).

A cetamina S(+) (1 mg/kg) produziu analgesia nos periodos trans e pos-
operatorios equivalentes a bupivacaina a 0,25 % com adrenalina (1:200.000) em um
estudo com criangas submetidas a herniorrafia inguinal. Os volumes administrados
foram os mesmos e a via, a epidural sacral (MARHOFER et al., 2000).

O efeito da administragao por via epidural sacral da cetamina S(+) foi comparada
ao da via IM. Criangas de 1 a 7 anos de idade, receberam a mesma dose (1 mg/kg). Os
autores concluiram que a analgesia promovida pelo bloqueio regional teve duragéo
superior sugerindo efeito analgésico local (KOINIG et al., 2000).
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Em estudo isobolografico, HORVATH et al. (2001) concluiram que a
coadministragao, por via IT, de 100 pug de cetamina S(+) melhorou significativamente a
acao antinociceptiva de 60 pg de endomorfina-1, um agonista endégeno do receptor
opioide .

A aplicagao preventiva, por via epidural, da cetamina racémica (0,6 mg/kg) ou da
cetamina S(+) — 0,6 mg/kg — em cées reduziu a hiperalgesia pds-incisional, sem alterar
a freqUéncia cardiaca e a respiratéria, porém o efeito do racemato foi mais duradouro
(DUQUE et al., 2004).

2.5.4. Ifenprodil

O Ifenprodil — 2-(4-benzilpiperidino)-1-(4-hidroxifenil)-1-propanol — (CHENARD &
MENNITI, 1999) esta disponivel comercialmente na forma de tartarato como uma
mistura de diastereoisdmeros, eritro e treo (BREW et al., 2005). Nao se correlaciona,
estruturalmente, com os demais antagonistas dos RNMDAs conhecidos (CHENARD et
al., 1991).

Apresenta elevada taxa de efeito de primeira passagem com 5% de
biodisponibilidade e meia-vida de 1 h e 30 min o que inviabiliza seu uso por via oral
como analgésico (BREW et al., 2005).

Quanto a farmacodinamica, destaca-se pelo antagonismo aos RNMDAs por meio
das subunidades GluN2B (CHENARD & MENNITI, 1999) no sitio de poliaminas, de
forma voltagem-independente e ndo competitiva ao glutamato (CHRISTOPHER, RIVY &
SCATTON, 1989). Uma outra maneira de descrever sua acao é a ampliagao da fracao
de receptores inibidos por protons (ALEXANDER, MATHIE & PETERS, 2008)
potencializando o bloqueio idnico (MOTT et al., 1998).

A seletividade pelo GIuN2B é cerca de 160 (BOYCE et al.,, 1999) a 400 vezes
(WILLIAMS, 1993) maior que para GIUN2A. Além da potente atividade antagonista
adrenérgica a; sobretudo, na forma eritro (BREW et al., 2005), o ifenprodil apresenta,

no SNC, afinidade nanomolar pelos receptores serotoninérgicos (5HTia € 5HT)),
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adrenérgicos al e opidides u e o (CHENARD et al., 1995). Um efeito neuroprotetor
preventivo foi descrito (BATH et al., 1996).

PAOLETTI & NEYTON (2007) constataram dependéncia de atividade-uso do
ifenprodil pela qual, o aumento da concentragdo de glutamato na fenda singptica,
melhora seu desempenho. Em situagdes de redugdo do pH (potencial hidrogenidnico)
torna-se também mais eficaz e por isso, beneficia mais os tecidos inflamados e/ou
isquémicos que os saudaveis (CHIZH, HEADLEY & TZSCHENTKE, 2001).

A acado estado-dependente do ifenprodil esta correlacionada a poucos efeitos
adversos (KEW, TRUBE & KEMP, 1996), mas alguns pacientes podem apresentar
hipotensdo (BREW et al., 2005). BOYCE et al. (1999) demonstraram que doses 5 vezes
superiores (50 mg/kg, IP) as que induzem antinocicepgcédo provocaram ptose, piloerecao
e hiperventilagéo.

Houve controle da dor inflamatéria em ratos tratados com 0,05 pg/g de ifenprodil,
por via IT (XU & YANG, 2006). A dose de 20 nmol pela mesma via, teve acao
antinociceptiva em camundongos que receberam capsaicina intraplantar, mas a
coadministragdo de NMDA bloqueou o efeito (SAKURADA et al., 1998).

A aplicacao de ifenprodil (30 mg/kg, por via IP) em ratos diminuiu a hiperalgesia
provocada por capsaicina intraplantar e prolongada por estimulo vibratério (KIM et al.,
2007).

CHIZ et al. (2001) concluiram que o efeito antinociceptivo do ifenprodil (4,64 a
100 mg/kg, por via IP) envolveu estruturas supraespinhais.

Ifenprodil (1 e 3 mg/kg, por via IP) aplicado em ratos n&o alterou a analgesia
promovida por opidides agonistas yu (REDWINE & TRUJILLO, 2003). Entretanto,
conforme FISCHER, CARRIGAN & DYKSTRA (2005) o pré-tratamento com ifenprodil
(3,2 a 10 mg/kg, por via IP) potencializou a agdo da morfina (0,1 a 10 mg/kg, por via IP)
no teste de placa quente em ratos, embora seu uso isolado, tenha sido inécuo.

DE VRY et al. (2004), testando um modelo de dor neuropdtica em ratos,
afirmaram que o ifenprodil (5, 10 e 20 mg/kg, por via IP) ndo controlou, ou o fez

raramente, a hiperalgesia térmica e a alodinia mecanica.
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CAPITULO 2 - EFICACIA ANTI-HIPERALGESICA DA ASSOCIACAO DE CETAMINA
E SEUS ISOMEROS COM IFENPRODIL

RESUMO - Os RNMDAs controlam canais permedaveis a ions monovalentes e ao
calcio relacionados com hiperalgesia. A cetamina e o ifenprodil sdo antagonistas dos
RNMDAs nao competitivos ao glutamato e que atuam em diferentes locais. Enquanto a
primeira, age no sitio da fenciclidina, o ultimo bloqueia a acdo das poliaminas na
subunidade GIuN2B. As interacdes farmacologicas entre cetamina e ifenprodil foram
investigadas em ratos por meio de analgesimetro digital. CET (cetamina racémica), CR
— cetamina R(-) —, CS — cetamina S(+) — e IFE (ifenprodil) foram administrados, por via
intratecal, 30 min antes do estimulo hiperalgésico com injecao intraplantar de PGE,. Em
uma primeira fase, determinou-se a poténcia relativa dos farmacos: CET (6; 20; 30; 60 e
600 ug), CR (20, 60, 200, 400 e 600 pg), CS (6, 20, 30, 60 e 200 ug) e IFE (0,6; 2; 20;
60 pg). Depois, estudos com isobologramas apontaram as interagcdes farmacolégicas
entre os agentes. CR, CET, CS e IFE, em ordem crescente, produziram efeito anti-
hiperalgésico. Uma dose de CET foi analgésica. O IFE potencializou a agédo da
cetamina e seus isdmeros e foi potencializado pelo racemato e enantibmero S(+). O
pré-tratamento com IFE foi melhor que o com CET e com CR. Os resultados sugerem
que a acao modulatéria do IFE sobre a subunidade GIUN2B associada a oclusdo do
canal idnico induzida pela cetamina pode ser util no tratamento da dor inflamatdria
mediada pelos RNMDAs (p< 0,05)

Palavras-chave: cetamina racémica, cetamina R(-), cetamina S(+), hiperalgesia,

ifenprodil, ratos



24

ANTIHYPERALGESIC EFFICACY OF THE ASSOCIATION OF KETAMINE, ITS
ISOMERS AND IFENPRODIL

SUMMARY - The NMDA receptors (NMDARSs) control monovalent and calcium
permeable ion channels related to hyperalgesia. Ketamine and ifenprodil are glutamate
non competitive antagonists acting at different sites. While the first acts at phencyclidine
site, the last one blocks polyamines actions at the GIuN2B subunit. The pharmacological
interactions between ketamine and ifenprodil had been investigated in rats by means of
an electronic pressure meter test. CET (racemic ketamine), CR — R(-) ketamine - , CS —
S(+) ketamine — and ifenprodil (IFE) had been administered by intratecal route, 30 min
before the hyperalgesic stimulus with intraplantar E» prostaglandin. In a first phase, it
was determined relative powers of the drugs: CET (6; 20; 30; 60 e 600 ug), CR (20, 60,
200, 400 e 600 pg), CS (6, 20, 30, 60 e 200 pg) and IFE (0,6; 2; 20; 60 ug). Later,
studies with isobolograms had pointed the pharmacological interactions. CR, CET, CS
and IFE, in sequence increasing, had produced antihyperalgesic effect. A dose of CET
was analgesic. The IFE potentiated the action of the ketamine and its isomers and was
potentiated by racemate and S(+) enantiomer. The pretreatment with ifenprodil was
better than the ones with CET or CR. The results suggest that the modulatory action of
ifenprodil on the GIuUN2B subunit associated with the ion channel occlusion inducted by
ketamine can be useful in the treatment of the inflammatory pain mediated by the
NMDARs (P< 0.05).

Key-words: racemic ketamine, R(-) ketamine, S(+) ketamine, hyperalgesia,
ifenprodil, rats
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1. Introducao

Dentre os receptores para glutamato, os RNMDAs s&o os mais importantes na
transmissdo excitativa lenta das vias nociceptivas (WOOLF & SALTER, 2000)
desempenhando um papel-chave na hipersensibilidade (SOUTH et al., 2003). Sua
estrutura multimérica, regulada por ligantes (RANG et al., 2004a), apresenta trés
subunidades com diferentes isoformas (GIuN1, GIuN2A, GIuN2B, GIluN2C, GIuN2D,
GIuN3A e GIuN3B) (ALEXANDER, MATHIE & PETERS, 2008), mas GIuN1 e GIuN2
precisam coexistir para que o receptor seja funcional.

Os RNMDAs controlam canais ibnicos permeaveis a ions monovalentes e ao
calcio (PETRENKO et al., 2003) com cinéticas de ativacdo e desativacdo lentas
(CANDY, BRICKEY & FARRANT, 2001).

A incitacdo dos aferentes primarios deve ter magnitude suficiente para superar o
portdo de voltagem que mantém inativo o RNMDA. Uma vez obedecida esta condicao,
o agonista glutamato interage no GIuN2 simultaneamente a glicina, um co-agonista que
atua em GIuN1. A ativacdo do RNMDA, promove, a abertura do canal ibnico a ele
acoplado com conseqiente influxo de fons Ca*? (ERREGER et al., 2004).

O aumento da concentracdo de Ca*? intracelular desencadeia uma série de
eventos. As fosfolipases catalisam a producao de diacilglicerol, eicosandides e 1,4,5-
trifosfato de inositol. A proteina cinase C e a NOS sao ativadas. A NOS auxilia na
conversdo de L-arginina em NO (RIEDEL & NEECK, 2001) que, assim como as PGs,
amplifica a liberacdo pré-sinaptica de neurotransmissores por um mecanismo de
mensageiro retrogrado secundario (CHAPLAN, MALMBERG & YAKSH, 1997). Ainda
em decorréncia da elevagdo do Ca* citoplasmatico, genes — c-fos e c-jun — atuam
como terceiros mensageiros influenciando no controle da transcricdo de neuropeptideos
colaborando assim, para a cronicidade da dor (CARVALHO & LEMONICA, 1998).

Os RNMDAs estdo associados a hiperalgesia por lesdo nervosa ou inflamatéria
(RIEDEL & NEECK, 2001), a sensibilizagdo neuronal relacionada a dor crénica (MILAN,
1999) e ao “windup” (RABBEN, SKJELBRED & GYE, 1999).

A subunidade GIuN2B parece regular a liberacado de substancia P, modulando a
transmissdo nociceptiva no corddao espinhal (LIU, MANTYH & BASBAUM, 1997) e
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assim como a GIuN2A, induz a maior parte das correntes pds-sinapticas excitativas
relacionadas aos RNMDAs (ZHUOQO, 2007).

Tendo em vista o reconhecimento do papel dos RNMDAs na dor aguda e crénica
envolvendo os fendmenos hiperalgésico e alodinico que as acompanham, o estudo de
seus antagonistas vem ganhando destaque. Foi notado um ressurgimento no uso da
cetamina, farmaco que chegou a ser considerado como de “segunda linha” dadas as
alteracbes psiquicas, locomotoras e cognitivas relacionadas as suas doses
dissociativas.

A cetamina racémica — enantibmeros R(-) e S(+) — blogueia os canais idnicos
acoplados aos RNMDAs por sua por¢éo interna em doses subanestésicas (VALADAO,
2002) e externa, reduzindo, respectivamente, o tempo e a freqiéncia de abertura do
canal (ORSER, PENNEFATHER & MACDONALD, 1997). Alguns autores concluiram
que é capaz de reduzir comportamentos nocifensivos em ratos (ALAM, SAITO e
KOSAKA, 1996; BURTON, LEE, SAAB et al., 1999; KAWAMATA, OMOTE, SONODA et
al., 2000; SUZUKI, MATTHEWS e DICKENSON, 2001; OATWAY, REID e SAWYNOK,
2003; CHRISTOPH, SCHIENE, ENGLBERGER et al., 2006) e em humanos (EIDE et
al., 1995; TAKAHASHI et al, 1998; JERUM, WARNCKE & STUBHAUG, 2003;
KVARNSTRO et al., 2003) além de controlar a alodinia por tempo superior ao bloqueio
dos RNMDAs (OLIVEIRA et al., 2004).

Os enantibmeros S(+) (MUIR & LEES, 1995; KOPPERT et al., 2001) e R(-)
(OLIVEIRA et al., 2004) da cetamina também manifestaram agé@o antinociceptiva sendo
que o primeiro tem de duas a quatro vezes mais afinidade pelos RNMDAs e o dobro da
poténcia do racemato para prevenir a sensibilizacao central (MUIR & LEES, 1995).

Mais recentemente, a descoberta do antagonismo sobre GluN2B de um farmaco
anti-hipertensivo, o ifenprodil, despertou novos interesses. O ifenprodil bloqueia,
seletivamente, a subunidade GIuN2B (CHENARD & MENNITI, 1999) de forma
voltagem-independente e ndo competitiva ao glutamato. Interage com o sitio de
poliaminas (CHRISTOPHER, RIVY & SCATTON, 1989) aumentando a sensibilidade da
GIuN2B a inibicdo promovida por protons (ALEXANDER, MATHIE & PETERS, 2008).
Demonstrou acao antinociceptiva em varios modelos de dor em animais (CHIZH et al.,
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2001; BREW et al., 2005) apesar de nao apresentar correlagao estrutural com os outros
antagonistas dos RNMDAs convencionais (CHENARD et al., 1991).

Considerando que a cetamina e o ifenprodil reduzem as respostas dos RNMDAs
por mecanismos diferentes, foi conjeturado que um farmaco pode potencializar o efeito
anti-hiperalgésico do outro. A fim de refutar ou confirmar a hipotese, foram realizados
ensaios farmacoldgicos determinando, em uma primeira fase, a poténcia relativa dos
agentes e em subsequéncia, o resultado de suas co-administra¢cdes para o controle da
hiperalgesia induzida.

2. Material e métodos

Foram utilizados 199 ratos, machos, da linhagem Wistar, com peso corporal
entre 180 e 200 g provenientes do biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Séo Paulo (FMRP/USP, Ribeirdo Preto — SP — Brasil) e mantidos
com racado comercial e agua fornecidas em regime ad libitum.

Os ensaios farmacoldgicos foram realizados no Laboratério de Dor da
FMRP/USP.

Cada rato foi utilizado uma unica vez. Apés os testes, todos foram devolvidos
com vida ao biotério da FMRP/USP.

