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Resumo

Os antidepressivos triciclicos, como a amitriptilina, s&o inibidores da
recaptacédo de serotonina e noradrenalina, causando uma mudanca no limiar da dor,
sendo usados no tratamento de dores neuropéticas. Embora saibamos que os
adrenoceptores a; estejam envolvidos na antinocicep¢do da amitriptilina, ndo é claro
que subtipo desse receptor é alvo do aumento de noradrenalina na fenda sinaptica
resultante da inibicdo da recaptacdo neuronal. Paradoxalmente, a amitriptilina
também se comporta como antagonista competitivo de adrenoceptores o, com
afinidades diferentes pelos seus subtipos, sendo de 10 a 100 vezes mais elevadas
nos adrenoceptores oya do que para oug € agp. Este trabalho investigou o
envolvimento dos subtipos de adrenoceptores o; no efeito antinociceptivo da
amitriptilina na constricdo do nervo ciatico em ratos, determinando os efeitos de
antagonistas seletivos dos subtipos de adrenoceptores a4, € comparou estes efeitos
com a poténcia destas drogas na inibicdo da contracdo da prostata de rato em
resposta a fenilefrina, um modelo de efeito mediado por adrenoceptores oya. Quinze
dias apoOs a cirurgia de constricdo do nervo ciatico, a hiperalgesia mecanica foi
analisada no teste Randall-Selitto. O antagonista seletivo de a;n RS100329 foi o
mais potente antagonista no experimento de contracdo da prostata de rato in vivo,
ao passo que o antagonista seletivo oyp BMY 7378 néo foi capaz de afetar as
contracdes causadas pela fenilefrina. O antagonista prazosin, BMY 7378 e 5-
metilurapidil inibiram o efeito antinociceptivo da amitriptilina. No entanto, o
antagonista altamente seletivo de o;a RS100329 nédo foi capaz de afetar a
antinocicepgédo induzida pela amitriptiina. Tais resultados apontam que
adrenoceptores oy €/ou aip, Mas nao oya, €estdo envolvidos nos efeitos

antinociceptivos da amitriptilina.



Abstract

Tricyclic antidepressants, such as amitriptyline, are inhibitors of serotonin and
norepinephrine neuronal reuptake and this action has been implied in changes in
pain threshold supporting its use to alleviate neuropathic pain. Although is known
that oy adrenoceptors participate in the antinociceptive effect of amitriptyline it is
unclear which receptor subtype is the target for the increased synaptic levels of
norepinephrine resultant from the inhibition of neuronal uptake. Paradoxically,
several tricyclic antidepressants including amitriptyline also behave as antagonists of
oy adrenoceptors with different affinities for its subtypes: these drugs have 10 to 100-
fold higher affinities for a;a than for oyug and oyp adrenoceptors. This work
investigated the involvement of o; adrenoceptors subtypes in the antinociceptive
effect of the amitriptyline in a constriction of the sciatic nerve in rats by determining
the effects of subtype selective oy adrenoceptors antagonists. Fifteen days later,
mechanical hyperalgesia was analyzed in a Randall-Selitto test. The aya-selective
antagonist RS100329 was the most potent antagonist of the contractions of the rat
prostate, whereas the oyp-selective antagonist BMY 7378 (up to 100ug/Kg) was
unable to affect these contractions. The antagonist prazosin, BMY 7378 and 5-methyl
urapidil inhibited the antinociceptive effect of the amitriptyline. However, the highly
selective oya adrenoceptor antagonist RS100329 was unable to affect the
antinociception induced by amitriptyline. These results point out that o;g and/or oup

adrenoceptors, but not a;a, are involved in the antinociceptive effects of amitriptyline.



Introducéo

A dor em tecidos periféricos é causada por um estimulo aos nociceptores
levando a mudancas nos niveis de neurotransmissores, neuromoduladores,
citocinas e outras substancias. Consequentemente, o nervo fica sensibilizado e isto
ocorre como forma de defesa do organismo para que este tecido fique em descanso
e possa se regenerar (Irving, 2005). Entretanto, na dor neuropatica o proprio nervo
sensitivo que foi danificado pode ficar sensibilizado fazendo com que a dor se torne
persistente. Neste caso, o limiar de dor € drasticamente diminuido levando a dor por
estimulos inicialmente ndo dolorosos (Binder et al., 2011).