Os cuidados com 0s animais e os procedimentos realizados estiveram de acordo
com o estabelecido pela Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) (IASP,
2005) e com as normas aprovadas pelo Conselho da Sociedade Norte-Americana de
Fisiologia (MUIR Il et al., 2001b).

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA)
da FCAV/Unesp-Jaboticabal, Processo n® 004990-08.

Todos os esforcos foram realizados para minimizar o numero de animais

empregados e o nivel de desconforto.
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2.1. Preparo dos animais

Grupos com seis ratos, escolhidos de forma aleatoria, foram separados em
caixas para aloja-los. No dia anterior aos testes, os animais foram submetidos a
tricotomia na regido lombo-sacra e identificados individualmente.

Os experimentos foram conduzidos entre as 8 h e 16 h, sempre no mesmo local,
uma sala silenciosa (sala de testes) com temperatura ambiente controlada (25 °C) nas
dependéncias do Laboratério de Dor da FMRP/USP.

Antes da realizagdo dos testes, os ratos passaram por dois periodos de
ambientagao. No primeiro, permaneceram por 1 h, dentro das caixas na sala de testes.
Vinte minutos antes das medicbes basal e da 32 hora, os animais foram colocados em

caixas de acrilico com compartimentos individuais' e piso em tela de arame (Figura 1).

2.2. Delineamento experimental
2.2.1. Método de avaliacao da hiperalgesia

O método empregado foi o descrito por VIVANCOS et al. (2004). O equipamento
utilizado — von Frey eletrdnico ou analgesimetro digital® — constituiu-se por um
transdutor de forga, em cuja extremidade foi fixada uma ponteira de polipropileno de 0,7
mm?Z, ligado a um aparelho que fez a leitura da for¢a aplicada convertendo-a em gramas
(Figura 2). Com o animal em estado de alerta e posicionado em decubito esterno-
abdominal (Figura 3), aplicou-se a ponteira no coxim metatarsico esquerdo de forma
perpendicular e em movimento progressivo ascendente até que o reflexo de retirada do
membro fosse obtido.

Em conformidade com WILLIS & CHUNG (1987), movimentos de flexdo em
acoes ritmicas como locomocgao ou os atos de cocar ou cavar foram desconsiderados.

O tempo total de leitura para cada grupo nado ultrapassou 20 min. Foram reputados

! Insight Pesquisa e Ensino, Box de contengao com suporte para teste de analgesimetro, Ribeirdo Preto —
SP, Brasil.
2 Insight Pesquisa e Ensino, Modelo EFF 301, Ribeirdo Preto — SP, Brasil.
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como parcelas perdidas (Pp) animais que nao mantiveram a posicao adequada para a
realizagéo do teste em tempo habil.

O resultado lido no analgesimetro foi validado apenas quando o animal
apresentasse trés marcagdes semelhantes, isto €, com diferenga entre a maior e a
menor, inferior a 6 g. A média aritmética das trés leituras validas gerou o IH (intensidade
hiperalgésica). Para as analises estatisticas e representacdes graficas foi considerada a
variagao (A) da reagao de retirada obtida pela diferenga entre a IH da medida basal —
antes da administracdo de qualquer substancia — e a IH tomada trés horas apos o
desafio (32 hora) com PGE, momento no qual este mediador quimico atinge o seu efeito
maximo (VIVANCOS, PARADA & FERREIRA, 2003).

B

Figura 1. Caixas em acrilico com compartimentos individuais: A) os ratos foram colocados em boxes
individuais para ambientarem-se durante 20 min. Abaixo do piso, em tela de arame, foi
posicionado um espelho em posigao inclinada; B) em destaque, a imagem especular
demonstrando a visdo do experimentador durante a realizacdo dos testes. Ratos Wistar,
machos, peso corporal entre 180 e 200 g.
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Figura 2. Analgesimetro digital. A ilustragdo mostra o equipamento utilizado para avaliar a hiperalgesia.
Uma ponteira de polipropileno com 0,7 mm? (1) foi fixada a um transdutor de forga (2) ligado ao
aparelho de leitura (3) que converteu a forga aplicada para valores em gramas.

O

Figura 3. Posicionamento correto para o teste. Para que a avaliagdo com analgesimetro digital pudesse
ser feita, o rato deveria estar em decubito esterno-abdominal e em estado de alerta. A ponteira
do aparelho foi aplicada entre as malhas da grade no centro da superficie plantar esquerda
(circulo em vermelho). Ratos Wistar, machos, peso corporal entre 180 e 200 g.
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2.2.2. Aplicacao dos farmacos e do estimulo hiperalgésico

Ap6s a obtencdo da medida basal, os animais foram submetidos a puncao
intratecal percutanea com agulha incorporada a seringa® de 0,3 mL entre a 52 e 62
vértebras lombares (L5 e L6) utilizando a técnica descrita por MESTRE, PELISSIE,
FIALIP et al. (1994). O posicionamento correto da agulha foi confirmado pela ocorréncia
de um movimento brusco na cauda — chicotear — (MASSONE, 2003) permitindo a
aplicacao do protocolo farmacoldgico em teste.

As doses foram calculadas a partir do peso corporal base de 200 g. Os volumes
finais de injecdo foram ajustados para 20 L utilizando-se solugao de NaCl 0,9% como
diluente.

Em cada grupo, houve um rato que recebeu solu¢do de NaCl a 0,9% por via IT
com mesmo volume final de inje¢ao (20 uL) dos outros cinco medicados e foi utilizado
para determinar se a PGE; aplicada evocava hiperalgesia. Os resultados obtidos com
os animais tratados com NaCl a 0,9% de diferentes doses de um mesmo farmaco,
balizaram os efeitos produzidos pelo medicamento em fungdo da dose administrada.
Nos graficos e analises estatisticas os ratos que serviram como controle para o
estimulo hiperalgésico aparecem representados como grupo salina.

Para determinar as poténcias relativas, 20 pyL de cada farmaco foram
administrados por via IT. Este volume final de injecdo ja havia sido descrito por outros
autores que trabalharam com ratos na mesma faixa de peso dos que foram utilizados
(CHAPLAN, MALMBERG & YAKSH, 1997; XU & YANG, 2006).

A fim de estabelecer as curvas isobol, apés a administragdo do 1° antagonista
RNMDA, foi feita nova puncéo intratecal seguida da aplicacdo do 2° tratamento. Neste
caso, foram administrados 10 uL de cada agente para que o volume final se mantivesse
inalterado entre os testes de poténcia relativa e isobolograficos.

Trinta minutos apdés o Ultimo tratamento o0s animais receberam a injecéo
intraplantar de 100 pL de PGE,* (VIVANCOS et al., 2004) na concentragdo de 1 ng/uL

pela via intraplantar no membro esquerdo. A PGE; utilizada havia sido previamente

8 Seringa BD com Agulha BD Ultra-Fine®, Becton, Dickinson and Co., Sdo Paulo — SP, Brasil.
* E, Prostaglandin, Sigma-Aldrich, Saint Louis — Missouri, USA.
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diluida em etanol e armazenada conforme as orientacdes do fabricante e rediluida, no
maximo 10 min antes do uso, em solucdo de NaCl 0,9%. A dose e volume de PGE;
empregados haviam sido testados no trabalho de VIVANCOS, VERRI JR & CUNHA

(2004) e considerados efetivos na indugcao da hiperalgesia.

2.2.3. Determinacao da poténcia relativa dos farmacos

XU & YANG (2006) descreveram a dose de 0,5 pg/g de cetamina racémica e a
de 0,05 ug/g (por via IT) de ifenprodil como analgésicas. Estas doses foram tomadas
como parametro para a elaboragao das doses testadas.

Cetamina racémica’ , cetamina R(-)®, cetamina S(+)’ e ifenprodil® foram diluidos,
quando necessario, em solugdo de NaCl a 0,9%. Cada dose calculada foi administrada
(por via IT) a cinco ratos, o sexto animal do grupo recebeu injecao (por via IT) de
solugdo de NaCl a 0,9%, conforme discriminado no item 2.2.2. O tratamento precedeu o
estimulo hiperalgésico em 30 min. As doses empregadas estao relacionadas na tabela
1.

Tabela 1. Relagdo nominal dos fa&rmacos, suas respectivas abreviaturas — convencionadas para este
experimento — e doses utilizadas na determinagédo das poténcias relativas. Os medicamentos
foram injetados por via intratecal em ratos Wistar, 30 min antes do estimulo com PGE,. O peso
corporal base considerado para o céalculo das doses foi 200 g.

FARMACOS ABREVIATURAS DOSES (pg/200g)

Cetamina racémica CET 6 20 30 60 600
Cetamina R(-) CR 20 60 200 400 600
Cetamina S(+) CSs 6 20 30 60 200

Ifenprodil IFE 0,6 2 20 60 —

® Francotar, Laboratério Virbac, Eurofarma Laboratérios Ltda., Sdo Paulo — SP, Brasil.

® Cetamina R(-), Laboratério Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., ltapira — SP, Brasil.
’ Ketamin S(+), Laboratério Cirstalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., ltapira — SP, Brasil.
® Ifenprodil Tartrate Salt, Sigma-Aldrich, Saint Louis — Missouri, USA.
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2.2.4. Determinacao das interac6es farmacoldgicas

Realizaram-se estudos isobolograficos embasados na determinacéo da poténcia
relativa dos farmacos (ltem 2.2.3). Desta forma, a dose nao efetiva (subdose) de um
agente ou sua dose efetiva, mas inferior a dose maxima (dose subliminar) foram fixadas
e administradas como pré-tratamento a subdoses e/ou doses subliminares do outro
farmaco.

Cada substancia foi diluida em solucao de NaCl a 0,9% para que a injecao fosse
de 10 uL e, desta forma, a aplicagdo dos dois agentes mantivesse 0 mesmo volume
final do usado nos testes de poténcia relativa.

Ao se testar uma interacdo farmacoldgica, administrou-se a combinagdo de
medicamentos (por via IT) a cinco ratos, o sexto animal do grupo recebeu injegdo por
via IT de solucédo de NaCl a 0,9%. O tratamento com associacao de farmacos precedeu
o estimulo hiperalgésico em 30 min. Os grupos foram identificados com as abreviaturas
dos medicamentos, seguindo a sua sequéncia de administracdo, unidas pelo sinal +
(simbolo de somacado). A dose empregada para o segundo farmaco administrado
encontra-se representada, sem a unidade de medida, apds a abreviatura da associacao
farmacologica. A tabela 2 relaciona os medicamentos utilizados com suas respectivas
abreviaturas e doses.

2.2.5. Analises estatisticas

Os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism®@®.

Fez-se uso dos testes de andlise de varidncia de uma via e o pos-teste de
comparacao multipla de colunas de Student-Newman-Keuls. O teste t (Student) foi
utilizado para confrontar resultados entre dois grupos.

As diferencas foram consideradas significativas quando p=< 0,05.

® GraphPad Prism versao 4.00, GraphPad Software, Inc — California, EUA.
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Tabela 2. Relagao nominal das combinagbes farmacoldgicas testadas com as respectivas doses (ug) e
abreviaturas convencionadas. O pré-tratamento refere-se a administragcao do farmaco cuja dose
foi mantida fixa. O tratamento consistiu na aplicacdo de doses variaveis do segundo farmaco da
associagdo. Os medicamentos foram injetados por via intratecal em ratos Wistar, 30 min antes
do estimulo com PGE,. O peso corporal base considerado para o calculo das doses foi 200 g.

~ SUBDOSES OU
ASSOCIAGOES
(Pré-tratamento Stratamento) DOSES SUBLIMINARES (ug) ABREVIATURAS
Pré-tratamento Tratamento
0,6 CET+IFE 0,6
Cetamina + ifenprodil 20
2 CET+IFE 2
6 IFE+CET 6
Ifenprodil + cetamina 0,6
20 IFE+CET 20
. . : 0,6 CR+IFE 0,6
Cetamina R(-) + ifenprodil 20
2 CR+IFE 2
) 20 IFE+CR 20
Ifenprodil + cetamina R(-) 0,6
60 IFE+CR 60
. . . 0,6 CS+IFE 0,6
Cetamina S(+) + ifenprodil 20
2 CS+IFE 2
. . 6 IFE+CS 6
Ifenprodil + cetamina S(+) 0,6
20 IFE+CS 20

CET= cetamina racémica; CR= cetamina R(-); CS= cetamina S(+); IFE= ifenprodil.

3. Resultados

3.1. Determinagao da poténcia relativa dos farmacos

As medicbes, determinadas experimentalmente com o analgesimetro digital,
representam a intensidade da hiperalgesia e foram convertidas a A (variacdo) da reacao
de retirada (g). Essas variagdes acompanhadas por suas medias aritméticas, erros
padrao e desvios padrao estao relacionados em tabelas.

As representagdes graficas, em colunas e em curvas, tiveram as doses inseridas
no eixo das abscissas e as respostas, no eixo das ordenadas. Nestas, encontram-se
também os valores médios apurados e seus respectivos erros padrao.

As curvas foram elaboradas a partir da regressao linear das doses [log (dose)].
Calculou-se as ECsy que representam a dose do farmaco que produz 50% da resposta

entre os valores maximo e minimo. A ECs esta relacionada a poténcia do farmaco.
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3.1.1. Cetamina racémica

Um animal ndo permaneceu na posi¢cao adequada para a realizagdo do teste em
tempo habil e por isso, foi considerado como parcela perdida. A partir da dose de 60 ug
alguns ratos apresentaram variagcdo na reagado de retirada inferior a zero e esta
tendéncia se confirmou com a dose de 600 pg/200 g refletindo-se na média do grupo
(Tabela 3).

O grafico em colunas (Figura 4A) demonstra que as doses superiores a 30 ug
foram efetivas, mas as respostas diferiram significativamente das de 60 pg.

Submetendo-se as doses a regressao linear (Figura 4B), alcancou-se log ECs
de 1,538 ng/200 g correspondendo a ECsy = 34,48 ug/200 g (0,17 mg/kg).

3.1.2. Enantiomero R(-) da cetamina

Em trés ratos ndo foi possivel estabelecer a intensidade hiperalgésica visto nao
terem atendido as exigéncias para o teste. Assim, foram considerados como parcelas
perdidas (Tabela 4).

A representacao grafica em colunas (Figura 5A) evidencia que doses superiores
a 60 pg/200 g produziram efeito. A dose de 200 pg reduziu mais a intensidade
hiperalgésica que a de 60 pg, o mesmo tendo sido observado no confronto entre 400 ug
vs. 200 pg e 600 ug vs. 400 ug.

Apoés a regressao linear das doses (Figura 5B), foi precisado log ECsy de 2,087
ng/200 g correspondendo a ECsp = 122,3 ug/200 g (0,61 mg/kg).

3.1.3. Enantiomero S(+) da cetamina

Como anteriormente descrito, as variagdes nas reacdes de retirada (g) suas

médias, erros padrao e desvios padrdo estdo apresentados na tabela 5.
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Doses acima de 20 pg/200 g foram anti-hiperalgésicas tendo havido diferenga
significativa entre os efeitos produzidos por 30 pg vs. 20 pg e 60 pg vs. 30 pg. Alguns
animais tratados com 200 pg demonstraram variagcbes nas reacOes de retirada
inferiores a zero, mas o achado néo se confirmou nos demais (Figura 6A).

As doses foram convertidas por regressado linear (Figura 6B). O log ECso
calculado foi 1,254 ug/200 g correspondendo a ECsp = 17,96 ug/200 g (0,09 mg/kg).

3.1.4. Ifenprodil

Os resultados (g) foram apresentados na tabela 6.

O grafico em colunas (Figura 7A) demonstra que doses superiores a 2 ug/200 g
foram eficazes na reducao da hiperalgesia. As doses de 20 pug e de 2 pg produziram
efeitos de intensidade significativamente diferentes. Em alguns casos, o farmaco
mostrou-se analgésico entretanto, este achado nao se refletiu nas médias dos grupos
(20 e 60 pQ).

Apb6s a regressao linear das doses (Figura 7B), foi encontrado log ECsy de
0,3087 ug/200 g correspondendo a ECso = 2,035 ug/200 g (0,01 mg/kg).
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Tabela 3. Variacido (A) das reagdes de retirada (g) em resposta as administracdes de cinco doses, por via
IT (intratecal), de 20 yL de CET (cetamina racémica), 30 min antes do estimulo hiperalgésico
com PGE, (100 ng em 100 pL, por via intraplantar). No grupo salina aplicou-se 20 uL (por via
IT) de solugdo NaCl a 0,9%. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos. As doses
foram calculadas a partir do peso corporal base de 200 g.

GRUPOS Salina CET
DOSES 20 uL 6 ug 20 ug 30 ug 60 ug 600 ug
16,28 12,72 11,98 11,20 -3,78 -2,67
14,81 16,41 17,73 6,12 4,01 -2,48
A da reagao de
) 14,22 12,10 11,41 5,78 1,97 2,56
retirada (g)
17,79 18,86 16,63 9,45 -0,78 -4,52
14,63 12,10 12,28 Pp 3,29 -2,72
n 5 5 5 4 5 5
Médias 15,55 14,44 14,01 8,138 0,942 -1,966
Desvios Padrao 1,476 3,055 2,94 2,629 3,211 2,662
Erros Padrao 0,6601 1,366 1,315 1,314 1,436 1,19

CET= cetamina racémica; n= tamanho da amostra; Pp = parcela perdida; A= variacao.

A
18+
ma 15__'I'_
5=
&S 124
50 a
3 6
® o
T @ 3 b
T O
T ®©
29—) T T T T ,_-!—_l \C
23 3 Salina® 20 30 60 ITI
=< 600
-6_

CET (ng/animal)

a= 30 vs. salina (p< 0,01)
b= 60 vs. 30 (p< 0,001)
c= 600 vs. 30 (p< 0,001)

Intensidade hiperalgésica
A da reagéo de retirada (g)

CET [log (ng/ animal)]

Figura 4 . Graficos dose vs. resposta para CET (cetamina racémica). Os valores representam as médias
aritméticas com seus respectivos erros padrdo: A) na representacdo em colunas, as doses
superiores a 30 pg foram anti-hiperalgésicas e a de 600 pg foi analgésica; houve diferenca
significativa entre os efeitos produzidos a partir de 60 pg confrontados com os obtidos por 30
Mg.; B) a curva, calculada por regressdo linear das doses, demonstra os valores médios
encontrados confrontados com os intervalos de confianga (95%). Ratos machos da linhagem
Wistar. Peso corporal base: 200 g.
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Tabela 4. Variagdo (A) das reacdes de retirada (g) em respostas as administragées de cinco doses por
via IT (intratecal) de 20 yL de CR [cetamina R(-)], 30 min antes do estimulo hiperalgésico com
PGE, (100 ng em 100 puL, por via intraplantar). No grupo salina aplicou-se 20 uL (por via IT) de
solugdo NaCl a 0,9%. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos. As doses foram
calculadas a partir do peso corporal base de 200 g.

GRUPOS Salina CR
DOSES 20 uL 20 ug 60 ug 200 ug 400 g 600 pg
17,09 14,38 12,61 11,43 5,62 4,33
16,21 15,73 12,76 7,36 7,37 4,02
A da reagao de
. 14,93 15,56 13,37 9,11 7,23 4,76
retirada (g)
16,87 16,41 11,01 7,56 7,35 4,63
17,27 17,16 Pp Pp Pp 3,16
n 5 5 4 4 4 5
Médias 16,47 15,85 12,44 8,865 6,893 4,180
Desvios Padrao 0,9518 1,036 1,007 1,880 0,8506 0,6378
Erros Padrao 0,4256 0,4631 0,5034 0,9402 0,4253 0,2853

CR= cetamina R(-); n= tamanho da amostra; Pp= parcela perdida; A= variagao.

Intensidade hiperalgésica
A da reagao de retirada (g)
©
1

a= 60 vs. salina (p< 0,001)

T T T T T T
Salina 20 60 200 400 600

CR (ug/ animal)

b= 200 vs. 60 (p< 0,001)
c= 400 vs. 200 (p< 0,05)
d= 600 vs. 400 (p< 0,01)

Intensidade hiperalgésica
A da reagéo de retirada (g)

18+

154

124

CR [log (u1g/ animal)]

Figura 5. Graficos dose vs. resposta para CR. Os valores representam as médias aritméticas com seus
respectivos erros padrao: A) na representagcdo em colunas, as doses superiores a 60 ug foram
efetivas tendo havido diferenga significativa entre os efeitos produzidos por 200 pg vs. 60 ug,
400 pg vs. 200 ug e 600 pg vs. 400 pg; B) a curva, obtida a partir da regressao linear das
doses, demonstra os valores médios encontrados confrontados com os intervalos de confianga
(95%). Ratos machos da linhagem Wistar. Peso corporal base: 200 g.
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Tabela 5. Variacédo (A) das reagdes de retirada (g) em resposta as administracdes de cinco doses, por via
IT (intratecal), de 20 yL de CS [cetamina S(+)], 30 min antes do estimulo hiperalgésico com
PGE, (100 ng, 100 uL, por via intraplantar). No grupo salina aplicou-se 20 pL (por via IT) de
solugdo NaCl a 0,9%. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos. As doses foram
calculadas a partir do peso corporal base de 200 g.

GRUPOS Salina CS
DOSES 20 uL 6 ug 20 ug 30 ug 60 ug 200 ug
17,55 9,15 12,05 8,47 3,57 -0,12
B 16,35 18,78 12,84 5,86 0,66 -0,19
A da reagao de
, 13,91 16,69 9,09 8,85 3,82 0,12
retirada (g)
13,36 17,69 11,40 5,15 1,93 1,01
20,53 14,89 8,44 7,01 3,09 0,54
n 5 5 5 5 5 5
Médias 16,34 15,44 10,76 7,068 2,614 0,2720
Desvios Padrédo 2,907 3,796 1,909 1,603 1,312 0,5017
Erros Padrao 1,3 1,698 0,8536 0,717 0,5866 0,2244

CS= cetamina S(+); n= tamanho da amostra; A= variacao.
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GCJ o] C < ©
€ 2 3 < 5
- d
0+ T T T 1
Salina 6 20 30 60 200 0 1 2 3
CS (ng/ animal) CS [log(ug/ animal)]

a= 20 vs. salina (p< 0,01)
b= 30 vs. 20 (p< 0,05)
c=60 vs. 30 (p< 0,01)
d= 200 vs. 30 (p< 0,001)

Figura 6. Gréficos dose vs. resposta para CS. Os valores representam as médias aritméticas com seus
respectivos erros padrao: A) na representacdo em colunas, as doses superiores a 20 ug foram
efetivas tendo havido diferenc¢a significativa entre os efeitos produzidos por 30 pg vs. 20 ug e 60
pg vs. 30 ug; B) a curva, obtida a partir da regressao linear das doses, demonstra os valores
médios encontrados confrontados com os intervalos de confianga (95%). Ratos machos da
linhagem Wistar. Peso corporal base: 200 g.
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Tabela 6. Variagcao (A) das reacoes de retirada (g) em resposta as administragdes de quatro doses, por
via IT (intratecal), de 20 uL de IFE (ifenprodil), 30 min antes do estimulo hiperalgésico com
PGE, (100 ng, 100 pL). No grupo salina aplicou-se 20 pL (por via IT) de solugdo NaCl a 0,9%.
Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos. As doses foram calculadas a partir do peso
corporal base de 200 g.

GRUPOS Salina IFE
DOSES 20 uL 0,6 ug 2 ug 20 ug 60 ug
16,18 9,58 5,67 1,17 1,64
15,32 14,51 8,67 -2,25 2,31
A da reacao de
, 13,30 15,35 6,92 0,90 0,49
retirada (g)
12,35 14,62 9,55 3,68 1,34
12,54 14,63 7,11 3,60 -0,10
n 5 5 5 5 5
Médias 13,94 13,74 7,584 1,420 1,136
Desvios Padrao 1,719 2,348 1,531 2,432 0,9512
Erros Padrao 0,7688 1,05 0,6846 1,088 0,4254

IFE= ifenprodil; n=tamanho da amostra; A= variagao.
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a= 2 vs. salina (p< 0,001)
b= 20 vs. 2 (p< 0,001)
c=60vs. 2 (p< 0,001)

Figura 7. Graficos dose vs. resposta para ifenprodil. Os valores representam as médias aritméticas com
seus respectivos erros padrao: A) na representagdo em colunas, as doses superiores a 2 ug
foram efetivas tendo havido diferenga significativa entre os efeitos produzidos por 20 pg vs. 2
ug; B) a curva, obtida a partir da regressao linear das doses, demonstra os valores médios
encontrados confrontados com os intervalos de confianga (95%). Ratos machos da linhagem
Wistar. Peso corporal base: 200 g.
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3.2. Isobologramas

Os estudos de poténcia relativa embasaram os isobologramas. As subdoses e as
doses subliminares foram selecionadas.

Os deltas das reagbes de retirada (g) estdo apresentados em tabelas e foram
utilizados na elaboracao de gréaficos dose (eixo das abscissas) vs. resposta (eixo das
ordenadas). As colunas denotam valores absolutos ou percentuais, conforme a
representacao grafica.

Objetivando-se quantificar a inibicdo da hiperalgesia promovida pelos farmacos
os valores das reagbes de retirada foram convertidos em valores percentuais conforme
a férmula abaixo:

D= 100% de hiperalgesia - C%

Para tanto, considerou-se que o grupo salina de cada isobolograma apresentou
reacOes de retirada (A) que correspondem a 100% de hiperalgesia. Os grupos tratados
com os farmacos em teste tiveram suas respostas (B) convertidas em percentual
hiperalgésico, por meio de regra de trés, seguindo o seguinte principio: se o valor (A)
representa 100% de hiperalgesia o valor (B) corresponde entdo a (C%) de hiperalgesia.
Por fim, subtraindo-se 100% de hiperalgesia do valor percentual de cada grupo (C%)
chegou-se ao percentual de inibigdo hiperalgésica para este grupo (D), valor que figura
nos graficos.

3.2.1. Interacao farmacolégica entre cetamina racémica e ifenprodil

3.2.1.1. Pré-tratamento com cetamina racémica

As respostas (g) aos tratamentos preventivos ao estimulo hiperalgésico
encontram-se na tabela 7.

Uma dose néo efetiva de CET (20 ug/200 g) modificou significativamente o efeito
produzido pelas doses de 0,6 ug e 2 ug/200 g de IFE. Um gréfico (Figura 8) expressa a
acao sinérgica da associagdo de CET com IFE para o efeito anti-hiperalgésico. A
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comparagao entre os tratamentos associados (CET+IFE 0,6 vs. CET+IFE 2) também
apresentou respostas significativamente diferentes.

Os valores convertidos em percentuais de inibicdo hiperalgésica (Tabela 8)
demonstram que a soma da inibicdo conseguida com os farmacos isolados € inferior a
promovida pela combinacdo destes, configurando potencializagdo. Este achado esta

representado na figura 9.

3.2.1.2. Pré-tratamento com ifenprodil

Os resultados (g) dos tratamentos preventivos ao estimulo hiperalgésico
encontram-se na tabela 9.

Ao administrarem-se subdoses de CET (6 pug e 20 ug) apés uma dose fixa nao
efetiva de IFE (0,6 pug/200 g) os deltas das reagdes de retirada (g) apresentaram-se
significativamente diferentes entre os grupos CET (6 ug) vs. IFE+CET 6 e grupos CET
(20 ug) vs. IFE+CET 20 conforme ilustrado na figura 10. O tratamento IFE+CET 20 foi
mais efetivo que o IFE+CET 6.

Os resultados em percentual de inibicado hiperalgésica foram relacionados na
tabela 10. O efeito obtido pelos tratamentos associados supera a soma dos efeitos
conseguidos com os farmacos isolados (Figura 11).
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Tabela 7. Variagao (A) das reacgOes de retirada (g) em resposta as administracdes de cetamina recémica
(20 pg), ifenprodil (0,6 e 2 ug) e suas associagdes. No grupo salina aplicou-se solugao NaCl a
0,9%. O volume final de injegcéo, por via intratecal, foi ajustado para 20 pL. A PGE, (100 ng em
100 pL, por via intraplantar) foi aplicada 30 min apds o Ultimo tratamento. Foram utilizados ratos
da linhagem Wistar, machos. Peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Controle Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS Salina CET IFE CET+IFE 0,6 CET+IFE 2
DOSES 20 uL 20 ug 0,6 ng 2 ug 20ug+0,6 ug 20 g +2 g
12,02 11,98 9,58 5,67 4,87 2,94
13,63 17,73 14,51 8,67 4,74 1,30
A dareagao de
. 15,89 11,41 15,35 6,92 2,20 0,75
retirada (g)
14,66 16,63 14,62 9,55 8,76 3,81
— 12,28 14,63 7,11 4,50 1,04
n 4 5 5 5 5 5
Médias 14,05 14,01 13,74 7,584 5,014 1,968
Desvios Padrao 1,639 2,94 2,348 1,531 2,362 1,335
Erros Padrao 0,8193 1,315 1,056 0,6846 1,056 0,597

CET= cetamina racémica; IFE= ifenprodil; n= tamanho da amostra; A= variagéo.
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A da reacéo de retirada (g)
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a= CET+IFE 0,6 vs. IFE 0,6 (p< 0,001)
b= CET+IFE 2 vs. IFE 2 (p< 0,01)
c= CET+IFE 2 vs. CET+IFE 0,6 (p< 0,05)

Figura 8. Isobolograma CET+IFE. Uma dose nao efetiva de CET (20 ug) foi empregada como pré-
tratamento a duas doses de IFE (0,6 e 2 ug). A subdose de IFE tornou-se efetiva ap6s o uso de
CET e a dose subliminar, teve seu efeito melhorado. A associagao farmacol6égica demonstrou
ser sinérgica. Farmacos aplicados por via IT, 30 min antes do estimulo hiperalgésico (PGE,,
100 ng em 100 L por via intraplantar). Ratos Wistar machos. Peso corporal base: 200 g.
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Tabela 8. Respostas — em % de inibicdo hiperalgésica — as administragdes, por via intratecal, de
cetamina racémica (20 ug), ifenprodil (0,6 e 2 pg) e suas associagdes. Ratos da linhagem
Wistar, machos, peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS CET IFE CET+IFE 0,6 CET+IFE 2
DOSES 20 ug 0,6 ng 2 ug 20 ug + 0,6 pg 20 ug + 2 ug
Inibigao hiperalgésica 0,31% 2,22% 46,02% 64,31% 85,99%

CET= cetamina racémica; IFE= ifenprodil.