A via nervosa da dor €& composta pelo sistema antero-lateral (trato-

espinotalamico) (von Hehn et al., 2012) que esta detalhado na Figura O1.



Figura 01: Desenho esquematico do trato espinotalamico, destacando a via da dor cronica
(azul) e a via da dor (vermelho) (Modificado:Netter et al. (2004))



O antidepressivo triciclico amitriptilina é uatil no tratamento de dores
neuropaticas (Gray et al., 1999; Sindrup et al., 1999). Os antidepressivos triciclicos
(ATCs) sao inibidores da recaptacdo neuronal de serotonina e/ou noradrenalina
(Richelson et al., 1984). A recaptagdo neuronal é o principal mecanismo de remoc¢ao
das monoaminas serotonina e noradrenalina da fenda sinaptica e € mediada por
transportadores  presentes nas membranas plasmaticas de neurdnios
monoaminérgicos, denominados norepinephrine transporter (NET) e serotonin
transporter (SERT) (Cheetham et al., 1996); portanto, a inibicdo do NET e SERT
aumenta a concentracdo de noradrenalina e serotonina na fenda sinaptica alterando
o limiar da dor (Korzeniewska-Rybicka et al., 1998). Apesar de ser bem estabelecido
gue os niveis sinapticos aumentados desses dois neurotransmissores tém um papel
no efeito antinociceptivo dos ATCs, 0s receptores que sdo os alvos dessas
monoaminas ainda sédo desconhecidos (Yokogawa et al., 2002).

Alguns estudos mostram o envolvimento de adrenoceptores oy (a1-ARS) na
antinocicepgéo induzida pelos ATCs imipramina e desipramina. O antagonista
seletivo de oy-ARs prazosin diminui os efeitos antinociceptivos da amitriptilina e
imipramina, indicando que o acumulo de noradrenalina na fenda sinptica causado
pelo ATC resulta em ativacdo de a,-ARs (Otsuka et al., 2001a). Paradoxalmente, 0os
ATCs também se comportam como antagonistas competitivos de a;-ARs (Hall et al.,
1981a). Assim, a Figura 02 ilustra a neurotransmissdo numa sinapse
monoaminérgica na auséncia (Figura 02a) e presenca (Figura 02b) de um ATC onde
as concentracdes sinapticas do neurotransmissor sdo aumentadas na presenca de
um ATC resultando em maiores efeitos no neurbnio pds-sinaptico; no entanto, a
Figura 02c ilustra o paradoxo farmacoldgico esperado numa sinapse noradrenérgica
onde os niveis sinapticos de noradrenalina se encontram aumentados pelos ATCs,
mas 0s a;-ARsS se encontram antagonizados por estas drogas. Portanto, a ativacao
de ou-ARs pelos niveis aumentados de noradrenalina na fenda sinaptica resultantes
do bloqueio da recaptacao neuronal poderia ser impedida pelo antagonismo destes

receptores pelos ATCs.
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Figura 02: Esquema do mecanismo de acdo dos antidepressivos triciclicos na

neurotransmissé@o de neurdnios adrenérgicos.

E sabido que ha trés subtipos de ai-ARs (denominados oua, oig € oip) que
sdo codificados por trés genes diferentes (para revisdo ver Zhong et al. (1999a) e
Pupo et al. (2001)). Esses subtipos de receptores sdo cadeias polipeptidicas Unicas
com sete dominios transmembrana, pertencendo a familia de receptores acoplados
a proteina G. As catecolaminas enddgenas adrenalina e noradrenalina interagem
com esses adrenoceptores para regular fungdes biolégicas, como: contracbes da
musculatura lisa vascular e ndo vascular, o controle do crescimento, diferenciacéo e
divisdo celular, o controle na secrecdo de varias glandulas e da excitabilidade
neuronal (Zhong et al., 1999b).

Foi recentemente demonstrado que os ATCs amitriptilina, imipramina e
nortriptilina possuem afinidades cerca de 10 a 100 vezes maiores pelos aia-ARS
humanos e do rato do que pelos ai1g-ARs (Nojimoto et al., 2010). Desta maneira, 0

paradoxo farmacolégico apresentado na Figura 02 poderia ser explicado se 0o(S)
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subtipo(s) de a;-ARs envolvido(s) no efeito antinociceptivo dos ATCs fosse um dos

receptores pelos quais os ATCs possuem menor afinidade.
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Objetivo

Investigar os subtipos de «;-ARs envolvidos no efeito antinociceptivo da
amitriptilina em um modelo de dor neuropatica pela determinacdo de antagonistas
seletivos para cada subtipo e comparar a poténcia dessas drogas no antagonismo

das contracdes da prostata de rato in vivo, um modelo de resposta mediado pela

ativacédo de aya-ARS.
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Material e Métodos

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (nimero 377).

1. Animais

Foram usados ratos machos Wistar de 50 a 60 dias de idade, pesando entre
150g a 250g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade. Antes dos
experimentos, estes animais foram mantidos por um periodo de pelo menos 7 dias,
para aclimatacdo, no Biotério do Departamento de Farmacologia IB/Botucatu. Os
animais foram mantidos em grupos de cinco em cada gaiola, com livre acesso a
agua e alimento, mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo as luzes

ligadas as 6h da manha e temperatura 22 + 1°C.

2. Experimento de contracédo da prostata de rato in vivo

O procedimento utilizado foi baseado no método descrito por Kontani et al.
(2002). Os ratos foram anestesiados com uretano 1.5 g/kg intraperitoneal (i.p.) e a
veia jugular direita foi canulada com tubos de polietileno (PE10 conectados a PE50)
para a administracdo intravenosa de drogas. Através de uma incisdo no abdémen, a
préostata foi cudadosamente separada do colo da bexiga e do tecido conjuntivo e
seus lobos ventrais foram amarrados com um fio de algoddo conectado a um
transdutor isométrico sob tenséo inicial de 1g para medir as contracdes através de
poligrafo Ugo Basile. Apés 30 minutos de estabilizagdo foi construida uma curva
dose-resposta cumulativa para fenilefrina, um agonista seletivo de «;-ARS,
administrada pela canula da veia jugular direita; essa curva foi considerada a curva
“controle”. Curvas dose-resposta sucessivas foram construidas com intervalo de 30

minutos na presenca dos diferentes antagonistas de a;-ARS:
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e Prazosin 3, 10, 30 e 100 ug (antagonista seletivo de a;-ARS)

e 5-metilurapidil 10, 30 e 100 ug (antagonista seletivo de oya-ARS)
¢RS100329 10, 30 e 100ug (antagonista seletivo de a;a-ARS)
eBMY 7378 10, 30 e 100 ug (antagonista seletivo de a1p-ARS).

Todo os antagonistas foram administrados intraventricular (i.v.) cerca de 15
min antes da construcdo da curva dose-resposta de fenilefrina. A potencia dos
antagonistas foi calculada pelo parametro pA;, o qual expressa a dose do
antagonista necessaria para deslocar duas vezes a direita a curva dose-resposta de
fenilefrina, através da formula:

pA; = -log [B] + log [DR-1],
onde [B] é a dose do antagonista e DR é a razdo das doses efetivas a 50% da

fenilefrina na auséncia e presenca do antagonista.

3. Cirurgia de constricdo do nervo ciatico

A cirurgia de constricdo do nervo ciatico (CNC) foi feita como descrito por
Bennett et al. (1988). Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina, na
dose 8mg/Kg e 80mg/Kg respectivamente, administradas por via i.p. A superficie da
regido lateral da coxa direita foi depilada e limpa com alcool iodado a 1% e através
de uma incisdo no musculo biceps femural o nervo ciatico e seus ramos terminais, o
nervo sural, nervo peroneal comum e o nervo tibial (trifurcacdo do nervo ciatico)
foram expostos. Em um sentido proximal a trifurcacdo do nervo ciatico,
aproximadamente 7mm do nervo foi dissecado, retirando a aderéncia ao tecido
muscular. Neste segmento do nervo foram feitas quatro ligaduras com fio de sutura
cat-gut cromado 4-0 tipo C, frouxas para nao interromper a vascularizacado epineural
superficial. Apés as ligaduras do nervo ciatico, as incisfes foram suturadas em

camada.
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4, Teste de hiperalgesia mecanica

O teste de hiperalgesia mecanica (Randall et al., 1957) foi realizado 15 dias
apos a cirurgia de constricdo do nervo ciético e 3 dias antes da realizacdo do teste a
veia jugular direita dos ratos foi canulada para administragao i.v. antagonistas de o-
ARs.