1001 7 =2 CET (20 nug)
g 90 2 IFE (0,6 ug)
§ 80 C— CET (20 ug) + IFE (0,6 pg)
w /0 N FE (2 ug)
3 60 BN CET (20 pg) + IFE (2 pg)
< 50
o
S, 40
2 30
o 20
©
¥ 10
0 e

Figura 9. Representagao grafica, em valores percentuais, do isobolograma CET+IFE. Cinco tratamentos
sao confrontados. Ao se somar a inibigdo percentual promovida pelos agentes usados de forma
isolada constata-se que sua associacdo produz efeito superior. Ratos da linhagem Wistar,
machos, peso corporal base: 200 g.
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Tabela 9. Variagao (A) das reagdes de retirada (g) em resposta as administragdes de ifenprodil (0,6 ug),
cetamina racémica (6 e 20 ug) e suas associagcdes. No grupo salina aplicou-se solugdo NaCl a
0,9%. O volume final de injegao, por via intratecal, foi ajustado para 20 pL. A PGE, (100 ng em
100 pL, por via intraplantar) foi aplicada 30 min apds o Ultimo tratamento. Foram utilizados ratos
da linhagem Wistar, machos. Peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Controle Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS Salina IFE CET IFE+CET 6 IFE+CET 20
DOSES 20 uL 0,6 ug 6 ug 20 ug 06ug+6pug 0,6 ug + 20 ug
12,02 9,58 12,72 11,98 6,94 2,42
B 13,63 14,51 16,41 17,73 8,28 1,24
A dareacgao de
) 15,89 15,35 12,10 11,41 6,81 2,97
retirada (g)
14,66 14,62 18,86 16,63 4,11 2,45
— 14,63 12,10 12,28 7,04 0,06
n 4 5 5 5 5 5
Médias 14,05 13,74 14,44 14,01 6,636 1,828
Desvios Padrao 1,639 2,348 3,055 2,94 1,53 1,174
Erros Padrao 0,8193 1,05 1,366 1,315 0,6844 0,525

CET= cetamina racémica; IFE= ifenprodil; n= tamanho da amostra; A= variagéo.
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C— IFE (0,6 pg) + CET (6 pg)
B CET (20 pug)

B FE (0,6 ug) + CET (20 pg)
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a= IFE+CET 6 vs. CET 6 ( p< 0,001)
b= IFE+CET 20 vs. CET 20 (p< 0,001)
c= IFE+CET 20 vs. IFE+CET 6 (p< 0,01)

Figura 10. Isobolograma IFE+CET. Uma dose nao efetiva de IFE (0,6 ug) foi utilizada como pré-
tratamento a duas doses de CET (6 e 20 ug). As subdoses de CET tornaram-se efetivas apds
o uso de IFE. A associagao farmacolégica demonstrou ser de sinergismo. Farmacos aplicados
por via IT, 30 min antes do estimulo hiperalgésico (PGE,, 100 ng em 100 uL por via
intraplantar). Ratos Wistar machos. Peso corporal base: 200 g.
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Tabela 10. Respostas — em % de inibicao hiperalgésica — as administragdes, por via intratecal, de
ifenprodil (0,6 pg), cetamina racémica (6 e 20 pg) e suas associagdes. Ratos da linhagem
Wistar, machos, peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS IFE CET IFE+CET 6 IFE+CET 20
DOSES 0,6 ug 6 ug 20 ug 0,6 ug + 6 ug 0,6 ug + 20 pg
Inibigao hiperalgésica 2,22 % 0,0 % 0,31 % 52,77 % 86,9 %

CET= cetamina racémica; IFE= ifenprodil.

100 C—1IFE (0,6 ug)
3 90 == CET (6 ng)
n -
3 38 | E==1IFE (0,6 ug) + CET (6 nug)
S 50 | —CET (20 pg)
Q.
£ 5 | = FE (0,6 pug) + CET (20 pg)
(@]
g :
2 30 -
o 20 —
©
R 10 -

0 I -

Figura 11. Representacao grafica, em valores percentuais, do isobolograma IFE+CET. Cinco tratamentos
sao confrontados. Ao se somar a inibicao percentual promovida pelos agentes usados de forma
isolada constata-se que sua associagdo produz efeito superior. Ratos da linhagem Wistar,
machos, peso corporal base: 200 g.
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3.2.2. Interacao farmacoldgica entre cetamina R(-) e ifenprodil

3.2.2.1. Pré-tratamento com cetamina R(-)

Um animal ndo atendeu aos requisitos para o teste e foi considerado como
parcela perdida.

A aplicagéo prévia de cetamina R(-) (20 pg) ndo modificou significativamente o
efeito das doses de 0,6 ug e 2 ug de ifenprodil. Os valores dos deltas das reacdes de
retirada (g) estdo na tabela 11 e o grafico em colunas (Figura 12) aponta a proximidade

entre os efeitos dos farmacos usados isoladamente ou de forma combinada.

3.2.2.2. Pré-tratamento com ifenprodil

Em oposi¢cao ao anteriormente observado, o tratamento com ifenprodil (0,6 pg)
modificou o efeito das subdoses (6 e 20 pg) da cetamina R(-). Os resultados estao
listados na tabela 12 e ilustrados na figura 13. O aumento da dose de cetamina R(-)
intensificou o efeito inibitdrio do tratamento associado.

A inibicao percentual promovida pelos agentes isolados ou em associacao consta
na tabela 13. Observando-se a inibicdo produzida pelos farmacos usados em
combinag&o nota-se um valor superior a soma dos efeitos isolados (Figura 14).
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Tabela 11. Variagao (A) das reagdes de retirada (g) em resposta as administragées de 20 g de cetamina
R(-), ifenprodil (0,6 e 2 ug) e suas associagdes. No grupo salina aplicou-se solugao NaCl a
0,9%. O volume final de injegdo, por via intratecal, foi ajustado para 20 pL. O estimulo
hiperalgésico aplicado foi uma injecdo intraplantar de PGE, (100 ng em 100 pL, por via
intraplantar). Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos. Peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Controle Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS Salina CR IFE CR+IFE 0,6 CR+IFE 2
DOSES 20 uL 20 ug 0,6 ng 2 ug 20ug+0,6 ug 20 g +2 g
12,94 14,38 9,58 5,67 11,18 3,36
14,70 15,73 14,51 8,67 14,72 8,50
A dareacgao de
) 16,93 15,56 15,35 6,92 14,04 7,24
retirada (g)
18,09 16,41 14,62 9,55 11,563 5,77
— 17,16 14,63 7,11 Pp 6,39
n 4 5 5 5 4 5
Médias 15,67 15,85 13,74 7,584 12,87 6,252
Desvios Padrao 2,298 1,036 2,348 1,531 1,774 1,913
Erros Padrao 1,149 0,4631 1,05 0,6846 0,8871 0,5909

CR= cetamina R(-); IFE= ifenprodil; Pp= parcela perdida; n= tamanho da amostra; A= variagao.
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Figura 12. Isobolograma CR+IFE. Uma dose nao efetiva de CR (20 ug) foi utilizada como pré-tratamento
a duas doses de IFE (0,6 e 2 ug). Nao houve diferengca entre os tratamentos com farmacos
utilizados isoladamente ou em associagdo. Farmacos aplicados por via IT, 30 min antes do
estimulo hiperalgésico (PGE,, 100 ng em 100 uL por via intraplantar). Ratos Wistar machos.
Peso corporal base: 200 g.
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Tabela 12. Variacdo (A) das reacOes de retirada (g) em resposta as administracdes de ifenprodil (0,6 pug),
forma R(-) da cetamina (6 e 20 ug) e suas associagdes. No grupo salina aplicou-se solugao
NaCl a 0,9%. O volume final de injecao, por via intratecal, foi ajustado para 20 pL. O estimulo
hiperalgésico aplicado foi uma injecdo intraplantar de PGE, (100 ng em 100 pL, por via
intraplantar). Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos. Peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Controle

Farmacos isolados

Farmacos associados

GRUPOS Salina IFE CR IFE+CR 20 IFE+CR 60
DOSES 20 uL 0,6 ug 20 ug 60 ug 0,6 ug+20pug 0,6 ug + 60 pg
12,94 9,58 14,38 12,61 9,71 3,72
14,70 14,51 15,73 12,76 8,86 6,32
A da reagao de
, 16,93 15,35 15,56 13,37 9,62 3,81
retirada (@)
18,09 14,62 16,41 11,01 11,66 2,00
— 14,63 17,16 Pp 9,19 3,22
n 4 5 5 4 5 5
Médias 15,67 13,74 15,85 12,44 9,808 3,814
Desvios Padrédo 2,298 2,348 1,036 1,007 1,09 1,576
Erros Padrdo 0,4631 1,05 0,4631 0,5034 0,4876 0,7047

CR= cetamina R(-); IFE= ifenprodil; n= tamanho da amostra; Pp = parcela perdida; A= variacao.
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[ Salina
I IFE (0,6 pg)
E—1CR (20 ug)

C—IFE (0,6 ug) + CR (20 ug)
I CR (60 ug)
B |FE (0,6 ug) + CR (60 pug)

a= IFE+CR 20 vs. CR 20 (p< 0,001)
b= IFE+CR 60 vs. CR 60 (p< 0,001)
c= IFE+CR 60 vs. IFE+CR 20 (p< 0,001)

Figura 13. Isobolograma IFE+CR. Uma dose nao efetiva de IFE (0,6 ug) foi utilizada como pré-tratamento
a duas doses de CR (20 e 60 ug). A subdose de IFE tornou efetivas as doses de CR. A
associacao farmacoldgica demonstrou ser de sinergismo. Farmacos aplicados por via IT, 30
min antes do estimulo hiperalgésico (PGE,, 100 ng em 100 pL por via intraplantar). Ratos
Wistar machos. Peso corporal base: 200 g.
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Tabela 13. Respostas — em % de inibicdo hiperalgésica — as administragdes, por via intratecal, de
ifenprodil (0,6 ug), forma R(-) da cetamina (20 e 60 ug) e suas associagdes. Ratos da linhagem
Wistar, machos, peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS IFE CR IFE+CR 20 CET+IFE 60
DOSES 0,6 ug 20 pg 60 ug 0,6 ug + 20 ug 0,6 ug + 60 ug
Inibigao hiperalgésica 12,3 % 0% 20,6 % 37,41 % 75,66 %

CR= cetamina R(-); IFE= ifenprodil.

100 7 =3 IFE (0,6 ug)
8 90 =3 CR (20 pg)
n
S 38 C—IIFE (0,6 ug) + CR (20 nug)
5 60 - CR (60 1g)
Q.
Z 5 B |FE (0,6 pg) + CR (60 pg)
o
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Figura 14. Representagdo gréafica, em valores percentuais, do isobolograma IFE+CR. Cinco tratamentos
sdo confrontados. Ao se somar a inibicdo percentual promovida pelos agentes usados de forma
isolada constata-se que sua associagdo produz efeito superior. Ratos da linhagem Wistar,
machos, peso corporal base: 200 g.

3.2.3. Interacao farmacolodgica entre cetamina S(+) e ifenprodil
3.2.3.1. Pré-tratamento com cetamina S(+)
A dose subliminar de cetamina S(+) (20 pg) tornou efetiva a dose de 0,6 ug de

ifenprodil e melhorou a acdo da dose de 2 ug. Os deltas das reacdes de retirada

(Tabela 14) foram ilustrados num grafico em colunas (Figura 15) que demonstra a
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redugao da intensidade hiperalgésica apds a associagao de 20 pug de cetamina S(+)
com as duas doses de ifenprodil (0,6 e 2 ug).

Os resultados da comparacao entre a inibicdo percentual promovida pelos
agentes usados de forma isolada ou associada (Tabela 15) estao ilustrados em gréfico

(Figura 16). A associagdao CS+IFE 0,6 demonstrou potencializa¢ao entre os farmacos

3.2.3.2. Pré-tratamento com ifenprodil

As respostas aos tratamentos com farmacos isolados ou combinados foram
tabulados (Tabela 16) e representados em graficos.

Ao administrarem-se 20 ug e 60 pug de cetamina S(+) apds uma dose fixa nao
efetiva de ifenprodil (0,6 pg/200 g) os deltas das reagdes de retirada (g) (Figura 17)
apresentaram-se significativamente diferentes entre as comparagdes dos grupos CS 20
vs. CS+IFE 20 e grupos CS 60 vs. CS+IFE.

Os resultados do percentual de inibicdo hiperalgésica (Tabela 17) estao
ilustrados no gréafico (Figura 18) que demonstra o quanto, percentualmente, os
tratamentos com ifenprodil seguido por cetamina S(+) foram capazes de inibir a
resposta hiperalgésica em comparagao com o uso independente dos dois farmacos. A
soma dos efeitos isolados € menor que o efeito combinado, denotando potencializagéo.
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Tabela 14. Variacéo (A) das reacdes de retirada (g) em resposta as administracées de 20 ug de cetamina
S(+), ifenprodil (0,6 e 2 ug) e suas associacdes. No grupo salina aplicou-se solugdo NaCl a
0,9%. O volume final de injecdo, por via intratecal, foi ajustado para 20 pL. O estimulo
hiperalgésico aplicado foi uma injecdo intraplantar de PGE, (100 ng em 100 pL, por via
intraplantar). Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos. Peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Controle Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS Salina CS IFE CS+IFE 0,6 CS+IFE 2
DOSES 20 uL 20 ug 0,6 ug 2 ug 20ug+0,6 g  20pg +2ug
20,92 12,05 9,58 5,67 1,59 0,95
19,33 12,84 14,51 8,67 6,78 0,55
A da reacao de
, 19,03 9,09 15,35 6,92 6,51 3,35
retirada (g)
15,70 11,40 14,62 9,55 5,47 3,62
— 8,44 14,63 7,11 Pp 0,52
n 4 5 5 5 4 5
Médias 18,75 10,76 13,74 7,584 5,088 1,798
Desvios Padrao 2,193 1,909 2,348 1,531 2,399 1,552
Erros Padrao 1,096 0,8536 1,05 0,6846 1,2 0,6942

CS= cetamina S(+); IFE= ifenprodil; n= tamanho da amostra; Pp= parcela perdida; A= variagao.
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a= CS+IFE 0,6 vs. IFE 0,6 (p< 0,001)
b= CS+IFE 2 vs. IFE 2 (p< 0,001)
c= CS+IFE 2 vs. CS+IFE 0,6 (p< 0,05)

Figura 15. Isobolograma CS+IFE. A dose aplicada de CS (20 ug) foi utilizada como pré-tratamento a duas
doses de IFE (0,6 e 2 pg) potencializando a agédo destas. A associacdo farmacolégica
demonstrou ser de sinergismo. Farmacos aplicados por via IT, 30 min antes do estimulo
hiperalgésico (PGE,, 100 ng em 100 pL por via intraplantar). Ratos Wistar machos. Peso
corporal base: 200 g.



53

Tabela 15. Respostas — em % de inibicdo hiperalgésica — as administragdes, por via intratecal, da forma
S(+) da cetamina (20 pug), ifenprodil (0,6 e 2 pg) e suas associagdes. Ratos da linhagem Wistar,
machos, peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS CS IFE CS+IFE 0,6 CS+IFE 2
DOSES 20 ug 0,6 ug 2 ug 20 ug + 0,6 ug 20 ug + 2 ug
Inibigao hiperalgésica 42,61 % 26,72 % 59,55 % 72,86 % 90,41 %

CS= cetamina S(+); IFE= ifenprodil

100F 7 C=3CS (20 pg)
g 90 I IFE (0,6
S 1 CS (20 pg) + IFE (0,6 ug)
S 50 B |FE (2 ug)
] BN CS (20ug) + IFE (2 pg)
S 50
g 4o
= 30
% 20~
2 10F
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Figura 16. Representagéo gréfica, em valores percentuais, do isobolograma CS+IFE. Cinco tratamentos
sao confrontados. Ao se somar a inibigao percentual promovida por CS 20 e IFE 0,6 constata-
se que sua associag¢ao produz efeito superior a soma dos efeitos isolados. Ratos da linhagem
Wistar, machos, peso corporal base: 200 g
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Tabela 16. Variacdo (A) das reacOes de retirada (g) em resposta as administracdes de ifenprodil (0,6 pug),
de 6 e 20 pg de cetamina S(+) e suas associacdes. No grupo salina aplicou-se solugdo NaCl a
0,9%. O volume final de injegdo, por via intratecal, foi ajustado para 20 pL. O estimulo
hiperalgésico aplicado foi uma injecdo intraplantar de PGE, (100 ng em 100 pL, por via
intraplantar). Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos. Peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Controle Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS Salina IFE CS IFE+CS 6 IFE+CS 20
DOSES 20 uL 0,6 ug 6 ug 20 ug 06pug+6png 0,6 ug+20pug
20,92 9,58 9,15 12,05 11,80 6,78
19,33 14,51 18,78 12,84 6,85 0,39
A da reacao de
, 19,03 15,35 16,69 9,09 8,11 0,69
retirada (g)
15,70 14,62 17,69 11,40 7,66 9,54
— 14,63 14,89 8,44 14,04 7,40
n 4 5 5 5 5 5
Médias 18,75 13,74 15,44 10,76 9,692 4,96
Desvios Padrao 2,193 2,348 3,796 1,909 3,085 4,164
Erros Padrao 1,096 1,05 1,698 0,8536 1,379 4,862

CS= cetamina S(+); IFE= ifenprodil; n= tamanho da amostra; A= variacao.
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A da reacao de retirada (g)
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a= IFE+CS 6 vs. CS 6 ( p< 0,05)

b= IFE+CS 20 vs. CS 20 ( p< 0,05)

1 Salina
C—= IFE (0,6 pg)
E=—1CS (6 ng)

C—IFE (0,6 pug) + CS (6 ug)
I CS (20 ug)
E |FE (0,6 pg) + CS (20 ug)

c= IFE+CS 20 vs. IFE+CS 6 (p< 0,05)

Figura 17. Isobolograma IFE+CS. Uma dose nao efetiva de IFE (0,6 ug) foi utilizada como preé-tratamento
a duas doses de CS (6 e 20 pg). A subdose de CS tornou-se efetiva apds o uso de IFE e a
dose subliminar teve seu efeito melhorado. A associagdo farmacolégica demonstrou ser de
sinergismo. Farmacos aplicados por via IT, 30 min antes do estimulo hiperalgésico (PGE,, 100
ng em 100 pL por via intraplantar). Ratos Wistar machos. Peso corporal base: 200 g.