A intensidade de hiperalgesia mecanica foi quantificada pelo aparelho Basile
Analgesymeter® em 2 instantes: antes da administracdo de qualquer droga (O
minuto) e 60 minutos ap6s a administracdo de amitriptilina (10mg/kg) ou salina i.p. A
intensidade da hiperalgesia mecanica foi quantificada como a diferenca (4) do limiar
nociceptivo antes (0 minuto) e depois (60 minutos) da administracdo de amitriptilina
ou salina.

Apés 30 minutos da administracdo i.p. de amitriptilina (10 mg/kg) os ratos
foram tratados com os seguintes antagonistas de a;-ARS (i.v.):

. prazosin (10ug/Kg)

. 5-metilurapidil (10ug/Kg)

. RS100329 (10ug/Kg)

. BMY 7378 (10ug/Kg)

As doses dos antagonistas foram baseadas no experimento da contracdo da
préstata de rato in vivo. Todas as drogas utilizadas foram diluidas em salina (0.09%
NacCl).

5. Anélise estatistica

Os resultados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA), sendo o
teste a posteirori de comparacdo mdultiplas de Tukey-Kramer. Os dados foram
expressos como médias e erro padrao da média (EPM). O nivel de significancia
estabelecido foi de 5% (P<0,05).
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6. Drogas

Fenilefrina  (Phenylephrine  Hydrochloride), Research  Biochemicals
International (USA) ; Prazosin (Prazosin Hydrochloride), Research Biochemicals
International (USA); Amitriptilina (Amitriptyline hydrochloride), Fagron (India); 5-
metilurapidil (Urapidil, 5-Methyl-), Research Biochemicals International (USA); RS
100329 (RS 100329 hydrochloride), Tocris Cookson (USA); BMY 7378 (BMY 7378
dihydrochlotide), Tocris Cookson (USA).
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Resultados

Efeito dos antagonistas seletivos na contracdo da prostata in vivo

A Figura 03 mostra curvas dose-resposta de fenilefrina na contracdo da
préstata de ratos in vivo na auséncia e presenca de antagonistas seletivos de ;-
ARs. Todos o0s antagonistas seletivos investigados, exceto o BMY 7378,
antagonizaram as contracdes da prostata em resposta a fenilefrina. A Tabela 01
mostra os respectivos valores de pA; calculados. A ordem de poténcia observada foi
RS100329 > Prazosin = 5-metilurapidil (p<0.05) condiz com a ordem de poténcia
esperada Prazosin > RS100329 > 5-metilurapidil > BMY 7873 por a;a-ARS (valores
de pKi na Tabela 1).

Tabela 01. Valor de pA, com base nos experimentos de contracdo da préstata in

vivo e valores de pKi para andrenoceptores aua.

Antagonistas PA: pK;
Prazosin 54+0.1 9.90 + 0.19*
5-metilurapidil 53%0.1 9.02 £ 0.14*
RS100329 6.0+0.3 9.60 + 0.10"
BMY7378 - 7.04 £0.11*

* Valores retirados do trabalho de Nojimoto et al. (2010) e # valores retirados do trabalho de Williams

et al. (1999).
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Efeito de antagonistas de a;-ARs no teste de hiperalgesia em um modelo

de dor neuropética

A Figura 04 mostra a intensidade de hiperalgesia suportada pelos ratos que
sofreram a cirurgia de constricdo do nervo ciatico e foram tratados ou ndo com
amitriptilina e/ou antagonistas de a;- ARs. A amitriptilina (10 mg/Kg, i.p) teve efeito
antinociceptivo, como demonstrado pela diminuicdo da intensidade de hiperalgesia
guando comparada com ratos tratados com veiculo (Ag amitriptilina 1.50g + 1.50 vs
Ag veiculo 10.25¢g + 0.63; p<0.05).

O efeito antinociceptivo da amitriptilina foi antagonizado pelo prazosin (Figura
5b), 5-metilurapidil (Figura 5a) e BMY 7378 (Figura 5d), enquanto que o RS100329
(Figura 5c) néo alterou o efeito antinociceptivo da amitriptilina.
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Discussao

A presente monografia investigou o envolvimento dos subtipos de a;-ARs na
antinocicepcao produzida pelo ATC amitriptilina em um modelo de dor neuropatica
com o uso de antagonistas seletivos de subtipos destes receptores.