55

Tabela 17. Respostas — em % de inibicdo hiperalgésica — as administragdes, por via intratecal, de
ifenprodil (0,6 pg), forma S(+) da cetamina (20 e 60 ug) e suas associagdes. Ratos da linhagem
Wistar, machos, peso corporal base: 200 g.

TRATAMENTOS Farmacos isolados Farmacos associados
GRUPOS IFE CS IFE+CS 6 IFE+CS 20
DOSES 0,6 ug 6 ug 20 ug 0,6 ug + 6 ug 0,6 ug + 20 ug
Inibigao hiperalgésica 26,72 % 17,65 % 42,61 % 48,31 % 73,55 %

CS= cetamina S(+); IFE= ifenprodil

100F 7 C=ZIFE (0,6 pg)
g 9 =3CS (6 ug)
8 80 B (FE (0,6 pg) + CS (6 ug)
© Zg CICS (20 pg)
(0]
o BN |FE (0,6 pug) + CS (20
2 (0,6 ng) (20 ug)
[e]
'S 40
g 30
o 20
©
¥ 10~ e
0

Figura 18. Representacao grafica, em valores percentuais, do isobolograma IFE+CS. Cinco tratamentos
sdo confrontados. Ao se somar a inibicdo percentual promovida pelos agentes usados de forma
isolada constata-se que sua associagdo produz efeito superior. Ratos da linhagem Wistar,
machos, peso corporal base: 200 g.

3.2.4. Comparacao entre isobologramas

Foram comparadas as mesmas doses administradas variando a ordem de
administracao dos medicamentos.

Os grupos CET+IFE 0,6 e IFE+CET 20 (Figura 19A) apresentaram percentuais
de inibicdo da hiperalgesia iguais a 86,9% e 64,31%, respectivamente (Figura 19B)
tendo havido diferencga significativa entre estes. O mesmo foi observado na comparagao
entre CR+IFE 0,6 vs. IFE+CR 20 cujos percentuais foram, em sequéncia, 17,87% e
34,41% (Figura 20).

Confrontando-se os isobologramas CS+IFE 0,6 vs. IFE+CS 20 houve diferenca
de 0,69 pontos percentuais sem significado estatistico (Figura 21).
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a= IFE+CET 20 vs. CET+IFE 0,6 (p< 0,05)
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= CET (20 pg) + IFE (0,6 ug)
B [FE (0,6 pug) + CET (20 ug)

Figura 19. Comparacao entre a administragao prévia de CET ou de IFE: A) o uso de IFE seguido por CET
foi significativamente melhor que o inverso, B) apresentando diferenga de 22,59% na inibigcao
hiperalgésica. Ratos da linhagem Wistar, machos, peso corporal base: 200 g.

A "I CR (20 pg) + IFE (0,6 ng) B

I FE (0,6 ug) + CR (20 png) 100
T

Intensidade hiperalgésica
A da reacéo de retirada (g)
% de inibicdo hiperalgésica

a= IFE+CR 20 vs. CR+IFE 0,6 (p< 0,05)

I CR (20 ug) + IFE (0,6 pg)
B FE (0,6 pg) + CR (20 pg)

Figura 20. Comparacao entre a administragao prévia de CR ou de IFE: A) o uso de IFE seguido por CR
foi significativamente melhor que o inverso, B) apresentando diferenca de 19,54% na inibi¢cao
hiperalgésica. Ratos da linhagem Wistar, machos, peso corporal base: 200 g.



57

9+ =1 CS (20 pug) + IFE (0,6 pg)
g5 8 B |FE (0,6 ug) + CS (20 pg)
o © 7
>
1 Il
85 57
£ ©
O o 4_
T @
S8 39
2 O
& o 27
£° 4
<
0

Figura 21. Comparacao entre a administragédo prévia de CS ou de IFE: ndo houve diferencga significativa
entre o pré-tratamento com CS ou com IFE. Ratos da linhagem Wistar, machos, peso corporal
base: 200 g.

4. Discussao

Os RNMDAs possuem subunidades heteromultiméricas (SILVA, 2002), com
locais de interacdo para o agonista e o co-agonista e, a exemplo dos receptores
gabaérgicos, sitios modulatérios (RANG et al., 2004a). Os benzodiazepinicos
potencializam a acédo dos barbituricos (MASSONE, 2002) ao atuarem, como agonistas,
em sitios diferentes do receptor GABAA (SPINOSA & GORNIAK, 2002). ZHUO (2007)
trabalhou com antagonistas GIuUN2A e GIuN2B verificando que 0 uso combinado de
farmacos foi melhor que o isolado na inibicdo da LTP. Até o momento, nao foi
encontrada na literatura cientifica nenhuma referéncia a administracdo associada de
cetamina, seus isdmeros e ifenprodil, mas considerando-se a similaridade estrutural dos
dois receptores — RNMDAs e GABAa — € os achados de ZHUO (2007) seria razoavel
projetar como possivel uma agao sinérgica.

A comprovagao da hipétese formulada dependeu de ensaios farmacolégicos.
Definiram-se inicialmente, as relagbes dose-e-resposta. Fundamentando-se nestes
resultados, foi elaborada a segunda etapa objetivando distinguir sinergismo ou
antagonismo na relacdo entre os agentes e, em se tratando do primeiro, se haveria

adicao ou potencializacdo de efeitos. Os estudos isobolograficos sdo as ferramentas
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utilizadas para estabelecer o tipo de interagdo farmacoldgica entre agentes quimicos
(GENNINGS et al., 1990). JOO et al. (2000) construiram isobologramas para definir as
interagbes entre as associagbes de cetamina, seus enantibmeros, morfina e
dexmedetomidina assim como HORVATH et al. (2001) com relacao a cetamina S(+) e a
endomorfina-1. A importancia na distincdo entre as relagdes sinérgicas — adicdo ou
potencializacdo — é essencial visto que efeitos somatdrios indicam, via de regra, o
aumento da dose do farmaco com melhor relagédo risco-beneficio em oposicdo ao uso
combinado.

Os ratos Wistar foram selecionados para o modelo experimental por serem de
facil obtencdo, manutencdo e manipulagcdo. Ademais, PLESAN et al. (1999) ja haviam
descrito resposta a agao antagonista ao RNMDA nesta linhagem.

A inflamagédo induzida pela administracdo de substancias quimicas visando
aumentar a sensibilidade a testes de reacao de retirada foi proposta por Randall e
Selitto em 1957 (LE BARS, GOZARIU & CADDEN, 2001). A PGE; evoca reducao do
limiar hipernociceptivo (RAJA, MEYER & CAMPBELL, 1988) de longa duragao
(JESSELL & KELLY, 1991; CARVALHO, 2002) por sensibilizacdo dos nociceptores
aferentes primarios (FERREIRA, MONCADA & VANE, 1973; HYLDEN & WILCOX,
1980; TAIWO et al, 1989). O estimulo inflamatério gerado pela administragéo
intraplantar de PGE; induz hiperalgesia e libera continuamente glutamato espinhal o
qual, via RNMDAs, promove sensibilizagdo retrograda dos neurbnios sensoriais
primarios (FERREIRA & LORENZETTI, 1994). A ligacado entre aumento na acuidade da
percepcado de reacdes nocifensivas, processo inflamatorio, hiperalgesia e RNMDAs
motivaram o emprego de PGE,. A aplicacao de solugdo de NaCl a 0,9% (por via IT) e
100 ng de PGE, (100 pL, por via intraplantar) induziu, ap6s 3 h, menor tolerancia a
carga aplicada pelo analgesimetro digital em conformidade com a técnica descrita por
outros autores (VIVANCOS et al., 2004; FERRARI et al., 2007).

O assentamento das intensidades hiperalgésicas desconsiderou medicées com
diferenca, entre a maior e a menor, superior a 6 g. VIVANCOS et al. (2004) haviam
trabalhado com o limite maximo de 10 g. Entendeu-se que um maior rigor nos

parametros conduziria a resultados mais fidedignos.
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As doses testadas de cetamina racémica foram: 6 ug (0,03 pg/g), 20 pg (0,1
Ho/g), 30 pg (0,15 pg/g), 60 pg (0,3 pg/g) e 600 pg (3 ng/g). Doses superiores a 0,15
pg/g foram anti-hiperalgésicas e a de 3 ug/g, analgésica.

Ha varias referéncias descrevendo o uso de cetamina racémica em ratos para o
controle da nocicepcao induzida. ALAM SAITO & KOSAKA (1996) citaram que 4 ug/g,
por via epidural, apresentou efeito antinociceptivo. KAWAMATA et al (2000) aplicaram
500 pg por via IT em ratos que receberam estimulo algésico com carragenina
intraplantar tendo observado aumento no limiar do reflexo de retirada. A dose de 1 pg/g
(por via IT) foi administrada preventivamente ao procedimento cirdrgico por HARTRICK,
WISE & PATTERSON (1997) e por BURTON et al. (1999) em experimentos distintos.
No primeiro o desenvolvimento da hiperalgesia mecéanica foi postergada e no outro, a
inibicdo da alodinia ao frio e mecanica durou 14 dias. Considerando-se que a injecao
por via subaracnoidea utiliza 50% da dose da via epidural (SKARDA, 1999), pode-se
inferir que as doses anti-hiperalgésicas encontradas neste trabalho (0,15 a 3 ug/g)
coincidem com as descritas na literatura (1 pg/g, por via IT e 4 ug/g, por via epidural).
Além disso 600 pg promoveram média negativa da variacdo de retirada do grupo
demonstrando que a IH da 32 hora, ndo obstante o efeito da PGE,, teve valor superior a
IH basal, ou seja, a cetamina racémica também foi analgésica.

Os dois isbmeros Opticos da cetamina promoveram anti-hiperalgesia. Doses
entre 60 e 600 pug/200 g — R(-) — e 20 e 200 pg/g para a cetamina S(+) foram as
efetivas. JOO et al. (2000) testaram em ratos os estereoisdmeros da cetamina (por via
IT) e ndo observaram antinocicepcéo. Entretanto, ha descrigcdes da acao antinociceptiva
da cetamina S(+) em humanos (KOINIG, MARHOFER, KRENN et al, 2000;
MARHOFER, KRENN, PLOCHL et al., 2000; KOPPERT, DERN, SITTL et al., 2001) e
em caes (DUQUE et al., 2004). Ha que se considerar o estimulo algogénico aplicado, o
momento de administracdo do tratamento e o uso de uma uUnica dose ou de curvas
dose vs. resposta para se julgar a efetividade dos farmacos. Neste sentido, o trabalho
de KLIMSCHA et al. (1998) revelando controle da dor inflamatéria em ratos por 10, 50 e
100 pg (por via IT) de cetamina S(+) foi 0 que mais se aproximou do presente estudo.

Observou-se que a ECsy da cetamina racémica foi 3,5 vezes menor que a do

isbmero R(-) e 1,8 vezes maior que a da forma S(+). Este resultado, confirma a
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expectativa de JIMENEZ (2004) que previa uma reducdo de aproximadamente 50% da
dose efetiva da cetamina S(+) em relagdo ao racemato para a obtengdo de um mesmo
efeito analgésico. O confronto entre as ECsy dos enantibmeros revelou que a ECs, da
forma R(-) foi 6,8 vezes superior ao da cetamina S(+). Ha, na literatura, poucos estudos
comparando a poténcia relativa da cetamina e suas isoformas. Neste sentido,
OLIVEIRA et al. (2004) em trabalho de revisédo literdria descreveram que CS tem
poténcia aproximadamente quatro vezes superior a CR, mas nao se referiram ao
estimulo induzido e a resposta avaliada.

O ifenprodil foi o farmaco que controlou a hiperalgesia com o menor valor para
ECso = 0,0102 pg/g. Doses entre 0,01 e 0,3 pg/g foram efetivas. Testes em ratos
haviam comprovado sua eficacia antinociceptiva por via IP nas doses de 10 ug/g
(BOYCE et al., 1999) e 30 ug/g (KIM et al., 2007) e por via IT (20 nmol) (SAKURADA et
al., 1998). Possivelmente, o melhor desempenho do ifenprodil possa ser explicado por
sua grande afinidade pelo subtipo GIuN2B do RNMDA , entre 160 (BOYCE et al., 1999)
e 400 vezes (WILLIAMS, 1993) maior que pelo GIuN2A em contraposicao a menor
seletividade da cetamina racémica. A subunidade GIuN2B parece ter um papel
preponderante no “windup” e nos processos de plasticidade que acompanham os
estados de dor inflamatéria e neuropatica (CHIZH et al., 2001; BREW et al., 2005; KIM
et al., 2007). ZHUO (2007) constatou que as subunidades GIUN2A e GIuN2B sao
responsaveis pela maior parte das correntes excitativas pos-sinapticas mediadas pelos
RNMDAs sendo que o bloqueio promovido pelo ifenprodil as reduz quase
completamente. XU & YANG (2006) comprovaram que tanto a cetamina racémica (0,5
Hg/g, por via IT) quanto o ifenprodil (0,05 pg/g, por via IT) elevaram o limiar para dor
inflamatdria com mecanismos e laténcia do efeito diferentes.

Uma Unica aplicagdo dos antagonistas do RNMDA, precedendo o estimulo
algésico em 30 min, inibiu a hiperalgesia trés horas ap6és a injecao de PGE..
CHRISTOPH et al. (2006) asseveraram que o bloqueio ao RNMDA com duracao entre
30 e 40 min controlou a alodinia por trés horas justificando o achado pela atenuagéo da
hiperexcitabilidade central. Consolidando esta informacdo, RAABBEN, SKJELBRED &
JYE (1999) e TAKAHASHI et al. (1998) referiram analgesia a dor neuropatica em
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humanos e BURTON et al. (1999), em ratos, que superaram o tempo de agdo da
cetamina racémica. Os achados, portanto, confirmam o encontrado nestes trabalhos.

A CET e a CS potencializaram a ac¢ao do ifenprodil que por sua vez, fez o mesmo
com o racemato e seus estereoisomeros. A interacao entre 20 ug cetamina S(+) e 2 ug
de ifenprodil (CS+IFE 2) foi sinérgica, mas ao contrario da CS+IFE 0,6 — 20 pg de
Cetamina S(+) + 0,6 pg de ifenprodil —, ndo foi comprovada a potencializagdo. O fato
pode estar relacionado ao emprego de doses subliminares que, em comparagdao com as
subdoses, dificultam a diferenciacdo dos sinergismos por adi¢ao ou potencializagéo.