A contracdo da préstata de rato in vivo foi usada como um modelo de
resposta mediada pela ativacdo de a;a-ARs (Maruyama et al., 1998), para checar a
seletividade in vivo destas drogas. No teste de contracdo da proéstata in vivo a ordem
de poténcia dos antagonistas investigados foi consistente com a ativagdo de oa-
ARs (Nojimoto et al., 2010) (Williams et al., 1999).

E sabido que a amitriptilina tem efeito antinociceptivo na dor induzida pela
constricdo do nervo ciatico (Esser et al., 1999), e de fato, no presente estudo este
ATC também mostrou efeito antinociceptivo. O envolvimento de a;-ARS ha analgesia
causada pelos ATC ja foi demonstrado anteriormente pelo antagonismo do efeito
antinocicepitivo causado pelo prazosin (Otsuka et al., 2001b; Yokogawa et al., 2002).
No entanto, a presente monografia buscou aprofundar esse conhecimento ao
apontar o envolvimento de subtipos de a;-ARS.

Observamos que o0s antagonistas 5-metilurapidil e BMY 7378 inibiram os
efeitos antinociceptivos da amitriptilina. O antagonista 5-metilurapidil tem afinidade
pelo aua-ARs (pK; = 9.0) cerca de vinte vezes maior que pelo aip-ARs (pK; = 7.7)
(Nojimoto et al., 2010). Uma vez que a seletividade do 5-metilurapidil pelos aia-ARS
pode ser considerada modesta, a inibicdo do efeito antinociceptivo da amitriptilina
pelo 5-metilurapidil indica o envolvimento de a;a-ARS e/ou aip-ARS. Entretanto o
RS100329 um antagonista seletivo do subtipo aua (Williams et al., 1999) n&o alterou
o efeito antinociceptivo da amitriptilina sugerindo que o aza-ARS provavelmente néo
estdo envolvido nesse efeito. Adicionalmente, o BMY 7378 inibiu a antinocicepcéo
causada pela amitriptilina sugerindo que o subtipo a;p esteja envolvido no efeito
antinociceptivo da amitriptilina.

Os aup-ARs podem estar envolvidos na via adrenérgica de modulagéo da dor,
uma vez que mMRNA codificando esses receptores ja foram encontrados em
neurdnios da raiz dorsal do ganglio (Maruo et al., 2006) e no nucleo reticular lateral

na medula ventrolateral caudal (Day et al., 1997).
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A falta de drogas seletivas, impediu a investigacdo da participacdo de oyp-
ARs no efeito antinociceptivo da amitriptilina; porém, os resultados encontrados com
o 5-metilurapidil e BMY7378 indicam, por exclusdo, que 0s oug-ARS ndo sdo os
alvos dos niveis singpticos aumentados de noradrenalina.

O paradoxo farmacoldgico apresentado na Figura 2, no qual € esperado um
auto-cancelamento nos efeitos dos ATCs uma vez que ao mesmo tempo em que ha
aumento das concentracfes sinapticas de noradrenalina também ha antagonismo de
a1-ARs, pode ser explicado pelos resultados da presente monografia (Hall et al.,
1981b). Isto por que € previsto que 0s aip-ARS sejam menos antagonizados pelos
ATCs do que 0s aya-ARS.

Os dados da presente monografia sdo importantes pois além de apontar um
dos receptores alvos dos niveis sindpticos aumentados de noradrenalina resultante
do bloqueio da NET pelos ATCs, também indicam que drogas que ativem de forma
seletiva 0s aip-ARs tém potencial efeito antinociceptivo. A despeito da falta de
ferramentas adequadas (drogas seletivas e anticorpos especificos) tal hipotese

merece ser investigada.
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Conclusoes

o Os a4-ARs estdo envolvidos na antinocicepcéo da amitriptilina, pois o

prazosin antagonizou esse efeito;

o A inibicdo do efeito antinociceptivo da amitriptilina por 5-metilurapidil,
sendo seu antagonismo nos aia-ARS e aip-ARs é semelhante, indica que pelo

menos um desses subtipos estejam envolvidos no efeito da amitriptilina;

o Entretanto, o RS100329 nao alterou o efeito antinociceptivo da

amitriptilina, indicando que 0 a;a-ARS ndo esta envolvido;
o Além disso, 0 antagonista aip-ARs, BMY 7378 antagonizou o efeito

antinociceptivo da amitriptilina, sugerindo um envolvimento de a;p-ARS no efeito da

amitriptilina.
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