As aplicacbes de ifenprodil seguido por CET ou CR apresentaram melhores
resultados que o inverso considerando-se as mesmas doses. A cetamina e o ifenprodil
possuem sitios de interacao diferentes. A primeira bloqueia o canal ibnico acoplado ao
RNMDA pela porgéo interna (ALVES, DOREA & ANDRADE, 2002; VALADAO, 2002;
OLIVEIRA et al., 2004) reduzindo o tempo, ou externa, diminuindo a freqiéncia de
abertura do mesmo (ORSER, PENNEFATHER & MACDONALD, 1997). Outra agéo
descrita € o antagonismo aos receptores AMPA/cainato pela inibicdo ao sistema
glutamato/NO/GMPc (LUFT & MENDES, 2005). O ifenprodil € um antagonista no sitio
de poliaminas (CHRISTOPHER, RIVY & SCATTON, 1989) cuja interagcado sensibiliza
GIuN2B a inibicdo promovida por protons (RANG et al., 2004a). NAKAZATO, KATO &
WATANABE (2005) atestaram que antagonistas ndo seletivos do RNMDA agem ao
nivel espinhal e os seletivos, supraespinhal. Conforme FERRARI et al. (2007), farmacos
injetados (por via IT) nas por¢cdes mais caudais da regidao lombar da coluna vertebral
(cauda equina) sao depositadas no espaco subaracnoéideo atuando no cordao espinhal
e também no géanglio da raiz dorsal. Os experimentos aqui apresentados nao permitem
afirmacdes a respeito do mecanismo ou local de agdo — espinhal ou supraespinhal —
dos farmacos.

Observou-se que a modulagdo do RNMDA, previamente ao bloqueio do canal
ibnico, permitiu que o ifenprodil potencializasse a cetamina R(-), efeito, provavelmente,
refletido no melhor desempenho das associagdes IFE+CET e IFE+CR. Tal achado abre
a perspectiva de novos estudos visando otimizar a inibicdo das correntes excitativas

mediadas pelos RNMDAs e em conseqléncia, a melhora no tratamento de estados de
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hiperalgesia. Até 0 momento ndo foram encontradas citagdes na literatura cientifica que
corroborem ou se contraponham a estes achados.

5. Conclusoes

Considerando-se a administracdo por via intratecal em ratos Wistar, 30 minutos
antes do estimulo hiperalgésico com PGE;, pode-se afirmar que:

e a agao anti-hiperalgésica do ifenprodil, cetamina S(+), racémica e R(-), em
diferentes doses, é progressiva, nesta ordem;

e adose de 3 ug/g de cetamina racémica produz analgesia;

e a cetamina e seu isdbmero S(+) potencializam o efeito anti-hiperalgésico do
ifenprodil;

e o ifenprodil potencializa o efeito anti-hiperalgésico da cetamina racémica, R(-) e
S(+).
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CAPITULO 3 — EFICACIA ANTI-HIPERALGESICA DA ASSOCIACAO DE
IFENPRODIL COM CETAMINA RACEMICA EM CAES

RESUMO - A comprovagdo da agao anti-hiperalgésica da associagao entre
ifenprodil e cetamina racémica (Capitulo 2) consubstanciou a extrapolagdo de doses,
reconhecidamente efetivas em ratos, para a espécie canina. Oito caes clinicamente
higidos dentre os quais, trés fémeas fora dos periodos de pro-estro, estro ou
gestacional foram utilizados. Cada animal, foi tratado, preventivamente por via
subaracnéidea, com cetamina racémica (0,3 mg/kg) ou ifenprodil (0,03 mg/kg) seguido
por solucao de NaCl a 0,9% (0,5 mL) e cetamina racémica (0,3 mg/kg). Apds anestesia
geral, uma incisdo cirargica atingindo pele e tecido celular subcutaneo foi realizada no
coxim metatarsico e, em ato continuo, suturada. Os escores de sedacao (ES) e de
claudicacao (ECLD), as frequéncias cardiaca (FC) e respiratoria (f), testes de
sensibilidade cutanea com filamentos de von Frey e mensuracao da superficie de apoio
— planimetria — foram utilizados na comparacéo entre as farmacoterapias em fungéo do
tempo péds-cirurgico (60 a 1440 min). Apds a cicatrizagdo da ferida o mesmo
procedimento foi repetido. Ao final dos experimentos, cada animal foi testado com os
dois protocolos e os dois membros pélvicos foram avaliados. O ES indicou auséncia de
efeito hipnotico a partir de 60 min. O ECLD apontou valores idénticos ao basal. As FC e
f ndo variaram significativamente em funcdo do tempo e entre o uso isolado ou
associado de farmacos. No entanto, os testes com filamentos de von Frey e com
planimetro indicaram que o efeito anti-hiperalgésico foi maior na associacdo dos

medicamentos (p< 0,05).

Palavras-chave: caes, cetamina racémica, dor inflamatéria, hiperalgesia,

ifenprodil
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ANTIHYPERALGESIC EFFICACY OF THE ASSOCIATION OF IFENPRODIL AND
RACEMIC KETAMINE IN DOGS

SUMMARY - The evidence of the antihyperalgesic effect of the association of
ifenprodil and racemic ketamine (Chapter 2) led to the extrapolation of doses, admittedly
effective in rats, for the canine species. Eight clinically healthy dogs, including three
females out of gestational, proestrus or estrus period, had been used. Each animal was
treated preventively by spinal route with racemic ketamine (0.3 mg/kg) or with ifenprodil
(0.03 mg/kg) followed by NaCl 0.9% solution (0.5 ml) and racemic ketamine (0.3 mg/kg).
After general anaesthesia, a surgical incision reaching skin and subcutaneous cellular
tissue was carried through metatarsal pad and, in continuous act, sutured. A sedation
score (SE), a claudication score (ECLD), heart (HR) and respiratory (f) rates, von Frey
filaments for skin sensibility test and the support area measurement — planimetry — had
been used in the comparison between the treatments on the post surgical period (60 to
1440 min). After the wound healing, the same procedure was repeated. To the end of
the experiments, each animal was tested with the two protocols and the two pelvic
members had been evaluated. The SE indicated absence of hypnotic effect from 60 min.
The ECLD pointed the same baseline values. FC and f had not varied significantly in
function of the time and between the use isolated or associated of drugs. However, the
tests with filaments of von Frey and planimetry showed less hyperalgesia when the
drugs were associated (P< 0.05).

Key-words: dogs, racemic ketamine, inflammatory pain, hyperalgesia, ifenprodil
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1. Introducao

A falta de priorizagdo no tratamento da dor e muitas vezes até a indiferenca,
povoou por muitos anos a literatura médica. J& se propGs que o0 seu controle no pos-
operatorio, em animais, propiciaria sensacdo de bem estar resultando em danos a
ferida cirurgica, ja que na auséncia de dor, o animal ndo limitaria seus movimentos e
tampouco pouparia a ferida dos atos de cogar ou mordiscar (PASCOE, 1993). Passado
este periodo de trevas, o consenso € que negligenciar a dor do paciente produz
conseqléncias reais e indesejaveis. Minimiza-la ou aboli-la corretamente influencia na
recuperacgao e portanto, na qualidade dos resultados cirurgicos (CARROLL, 2002).

Um boa gestdo de controle da dor pds-operatéria comeca no pré-operatério com
a administracdo de analgésicos (CARROLL, 2002). A analgesia preventiva visa
interromper ou reduzir a sensibilizacao central e a dor mérbida provocadas pela incisao
cirdrgica e pelo processo inflamatério pés-operatério (OLIVEIRA et al., 2004). Promove
controle sobre a hiperalgesia, a alodinia (THURMON, TRANQUILLI & BENSON, 1999)
e alteracdes homeostéticas potencialmente fatais (OLIVEIRA, R. M., 2005).

O bloqueio dos RNMDAs foi indicado para controlar a hiperalgesia, a alodinia
(SANG, 2000), a sensibilizacdo central (ANDRADE, 2002) e o “windup” (CHAPLAN,
MALMBERG & YAKSH, 1997). Entretanto, o envolvimento destes receptores com a
percepcao sensorial, a cogni¢cao e o nivel de consciéncia por muito tempo limitou o uso
de seus antagonistas (SUZUKI, MATTHEWS & DICKENSON, 2001).

A evolucao no estudo dos RNMDAs e sua importancia na nocicepcao conduziu a
achados importantes. Estados dolorosos podem provocar o aumento de poliaminas no
SNC potencializando a atividade de subunidades GIuN2B e seu papel na transmissao
nociceptiva (CHIZH, HEADLEY & TZSCHENTKE, 2001). A descoberta da prevaléncia
das subunidades GIUN2A e GIuN2B nas correntes excitativas pds-sinapticas mediadas
pelos RNMDAs, reforcou a idéia do uso de agentes mais seletivos (ZHUO, 2007).

A cetamina, farmaco derivado da fenciclidina e originalmente utilizado como
anestésico dissociativo apresenta propriedades antinociceptivas comprovadas. Atua

como antagonista ndo competitivo do glutamato e do aspartato ao bloquear os canais
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ibnicos acoplados aos RNMDAs (CHIZH, 2007) em doses subanestésicas (VALADAO,
2002).

O ifenprodil, agente estruturalmente n&o correlacionado aos demais
blogueadores RNMDAs em uso (CHENARD et al.,, 1991) foi inicialmente concebido
como anti-hipertensivo. A descoberta de seu antagonismo seletivo as subunidades
GIuN2B culminou com os esforgos para utiliza-lo como medicamento antinociceptivo.

Ao se examinarem os resultados positivos do efeito anti-hiperalgésico obtido pela
administracao associada de ifenprodil e cetamina por via subaracnéidea e de forma
preventiva em ratos, foi ponderado se tais achados poderiam se confirmar em um
modelo experimental que representasse um desafio na rotina anestesiolégica da
medicina veterinaria. Para tanto, testou-se 0 uso da combinacao farmacolégica citada,
em caes, submetidos a incisdo cirlrgica e que tiveram a reacdo a hiperalgesia

monitorada de forma multimoda durante as 24 h que sucederam o periodo operatério.

2. Material e métodos

Foram utilizados oito cédes, SRD, com idade entre trés e cinco anos e peso
corporal na faixa de 16,9 kg * 3,7 kg, dentre os quais, trés fémeas nao gestantes e fora
do periodo de estro e cinco machos. Todos foram considerados higidos apds exames
clinicos e laboratoriais (hemograma e dosagens séricas de aspartato amino-transferase,
alanina amino-transferase e uréia) e permaneceram alojados, com agua a vontade e
racdo comercial servida duas vezes ao dia, em boxes individuais em canil do Hospital
Veterinario Governador Laudo Natel da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) Julio de Mesquita Filho, Campus
de Jaboticabal.

Cada céo foi utilizado duas vezes com um intervalo minimo de 20 dias. Apds 0s
testes, todos foram devolvidos ao canil e tiveram acompanhamento médico-veterinario
para o tratamento das feridas cirargicas até completa cicatrizagcdo. Ao final do estudo,

foram adotados por pessoas interessadas em cria-los como animais de estimagao.
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Os cuidados com os animais € o0s procedimentos realizados estiveram de acordo
com o estabelecido pela IASP (IASP, 2005) e com as normas aprovadas pelo Conselho
da Sociedade Norte-Americana de Fisiologia (MUIR Il et al., 2001b).

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA)
da FCAV/Unesp-Jaboticabal, Processo n°® 004990-08.

Todos os esforcos foram realizados para minimizar o numero de animais

empregados e seu nivel de desconforto.

2.1. Preparo dos animais

Durante uma semana os caes foram acompanhados, diariamente, pelo
experimentador para que 0 reconhecessem e permitissem as manipulagcoes
necessarias a fase experimental. Findo este prazo, os animais foram identificados
individualmente por numeros (1 a 8), pesados e submetidos a tricotomia entre a 32
vértebra lombar (L3) e a 12 vértebra sacral, ao redor dos coxins metatarsicos e nos
locais de venopungao.

Quarenta e oito horas antes dos testes, cada animal foi levado a um canil
silencioso com temperatura ambiente controlada (25 °C) onde ficou alojado em gaiola
individual, sob o0 mesmo regime alimentar a que estava habituado.

Os experimentos foram iniciados sempre as 7 h. Os animais foram submetidos a

jejum alimentar de 12 h e hidrico de 4 h previamente a anestesia geral.

2.2. Delineamento experimental

Os experimentos, realizados em duas etapas, seguiram sempre a mesma
seqléncia: medidas basais, anestesia geral em plano superficial, tratamento,
aprofundamento do plano anestésico, estimulo cirargico e avaliagdes. Na segunda,
apoés cicatrizagcado da ferida cirargica, os mesmos procedimentos foram repetidos, mas

no membro pélvico contralateral e com o protocolo farmacolégico ndo testado na
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primeira fase. Desta forma, todos os animais receberam os dois tratamentos e os dois
coxins metatarsicos foram utilizados nas avaliagbes configurando um delineamento

experimental em “crossover”.

2.2.1. Métodos de avaliacao

O escore de sedacdao (ES) foi empregado para determinar a influéncia da
anestesia geral na resposta dos cdes as demais analises (Tabela 1).

A avaliacdo do comportamento nocifensivo constou dos indicadores fisiolégicos —
contagem da freqUéncia cardiaca (FC) e da freqliéncia respiratéria () — e dos
comportamentais: escore de claudicacdo (ECLD) e testes com filamentos de von Frey'®
e com planimetro’ (DUQUE, 2001).

Todas as mensuragdes foram feitas antes da aplicacdo dos farmacos (basal) e
60, 90, 120, 180, 240, 480, 720 e 1440 minutos apds a administracdo dos tratamentos.

Tabela 1. Escore de sedagao: a primeira coluna descreve o comportamento a ser observado no animal e
a outra, atribui um valor. Estes pardmetros foram utilizados na avaliagdo do estado de alerta
dos cées empregados no experimento.

COMPORTAMENTOS ESCORES
Alerta e deambula com facilidade 0
Sonolento, em pé, cabeca abaixada e olhos semi-fechados 1
Sonolento, em decubito e responde ao chamado 2
Sonolento, em decubito e nao responde ao chamado 3

1% Touch-Test Sensory Evaluator, North Coast Medical Inc, San Jose — CA.
" Portable Area Meter MOD.LI-300A, Li-Cor Biosciences, Lincoln, Nebraska — USA.
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2.2.1.1. Frequiéncias cardiaca e respiratoria

A FC foi obtida por meio de auscultacdo com estetoscopio e a f por meio da
observacdo dos movimentos do gradil costal e abdémen com o animal em decubito

lateral.

2.2.1.2. Escores de claudicacao

Inspecionaram-se os caes parados e em movimento. A partir de um escore de
claudicacao confrontou-se o grau de apoio do membro locomotor em teste com o
padronizado (Tabela 2).

Tabela 2. Escore de claudicacdo onde a primeira coluna descreve o tipo de apoio apresentado pelo
animal e a outra, atribui um valor correspondente. Estes parametros foram utilizados na
avaliagcao do nivel de apoio do membro dos caes antes e apds a incisdo do coxim metatarsico.

NiVEIS DE APOIO ESCORES
Apoio total 0
Apoio parcial em pé e andando (defesa do membro) 1
Apoio parcial somente em pé, ao caminhar néo apdia 2
N&o apobia 0 membro 3

2.2.1.3. Testes com filamentos de von Frey

Os filamentos de von Frey foram aplicados com o cdo em decubito lateral
estando o membro pélvico em teste apoiado pela mao do examinador, sem o uso de
qualquer tipo de contengédo sobre o animal, permitindo que ag¢des de esquiva fossem
detectadas visualmente ou percebidas pelo tato. O posicionamento do experimentador
impediu que o cdo acompanhasse o0 movimento de aplicagdo do filamento (Figura 1A).
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Foram padronizados quatro locais ao redor da lesdo e a aproximadamente 0,3
cm de sua borda, distribuidos em forma de pontos cardeais (Figura 1B). O filamento foi
pressionado de forma perpendicular a pele aumentando-se gradualmente a forga até
que o mesmo envergasse. Caso o0 cao apresentasse o reflexo de retirada do membro
testava-se o filamento seguinte de menor calibre, decrescendo-se o didmetro dos
filamentos o quanto fosse necesséario até que nao houvesse resposta. Analogamente,
mas em sentido inverso, a auséncia de reflexo de retirada implicava na aplicagdo de um
filamento de maior diametro até a obtencao da resposta.

Objetivando a validacdo da LRA (limiar de resposta aversiva) aferida num dado
tempo, a mesma leitura de forca aplicada deveria coincidir nos quatro pontos citados. O
nao atendimento a este quesito, indicaria a repeticdo do teste.

Cada numero de filamento tem um valor correspondente em gramas segundo a
tabela fornecida pelo fabricante (Anexo 1). O filamento que nao gerou resposta e o que
gerou tiveram seus numeros convertidos em gramas e a meédia aritmética destes
valores foi considerada como a LRA.

As analises dos resultados valeram-se da variagao (A) da reagéo de retirada (Q).

Para tanto, subtraiu-se a LRA basal da obtida no tempo considerado.

:OO
O

A B

Figura 1. Avaliacao da sensibilidade cutdnea com filamentos de von Frey: A) com o animal em decubito e
o membro locomotor apoiado, mas ndo contido pelo examinador, aplicou-se o filamento; o
posicionamento do experimentador impediu que o canino visualizasse a execugao do teste; B)
na imagem pormenorizada, os pontos brancos representam os locais avaliados distanciados
entre si como pontos cardinais em torno da futura ferida cirdrgica (linha vermelha). As medidas
foram validadas apenas se os valores encontrados coincidissem nos quatro pontos.
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2.2.1.4. Testes com planimetro

O método empregado foi 0 mesmo utilizado por DUQUE (2001) tendo havido
diferenca apenas no tamanho da pista de caminhada.

12, Os animais

O coxim metatarsico em teste foi pintado com tinta hidrossoluve
foram conduzidos por guia através de uma pista, com 3,5 m de comprimento, revestida
com papel pardo sobre o qual colocou-se papel absorvente'® cobrindo uma area de 1,0
m de extensao por 0,6 m de largura. Apenas a 42 pegada foi considerada (Figura2 A e
B). As marcas das pisadas validas foram copiadas em filme para transparéncia e,
posteriormente, a area total foi mensurada (cm?2) com planimetro.

Os resultados analisados corresponderam a diferenca entre a medida basal e a
obtida num determinado tempo tendo sido, portanto, expressos como variagao (A) da

area planimétrica (cm?).

2.2.2. Mensuracoes basais

Na primeira etapa, a escolha do membro pélvico a ser testado ocorreu por
sorteio.

Os céaes foram carregados até a sala de testes onde avaliou-se o0 nivel de
consciéncia a partir do ES (Item 2.2.1). Apds serem posicionados em decubito lateral,
foram estabelecidas as frequiéncias cardiaca e respiratéria (ltem 2.2.1.1).

O examinador aplicou os filamentos de von Frey. Em seguida, os animais foram
colocados de pé e em movimento para a determinagao do escore de claudicacéo (ltem
2.2.1.2) e conduzidos até a pista de planimetria onde o coxim metatarsico em teste foi

pintado para obtencao da area de apoio.

12 Tempera Guache, Acrilex Tintas Especiais S.A, Sao Paulo — SP.
'3 Toalhas de papel Kitchen, Melhoramentos Papéis Ltda., Caieiros — SP.
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O

Figura 2. Pista para impressao das pegadas dos caes. A) As trés primeiras pegadas (circulos em verde),
foram desconsideradas e a 42 (circulo em vermelho), foi utilizada; B) no detalhe, a impressao do
coxim metatarsico na 42 pegada a ser decalcada, para mensuragado em planimetro.

2.2.3. Aplicacao dos farmacos e estimulo algésico

Apos assepsia e antissepsia, fez-se venopungao, fixacdo de um cateter venoso e

14
|

procedeu-se a administracao de propofol’™ na dose de 5 mg/kg. Sob anestesia geral,

mas em plano anestésico que nao aboliu o reflexo interdigital (MASSONE, 2003), o cao

'* Propofol, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., ltapira — SP.
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foi colocado em decubito lateral direito. Os membros pélvicos foram projetados
cranialmente entre os toracicos de forma que a regido lombo-sacra da coluna vertebral
adquirisse posicao convexa. Procedeu-se assepsia e antissepsia na pele entre a 22 e 72
vértebras lombares. Uma agulha descartavel para anestesia espinhal com ponta tipo
“quincke” 22G x 2'2"'"° foi introduzida com o bisel em dire¢do caudal, para puncédo do
espago subaracndideo entre L6 e L5 utilizando a técnica descrita por BILLER &
HAIDER (1998) e SEIM 11l (2002).
A drenagem de liquido cefalorraquidiano foi o parametro utilizado para confirmar
a puncao subaracnoidea (Figura 3). Em seguida, injetaram-se os farmacos segundo as
associacoes:
e CR+SAL: cetamina racémica (0,3 mg/kg; 0,1 mL) associado a solucdo NaCl a
0,9% ou,
e |FE+CR: ifenprodil (0,03 mg/kg) seguido por NaCl a 0,9% (0,5 mL) e cetamina
racémica (0,3 mg/kg; 0,1 mL).
As diluigbes foram ajustadas de maneira que os dois protocolos tivessem o
mesmo volume final de injecao de 0,15 mL/kg conforme o utilizado por KOZODY, ONG,
PALAHNIUK et al. (1985).

Figura 3. A pungado subaracnoéidea, realizada L6 e L5, foi confirmada pela drenagem de liquido
cefalorraquidiano. Os caes estavam anestesiados com propofol, aplicado por via intravenosa.

'> Spinal; Becton, Dickinson Ind. Cirtrgicas LTDA, Juiz de Fora — MG.
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Apds a injecao espinhal dos farmacos, o plano anestésico foi aprofundado até a
32 fase do Il estadio de Guedel (MASSONE, 2003) para que se pudesse realizar a
incisdo de 2 cm de extensdo na pele e tecido celular subcutaneo, no coxim metatarsico
utilizando-se 1amina descartavel de bisturi n® 24. Em ato continuo a ferida foi suturada
com fio de nailon monofilamentar agulhado 2-0'° utilizando-se quatro pontos em padrao
simples descontinuo.

Depois da recuperacdo anestésica, o animal foi colocado na gaiola individual,
sendo mantido com colar Elisabetano. Uma protecdo feita com malha cirlrgica
minimizou o atrito da ferida com o piso. O colar e a protecdo foram retirados para a
realizacao dos testes e recolocados apos estes.

2.2.4. Tratamento da ferida cirurgica

Terminado cada ensaio, os cdes foram medicados com flunixina meglumina'’
(1,1 mg/kg, SC) durante trés dias consecutivos, realizando-se curativo local com

clorexidine até a cicatrizacdo. Os pontos foram retirados entre 7 e 10 dias.

2.2.5. Analises estatisticas

Os resultados experimentais foram avaliados pelo programa GraphPad Prism®.

Os valores basais das frequéncias cardiaca e respiratéria foram confrontados
com os obtidos em dado tempo enquanto os resultados dos testes de sensibilidade
cutdnea com von Frey e de planimetria foram tratados como variagées, ou seja,
diferencgas entre os valores basais e os aferidos em dado instante.

Aplicaram-se a analise de variancia com repeticdo multipla e péds-teste de
comparagdo multipla de colunas de Student-Newman-Keuls. As comparagdes entre

dois grupos valeram-se do teste de Wilcoxon para amostras pareadas.

16 Nylon Monofilamentar 2-0, Cirumédica S.A., Sdo Paulo — SP.
' Banamine Injetavel, Schering-Plough Ltda., Rio de Janeiro — RJ.
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As diferengas foram consideradas significativas quando p< 0,05.

3. Resultados

3.1. Escores de sedacao

Todos cées estavam em alerta e deambulando com facilidade por ocasiao da

mensuracao dos dados. Os escores foram, portanto, iguais a zero.

3.2. Escores de claudicacao

Decorridos de 60 até 1440 min da realizacdo da incisdo plantar, os animais nao

apresentaram sinais de claudicagao para os dois protocolos testados.

3.3. Frequiéncias cardiacas

As freqUiéncias cardiacas observadas nao variaram significativamente em relacao

aos valores basais dentro de um mesmo grupo e tampouco entre 0s grupos apds 0s

tratamentos com cetamina racémica seguido por solucao de NaCl 0,9% ou ifenprodil

associado a solugéo de NaCl 0,9% e cetamina racémica (Tabela 3 e Figura 4).

3.4. Freqliéncias respiratorias

Nao houve variacdo significativa entre os valores basais e os obtidos até 24 h

dentro de um mesmo grupo ou entre os grupos (Tabela 4 e Figura 5).
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Tabela 3. Médias aritméticas das freqliéncias cardiacas de caes submetidos aos tratamentos com
CET+SAL (cetamina racémica + solucdo NaCl a 0,9%) ou IFE+CET (ifenprodil + cetamina
racémica) e avaliados no periodo entre 60 e 1440 min apds o estimulo cirdrgico.

FREQUENCIAS CARDIACAS (Bpm)

Tratamentos
Tempos (min) Basal 60 90 120 180 240 480 720 1440
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Médias 101 99 95 94 100 97 93 102 98
CET+SAL
Desvios padrao 14 13 16 15 19 15 14 14 18
Erros padrao 49 4,5 5,6 5,3 6,5 52 4.8 49 6,3
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Médias 97 105 96 87 107 96 100 89 108
IFE+CET

Desvios padrao 23 13 16 12 12 16 15 8 12
Erros padrao 8,0 4,6 5,6 4,2 4,2 5,8 5,3 2,9 4.2

Bpm= batimentos cardiacos por minuto; CET= cetamina racémica; IFE= ifenprodil; n= tamanho da
amostra; SAL= solucdo NaCl a 0,9%.

W CET (0,3 mg/kg) + SAL
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Figura 4. Valores médios das freqiiéncias cardiacas de cées, apos aplicacdo dos protocolos CET+SAL
(cetamina racémica + solugao NaCl 0,9%) e IFE+CET (ifenprodil + cetamina racémica) entre 1 h
e 24 h do periodo poés-cirargico. Nao foram encontradas diferengas dentro e entre os
tratamentos.
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Tabela 4. Médias aritméticas das freqliéncias respiratérias de caes submetidos aos tratamentos com
CET+SAL (cetamina racémica + solucdo NaCl a 0,9%) ou IFE+CET (ifenprodil + cetamina
racémica) e avaliados no periodo entre 60 e 1440 min apds o estimulo cirdrgico.

FREQUENCIAS RESPIRATORIAS (movimentos/min)

Tratamentos
Tempos (min)  Basal 60 90 120 180 240 480 720 1440
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Médias 21,56 21,9 23,1 244 23 19,1 204 20,8 21,1
CET+SAL
Desvios padrao 42 7,2 45 4.7 6,2 43 6,8 4.4 4
Erros padrao 1,5 2,5 1,6 1,6 2,2 1,5 24 1,6 1,4
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Médias 266 191 239 201 258 238 216 21,3 238
IFE+CET
Desvios padrao 7.9 4,6 3,8 5,4 8,1 4.8 5,2 4 6,3
Erros padrao 2,8 1,6 1,3 1,9 2,9 1,7 1,9 1,4 2,2

CET= cetamina racémica; IFE= ifenprodil; n= tamanho da amostra; SAL= solu¢do NaCl a 0,9%.
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Figura 5. Valores médios das freqiiéncias respiratérias nos dois protocolos farmacolégicos testados em
caes. Nao houve diferenca significativa ao serem confrontados os tratamentos CET+SAL e

IFE+CET em um determinado

significativamente entre 1 h e 24 h do periodo pés-cirurgico.

tempo bem como os valores basais nao variaram
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3.5. Testes com filamentos de von Frey

As médias aritméticas, erros e desvios padrdo dos valores encontrados referem-
se as farmacoterapias com cetamina e ifenprodil associado a cetamina (Tabela 5).

Os caes tratados com a combinagdo apresentaram, em média, menor variacao
na reagdo de retirada em todos os tempos testados quando comparados aos que
receberam somente cetamina. Entre os diferentes tempos de um mesmo tratamento

n&ao houve diferenga significativa (Figura 6).

3.6. Testes com planimetro

As médias aritméticas, erros e desvios padrao dos A das areas planimétricas
(Tabela 6) estéo relacionados a seguir. O animal 3 recusou-se a caminhar sobre a pista
na primeira fase do experimento. Outras parcelas foram perdidas por danos ao papel
absorvente ou ndo cooperagao dos animais.

Comparando-se os dois protocolos farmacolégicos em fungdo de um dado
tempo, notaram-se diferencas significativas entre todos os periodos testados.
Considerando-se um mesmo tratamento, ndo houve diferengas significativas entre os
tempos apds o desafio cirurgico (Figura 7).
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Tabela 5. Médias das variagdes (A) nas reacdes de retirada (g) em resposta aos tratamentos com
cetamina racémica e solugcdo de NaCl a 0,9% ou ifenprodil e cetamina racémica detectadas
pelo teste com filamentos de von Frey entre 1 e 24 h ap6s o estimulo cirdrgico em caes.

A DAS REACOES DE RETIRADA (g)

Tratamentos
Tempos (min) 60 90 120 180 240 480 720 1440
n 8 8 8 8 8 8 8 8
Médias 273 335 337 343 340 339 342 350
CET+SAL
Desvios padréo 96 78 75 75 81 81 85 86
Erros padréo 33,9 27,6 26,7 26,5 28,8 28,5 30 30,4
n 8 8 8 8 8 8 8 8
Médias 29 74 84 84 84 98 120 151
IFE+CET
Desvios padréo 43 92 106 106 106 99 110 109

Erros padrdo 15,2 32,6 37,6 37,6 37,6 35,1 39 38,6

CET= cetamina racémica; IFE= ifenprodil; n= tamanho da amostra; SAL= solu¢do NaCl a 0,9%; A= variagcéo.
=2 CET (0,3 mg/kg) + SAL
= |FE (0,03 mg/kg) + CET (0,3 mg/kg)

a = p< 0,001
400+ b =p< 0,01
350 T T 1 1 1 1 1
300+
C)
3
@ 250
.@
2 200 b
o
|& a
® 150 a
© a a a
© a
< 1004
50 b
O T i T T T T T T T
o o o o o o o o o o o o o o o o
© © » » [a\} [a\} [0} [0} < < 0] 0] Al Al < <
- - - - N A < < ~ o~ <+t <
Tempo (min)

Figura 6. Variagado (A) das reagbes de retirada (g) obtidas a partir da aplicacdo dos filamentos de von
Frey em caes. O confronto entre os dois protocolos, considerando-se um determinado tempo de
avaliagdo, demonstrou que o uso associado de farmacos resultou numa maior redugao do A (g).
Este achado repetiu-se em todos tempos testados. Estdo representados as médias aritméticas
e respectivos erros padréo.
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Tabela 6. Médias das variagdes (A) nas areas de apoio (cm?2) em resposta aos tratamentos com cetamina
racémica e solucdo de NaCl a 0,9% ou ifenprodil e cetamina racémica detectadas pelo teste
com planimetro entre 1 e 24 h apds o estimulo cirlrgico em céaes.

A DAS AREAS DE APOIO (cm?)

Tratamentos
Tempos (min) 60 90 120 180 240 480 720 1440
n 7 7 5 7 6 8 8 8
Médias 1,76 1,46 2,22 1,86 1,92 2,28 1,89 2,27
CET+SAL
Desvios padrao 0,91 1,17 1,29 0,90 1,20 1,23 1,37 1,77
Erros padrao 0,35 0,4 0,58 0,34 0,49 0,46 0,52 0,67
n 8 8 8 8 8 7 7 7
Médias 0,45 0,43 0,45 0,56 0,61 0,63 0,55 0,43
IFE+CET
Desvios padrao 0,63 0,38 0,65 0,54 0,67 0,72 0,83 0,6
Erros padréo 0,22 0,13 0,23 0,19 0,24 0,27 0,31 0,23

CET= cetamina racémica; IFE= ifenprodil; n= tamanho da amostra; SAL= solu¢do NaCl a 0,9%; A= variagcéo.
1 CET (0,3 mg/kg) + SAL

mmmm FE (0,03 mg/kg) + CET (0,3 mg/kg)

a=p<0,01
3.0 b=p<0,05
g 2.0—1 I
(1]
Q
= 1.54
s}
o
©
o
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b
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Figura 7. Variagcao (A) das areas de apoio (cm?) dos membros pélvicos de caes submetidos a planimetria.
O confronto entre os dois protocolos, considerando-se um determinado tempo de avaliagéo,
demonstrou que o uso associado de farmacos resultou em menor A. Este achado repetiu-se em
todos tempos testados. Estao representados as médias aritméticas e respectivos erros padrao.
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4. Discussao

Os resultados encontrados nos ensaios farmacologicos (Capitulo 2) permitiram
concluir que a associagao de ifenprodil com cetamina apresentou melhor agdo anti-
hiperalgésica que o uso isolado destes farmacos. O sinergismo foi de potencializagéo
justificando o emprego combinado em oposicdo ao aumento da dose de um dos
medicamentos. Contudo, o estimulo aplicado havia sido a administracdo de PGE, (100
ng em 100 pL por via intraplantar) em ratos com avaliagdo na 32 hora. PLESAN et al.
(1999) ressaltaram a importancia de se considerarem as diferencas entre linhagens de
ratos no estudo de antagonistas dos RNMDAs e assim, presumiu-se que a eficacia anti-
hiperalgésica em ratos ndo é garantia de sucesso no uso em caes.

De maneira diversa, nos ensaios clinicos aqui apresentados realizados em caes,
a indugao hiperalgésica foi feita mediante incisdo cirdrgica e a avaliagédo entre 60 e
1440 min apds o trauma incisional. Sabe-se que a lesdo tecidual gera liberagdo de
bradicinina e 5-HT, dois importantes estimulos algogénicos sobre fibras C. As PGs sao
substancias hiperalgésicas, com ac¢ao duradoura no caso da PGE; (RAJA, MEYER &
CAMPBELL, 1988) que agem a partir da sensibilizacdo dos nociceptores (TYERS &
HAYWOOD, 1979). Ha, portanto, diferencas entre os dois estimulos no que tange os
mediadores envolvidos e sua consequente agao hiperalgésica.

Nao existiu diferenca significativa entre os escores de sedacéo entre os periodos
basal e pos-tratamento denotando nao ter havido influéncia deste parametro sobre as
respostas hiperalgicas. O propofol utilizado para hipnose é incapaz de eliminar a reacao
reflexa a dor (SMITH & HOWIE, 2005) e gera um tempo para recuperacao anestésica
apoés a dose de inducdo que oscila, em caes, entre 2 e 4 min (BRANSON, 2003).
Alguns autores citaram ser desprovido de acao analgésica (FANTONI, CORTOPASSI &
BERNARDI, 2002; SMITH & HOWIE, 2005) ou que esta € minima (BRANSON, 2003).
Em adicdo, deve-se atentar para sua rapida biotransformacdo sem deixar residuos
(BRANSON, 2003) donde pode-se inferir que a primeira avaliagao pés-cirurgica, aos 60
min, nao sofreu influéncia deste anestésico.

Os escores de claudicagdo permaneceram inalterados ao longo do tempo nos
dois protocolos farmacoldgicos testados indicando que o0s animais sentiram-se
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confortaveis em apoiar o membro locomotor em teste e ao mesmo tempo néao
apresentaram alteracbes motoras. Embora haja descricdes de alteracbes motoras
provocadas pelo uso de bloqueadores dos RNMDAs (BOYCE et al., 1999) este efeito
colateral ndo foi observado.

As freqUéncias cardiaca e respiratoria ndo apresentaram diferencas significativas
entre os grupos. DA SILVA & RIBEIRO FILHO (2006) afirmaram que estes indicadores
de sensacgdo sdo importantes dentro do processo de avaliagdo e mensuragdo das
condi¢cdes dolorosas e OLIVEIRA, R.M. (2005) descreveu alteracdes cardiovasculares
no poés-operatério de pacientes humanos referindo dor. Alteracbes na frequéncia
cardiaca e nos padrdes respiratérios podem indicar dor, incobmodo ou desconforto
(CARROLL, 2002) entretanto, também refletem mudangas nao relacionadas a
nocicepcao. Portanto, apesar da inexisténcia de uma correlagao direta entre variagdes
nas freqUéncias cardiaca e respiratéria e nocicepcao, decidiu-se mensura-los, pois
variacdes significativas poderiam indicar incémodo, desconforto ou alteragdes
homeostéticas necessitando de cuidados médico-veterinarios.

A administracdo preventiva por via subaracnbidea em caes da associacado de
ifenprodil (0,03 mg/kg) com cetamina racémica (0,3 mg/kg) demonstrou agdo anti-
hiperalgésica superior ao uso isolado da cetamina (0,3 mg/kg) no teste com filamentos
de von Frey e com planimetro de 60 a 1440 min pds-trauma. A literatura cientifica
carece de trabalhos utilizando estes farmacos pela via subaracndidea e de forma
preventiva em caes. DUQUE (2001) demonstrou a acao anti-hiperalgésica da cetamina
racémica em caes quando aplicada, por via epidural, antes do estimulo incisional.

Dentre os estudos que citam a cetamina racémica como substancia
antinociceptiva, destacam-se os de ALAM SAITO & KOSAKA (1996), KAWAMATA et al.
(2000) , HARTRICK, WISE & PATTERSON (1997) e BURTON et al. (1999).
SAKURADA et al. (1998) comprovou efeito antinociceptivo do ifenprodil. XU & YANG
(2006) demonstraram que tanto a cetamina racémica quanto o ifenprodil elevaram o
limiar para a dor inflamatéria. Em comum, estes trabalhos utilizaram ratos e aplicaram
os farmacos por via intratecal. Mais uma vez, nao se podem desprezar as diferencas
genéticas entre as espécies, visto que mesmo diferengas entre linhagens podem ser
significativas (PLESAN et al., 1999); as vias de aplicagao; o estimulo nociceptivo e a
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aplicacdo da medicacdo pré ou poés-trauma. Contudo, o resultado final do presente
trabalho, ou seja, a agcdo anti-hiperalgésica da cetamina racémica e do ifenprodil
coincidem com os referendados.

Com relagdo aos testes com filamentos de von Frey, nenhum dos agentes
testados apresentou efeito analgésico, no sentido literal da palavra, entretanto, o uso de
farmacos associados teve agao anti-hiperalgésica superior ao uso isolado da cetamina
racémica. Este fato ficou comprovado pela menor variagdo da reacao de retirada nos
animais tratados com IFE+CET. Os achados confirmam o encontrado no capitulo 2 aqui
apresentado e ressaltam a importancia da modulagdo da subunidade GIuUN2B em
associagao ao bloqueio do canal ibnico para minimizar a hiperalgesia.

O uso de planimetro para mensurar a area de apoio de membros locomotores
em cées foi descrito por outros autores (MAZZEI, VALADAO & OLESKOVICZ, 2000).
FALCAO et al. (2001) também aplicaram esta técnica para dimensionar lesées na pele.
Todos o0s animais apresentaram uma reducdo na area de apoio dos membros
locomotores em teste evidenciando que os farmacos aplicados nao aboliram os
estimulos nociceptivos. Entretanto, a associagdo de IFE+CET permitiu menor variagao
na area de apoio denotando melhor agdo anti-hiperalgésica em comparagcéao ao uso de
CET+SAL em todos os tempos testados.

Apesar de DUQUE et al. (2004) terem comprovado antinocicepg¢ao promovida
pela cetamina (0,6 mg/kg, por via epidural) com duracdo de 24 h apdés o estimulo
incisional em cédes, ndo ha, até o momento, na literatura cientifica estudos com este
desafio cirargico em caes tratados com ifenprodil ou cetamina racémica por via
subaracndidea.

Em consonéancia com os principios de bem-estar animal, preferiu-se administrar o
ifenprodil em dose referida como efetiva em ratos seguida por outra, reconhecidamente
anti-hiperalgésica de cetamina racémica, preservando-se desta forma, a integridade dos
caes. A associagdo farmacolégica mostrou-se mais eficaz entretanto, permitiu
consubstanciar a hipétese que o ifenprodil, isoladamente, deva apresentar também
acao anti-hiperalgésica em cées quando utilizado preventivamente por via

subaracnoéidea.
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5. Conclusao

Considerando-se a administragdo preventiva, por via subaracndidea, em caes
submetidos a incisdo cirurgica do coxim plantar e avaliados quanto a instalacdo de
hiperalgesia pés-operatéria, pode-se afirmar o ifenprodil (0,03 mg/kg) associado a
cetamina racémica (0,3 mg/kg) reduz a hiperalgesia com maior eficacia do que o uso
isolado da ultima.
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APENDICES

Anexo 1. Tabela de conversao do nimero do filamento de von Frey para o valor da for¢ca expressa em

gramas
Numero do filamento Forca (g)
1,65 0,005
2,36 0,023
2,44 0,028
2,83 0,068
3,22 0,166
3,61 0,407
3,84 0,692
4,08 1,202
417 1,479
4,31 2,041
4,56 3,630
4,74 5,495
4,93 8,511
5,07 11,749
5,18 15,136
5,46 28,84
5,88 75,858
6,10 125,892
6,45 281,838

6,65 446,683
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Anexo 2. Valores das freqiiéncias cardiacas aferidas em caes tratados com CET+SAL ou IFE+CET entre
1 h e 24 h apbs o estimulo cirdrgico.

FREQUENCIAS CARDIACAS (Bpm)

Caes Basal 60min 90 min 120 min 180 min 240 min 480 min 720 min 1440 min
1 84 92 88 80 96 80 80 104 72
2 80 80 80 68 80 76 80 88 79
3 101 112 96 104 76 102 92 88 92
5’:') 4 120 112 88 92 84 92 88 114 111
ul—j 5 104 92 80 96 108 93 90 100 110
© 5 104 116 104 104 116 108 88 112 84
7 116 96 92 90 114 106 116 88 116
8 96 93 128 116 125 120 112 124 116
1 72 100 96 76 102 99 100 84 92
2 68 88 72 76 87 84 84 92 104
3 110 102 88 80 120 105 120 100 104
(u? 4 96 116 90 108 123 120 120 100 128
HJJ: 5 80 100 98 78 100 104 92 80 108
6 100 126 104 100 104 64 80 80 96
7 118 92 92 88 114 96 104 84 112
8 132 114 128 88 104 96 96 88 120

Bpm= batimentos cardiacos por minuto
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Anexo 3. Valores das freqliéncias respiratérias aferidas em céaes tratados com CET+SAL ou IFE+CET

entre 1 h e 24 h ap6s o estimulo cirlrgico.

FREQUENCIAS RESPIRATORIAS (movimentos/min)

Caes Basal 60min 90 min 120 min 180 min 240 min 480 min 720 min 1440 min
1 16 20 20 22 22 23 25 19 28
2 18 17 24 20 20 24 22 30 25
3 16 18 19 28 14 11 12 16 20
5‘; 4 24 12 32 26 32 18 14 21 15
u'_j 5 24 24 22 20 24 16 16 18 21
© & 23 20 24 30 20 18 16 18 21
7 27 30 26 30 32 22 30 20 21
8 24 34 18 19 20 21 28 24 18
1 24 16 27 18 34 24 26 26 16
2 30 16 20 16 15 20 22 14 32
3 18 12 18 18 21 24 24 22 21
(L_j 4 28 26 24 24 40 28 18 21 30
) 5 16 22 26 17 20 14 11 20 25
= 6 38 24 21 30 28 28 22 18 14
7 36 19 27 24 26 28 22 25 26
8 23 18 28 14 22 24 28 24 26
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Anexo 4. Variagao (A) nas reagdes de retirada (g) detectadas pelo teste com filamentos de von Frey entre
1 h e 24 h apds a incitacao cirlrgica em caes pré-tratados com CET+SAL ou IFE+CET.

A DAS REACOES DE RETIRADA (g)

Caes 60 min 90 min 120 min 180 min 240 min 480 min 720 min 1440 min

1 263 312 312 263 312 342 312 342
2 160 263 263 360 360 357 360 357
3 194 194 194 194 199 197 197 201
5') 4 440 433 394 394 425 437 442 442
u"j 5 243 394 394 394 394 346 394 394
© 6 394 394 394 394 394 394 394 425
7 243 346 394 394 243 243 243 243
8 243 346 346 346 394 394 394 394
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 82 82 82
3 103 152 152 152 152 152 152 182
(“'_j 4 0 0 0 0 0 0 0 160
H_Jj 5 49 49 49 49 49 79 87 94
6 49 79 79 79 79 87 94
7 0 263 312 312 312 312 312 351
8 82 82 82 82 82 82 243 243
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Anexo 5. Variacdo (A) nas areas de apoio (cm?2) detectadas pelo teste com planimetro entre 1 h e 24 h
apéds a incitagao cirargica em caes pré-tratados com CET+SAL ou IFE+CET.

A DAS AREAS DE APOIO (cm?)

Caes 60 min 90 min 120 min 180 min 240 min 480 min 720 min 1440 min

1 1,2 0,6 1,45 1,9 1,5 1,8 1,0 1,4
2 0,8 0,0 Pp 0,9 Pp 0,6 0,0 0,0
3 Pp Pp Pp Pp Pp Pp Pp Pp
5’:') 4 2,1 1,1 2,2 2,2 2,4 2,1 2,3 2,2
ul—j 5 2,3 2,0 Pp 1,0 3,2 3,9 3,2 3,1
© 6 0,6 1,7 1,0 2,2 1,1 2,2 1,0 4,2
7 2,3 1,2 2,1 1,4 0,2 1,5 1,8 0,4
8 3,1 3,7 4,4 3,5 3,2 3,9 4,0 4,5
1 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,5 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 0,0
3 1,4 0,9 0,0 1,3 1,1 1,5 Pp Pp
(u? 4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
H:J- 5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6 0,00 0,7 0,0 0,4 0,2 0,3 0,4 0,8
7 1,2 0,9 1,1 1,1 0,6 1,1 0,0 1,6
8 1,0 0,5 1,6 0,3 1,6 Pp 1,7 0,6

Pp= parcela perdida



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTAS
	ABREVIATURAS
	SÍMBOLOS
	TABELAS
	FIGURAS

	RESUMO
	SUMMARY
	1 CONSIDERAÇÕES GERAIS
	1. Introdução
	2. Revisão de literatura

	2 EFICÁCIA ANTI-HIPERALGÉSICA DA ASSOCIAÇÃO DE CETAMINA E SEUS ISÔMEROS COM IFENPRODIL
	Resumo
	Summary
	1. Introdução
	2. Material e métodos
	3. Resultados
	4. Discussão
	Conclusões

	3 EFICÁCIA ANTI-HIPERALGÉSICA DA ASSOCIAÇÃO DE IFENPRODIL COM CETAMINA RACÊMICA EM CÃES
	Resumo
	Summary
	1. Introdução
	2. Material e métodos
	3. Resultados
	4. Discussão
	Conclusão

	BIBLIOGRAFIA
	APÊNDICES

